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Résumé

Les maladies neurodégénératives sont d’une étiologie multifactorielle faisant intervenir des
facteurs environnementaux, alimentaires et génétiques. Des études épidémiologiques et
toxicologiques ont montré que la plupart de ces maladies sont associées a une exposition
chronique aux produits phytosanitaires. Dans cette étude nous nous sommes intéresses a
I’évaluation de la neurotoxicité due a I’exposition chronique a deux pyréthrinoides (PYRs), la
bifenthrine (BF) et la deltaméthrine (DLT) seules ou en mixture sur un modéle animal (rats
Wistar albinos), femelles adultes d’une part et a I’étude de 1’effet préventif et cytoprotecteur de
la quercétine (QUER), contre cette toxicité d’autre part. L’approche expérimentale de la présente
étude est divisée en trois axes ; le premier axe consiste a I’étude du statut redox mitochondrial
dans les différentes régions du cerveau en I’occurrence 1’hippocampe, le striatum, le cervelet et
le cortex cérébral et I’intégrité structurale des mitochondries, chez le rat exposé chroniquement
aux PYRs ; le deuxiéme axe s’intéresse a I’évaluation du stress oxydatif cytosolique -régional
afin de mettre en évidence le degré et la portée du déséquilibre redox dans les autres
compartiments cellulaires a savoir le cytosol au-dela des mitochondries ; et finalement 1’étude
neurocomportementale afin de mettre en évidence la portée des altérations sur les facultés
cognitives et comportementales de I’animal. Les résultats obtenus dans cette étude ont montré
une neurotoxicité induite par les deux PYRs utilisés (BF et DLT), a travers la perturbation du
statut redox dans les mitochondries et le cytosol, phénomene ayant provoqué un gonflement
mitochondrial qui est susceptible d’altérer 1’intégrité fonctionnelle et structurale de cette
organelle. En effet, I’évaluation du stress oxydatif a révélé d’importants effets toxiques des deux
PYRs se manifestant via une augmentation du taux du malondialdéhyde (MDA) cytosolique et
mitochondrial ; une diminution de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) mitochondriale
et cytosolique sauf dans le striatum ou il y a une augmentation suite a I’exposition a la DLT ; le
taux de glutathion (GSH) augmente dans le cytosol du cervelet, du striatum et diminue dans les
mitochondries du cortex et du cervelet et s’altere significativement dans les autres régions.
L’activité de la superoxyde dismutase (SOD) cytosolique s’induit par les PYRs dans toutes les
régions ; I’activité de la glutathion-s-transférase (GST) diminue dans les mitochondries et le
cytosol de I’hippocampe et s’altére dans le cytosol des autres régions ; I’activité de la glutathion
peroxydase (GPX) est altérée dans le cytosol et I’hippocampe et est induite dans le cytosol des
autres régions. Les tests neurocomportementaux révélent surtout chez le groupe DLT : une
hypomotricité, une altération de la mémorisation spatiale et non spatiale provoquée, une
installation d’un état d’anxiété, une dépression évaluée par le test de sucrose. Sur un autre plan,
nous avons evalué les effets préventifs de la QUER sur les paramétres étudiés apres le traitement
par les PYRs. Les résultats ont démontré que la QUER diminue le taux de MDA cytosolique,
elle élimine I’altération des enzymes antioxydants provoquée par la DLT et la mixture, mais non
de la BF. Sur le plan neurocomportemental, la QUER a un effet antidépressif, améliore le déficit
locomoteur, la mémorisation et I’apprentissage et réduit le niveau d’anxiété.

Mot clés : pyréthrinoides, stress oxydant, régions du cerveau, comportement, neurotoxicité



Abstract

Neurodegenerative diseases have a multifactorial etiology involving environmental, dietary and
genetic factors. Epidemiological and toxicological studies show that most of these diseases are
associated with chronic exposure to plant protection products. In this study, we were interested
in the evaluation of the neurotoxicity of two pyrethroids (PYRs), namely the bifenthrin (BF) and
the deltamethrin (DLT) on an animal model (Wistar albinos rats), on the one hand, and the study
of the preventive and cytoprotective effect of the quercetin (QUER), against this toxicity on the
other hand. The experimental approach of this study is divided into three axes; the study of the
mitochondrial redox status in the different regions of the brain, in this case the hippocampus, the
striatum, the cerebellum and the cerebral cortex and the structural integrity of the mitochondria,
in adult female Wistar albinos rats chronically exposed to PYRs; evaluation of the neuro-regional
cytosolic oxidative stress in order to highlight the degree and the range of the redox imbalance
in the other cellular compartments namely the cytosol beyond the mitochondria; and finally the
neurobehavioral study in order to highlight the extent of alterations on the cognitive and
behavioral faculties of the animal. The results obtained in this study show a neurotoxicity induced
by the two PYRs used (BF and DLT), through the disturbance of the redox status in the
mitochondria and the cytosol, a phenomenon that has caused mitochondrial swelling which is
likely to alter the functional and structural integrity of this organelle. In fact, the evaluation of
oxidative stress revealed significant toxic effects of the two PYRs manifesting an increase in
cytosolic and mitochondrial malondialdenyde (MDA); a decrease in the mitochondrial and
cytosolic catalase (CAT) enzyme activity except in the striatum where there was an increase
following exposure to DLT. The level of glutathione (GSH) increased in the cytosol of the
cerebellum, striatum and decreased in the mitochondria of other regions. Cytosolic superoxide
dismutase (SOD) activity was induced by PYRs in all regions; glutathione-s-transferase (GST)
decreased in the mitochondria and cytosol of the hippocampus and was altered in the cytosol of
other regions; glutathione peroxidase (GPX) was altered in the cytosol of the hippocampus and
was induced in the cytosol of other regions. The neurobehavioral tests revealed especially in the
DLT group: a hypomotricity, an alteration of the spatial and non-spatial storage caused an
installation of a state of anxiety, and depression as revealed by the sucrose test. On another level,
we evaluated the preventive effects of quercetin (QUER) on recent parameters after PYRs
treatment. The results of this study demonstrated that QUER decreased the level of cytosolic
MDA, prevented the alteration of antioxidant enzymes caused by DLT and the mixture, but not
the effects induced by BF. On the neurobehavioral level, QUER has an anti-depressive effect,
improved locomotor deficit, memorization and learning and reduced the level of anxiety.

Key words: Pyrethroids, oxidative stress, brain regions, behaviors, neurotoxicity.
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Liste des abréviations

°C : degré Celsius

pl = microlitre.

pmol : micromole

%2 02 : oxygene singulet

3-PBA : acide 3-phénoxybenzoique

5-HIAA : 5-hydroxy-3-indolacetic acid

5-HT : sérotonine

ACh : acétylcholine

AChE : acetylcholine estérase

AMPA : activés par le o—amino-3-hydroxy-5-méthyl-4- isoxazolepropionate
ATP : adénosine triphosphate

BDNF : brain-derived neurotrophic factor (facteur neutrophique issu du cerveau)
BF: bifenthrine

BM: test de Barnes (Barnes maze)

Br2CA: cis-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid
BSA: bovine Sérum Albumine

CAT : catalase

CC : compartiment clair

CCAS : cerebellar cognitive affective syndrome

CDNB : 1-chloro, 2.4-dinitrobenzene

CO : compartiment obscur

COMT : catechol-O-méthyltransférase

CYP : cyperméthrine

DJA : dose journaliere admissible

DL50 : dose létale 50

DLT : deltaméthrine

DO : densité optique

DTNB : acide 5,5’-dithiobis (2- acide nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman.
EC : emulsion concentrée

EDTA : acide Ethylene-Diamine-Tétraacétique

EPM : labyrinthe en croix surélevée (elevated plus maze)
FST:test de la nage forcée (forced swim test)

g : gravité.

GABA : acide y-aminobutyrique

GPx : glutathion peroxydase

GR : glutathion réductase

GSH : glutathion réduit

GSSG : glutathion oxydée

GST : glutathion—s-transférase

H20:2 : peroxyde d’hydrogene

HCL : chlorure d'hydrogéne

HPLC : chromatographie liquide a haute performance

Kg : kilogramme

LDB : test du chambre obscure / claire (Light/Dark Box test)
LOO- : radical péroxyde d’acide gras

LPO : pyroxydation lipidique (Lipid Peroxydation)

M : molaire (mole par litre)



MDA : acide Malondialdéhyde

mg : milligramme

min : minute

MIX: mixture

mM: millimole

MB: test des billes enterrées (marble burying test)
MWM: test de Morris (Morris Water Maze)

Na : sodium

NaCl : chlorure de sodium

NBT : nitroblu-tétrazolium

NMDA : acide N-méthyl-D-aspartique

NMDARSs : les recepteurs acide N-méthyl-D-aspartique
nM: nanomole

NO : oxyde nitrique

NOAEL: No Observable Adverse Effect Level

NOR : test de reconnaissance de nouvel objet (Novel Object Recognition)
NOS : especes d’oxyde d’azote (nitrogen oxide species)
02 ion superoxide (anion superoxyde)

ONOO': ion peroxynitrite

OP: test du champ ouvert (Open Field)

p : probabilité

PB: tampon phosphate (Phosphate Buffer)

pH: potentiel hydrogéne

POPs: poluants organiques persistants

PTP : pore de transition de perméabilité mitochondrial
PYRs : pyréthrinoides

QUER : quercétine

RNS : espéces réactives de 1’azote (reactive nitrogen species)
ROS : reactive oxygen species

Se : sélénium

SEM : erreur standard de la moyenne

SN : systéme nerveux

SNC : systeme nerveux central

SNP : systeme nerveux périphérique

SOD: super oxyde-dusmitase

SULT : sulfotransférase

TBA: acide thiobarbiturique

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances

TCA: trichloroacétique.

TEP : tomographie par émission de positrons

TH: tyrosine hydrolase

TNB: thionitrobenzoate

Tris : 2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol
TrKB : Tropomyosin receptor kinase B.

Ul : unité internationale

UGT : uridine 5-diphosphoglucuronosyltransferase
VGSC : canaux sodiques voltage-dépendant (Voltage-gated sodium channels)
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Introduction générale

Notre société connait une augmentation incessante de la demande de la nourriture, il est
donc plus que nécessaire de nous concentrer sur I’importance des grandes cultures et de la
production de masse de produits afin de couvrir et de satisfaire les besoins humains globaux.
Cette demande ne peut pas étre satisfaite par les meéthodes de production agricole
conventionnelles, ce qui a conduit a choisir I'intensification agricole par une utilisation intensive
des deux produits agrochimiques et des pesticides pour produire plus de biomasse végétative et
réduire les vecteurs de différents phytopathogenes (Refaie et al., 2014).

Malheureusement, ces substances chimiques sont dangereuses et sont des sources
permanentes de toxicité pour la santé de la population qui suscite beaucoup d’attention en
toxicologie environnementale. Effectivement, ces polluants sont responsables de graves
problemes environnementaux, probléemes en raison de leur persistance et de leur
bioaccumulation dans la chaine alimentaire. Plusieurs études ont montré une forte implication
de ces xénobiotiques dans I'apparition de multiples maladies (Vandelac et Bacon, 1999 ; Ashar
et Muthu, 2012 ; Dar et al., 2013).

L’exposition aux pesticides peut se produire soit directement pendant le processus de la
production, ou par I’utilisation professionnelle. Dans ce cas, les personnes en état d'ébriété sont
traitées par les services médicaux professionnels ou par les centres de désintoxication
spécialisée. Cependant, I'exposition de la population générale a ces substances toxiques a faible
dose via des matrices biologiques, en particulier des produits alimentaires et son impact grave
sur I’organisme vivant, reste peu étudié. Les quelques études sur le sujet n’ont pas fourni une
compréhension plus claire de la relation entre ces polluants et I'étiologie de certaines maladies
telles que les maladies métaboliques et neurodégénératives, le dysfonctionnement de la
reproduction, les troubles du neurodéveloppement et le cancer (Baldi et al., 2013).

Les pyréthrinoides de synthése sont de plus en plus utilisés, ils atteignent 30% des
insecticides utilisés dans le monde. lls deviennent le choix préféré des agriculteurs pour leur
forte teneur en insecticides, leur efficacité et leur tendance a étre rapidement biodégradés dans
I’environnement (Nieradko-Iwanicka et Borzecki, 2015) ; bien que cette propriété continue
d'étre trop controversée par d'autres travaux precédents, qui ont rapporté qu’ils ont trouvé des
preuves, que les pyréthrinoides sont des composés lipophiles et leurs taux d'extraction sont
corrélés considérablement avec les quantités de la matiére grasse (Farajzadeh et al., 2014). Ces
produits chimiques sont les pesticides les plus utilisés au niveau de 1’Algérie, comme la

1
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deltaméthrine et la bifenthrine. Cependant, différentes études ont étudié la relation entre les
pathologies humaines et I'exposition aigué des consommateurs a ces pyréthrinoides via les

produits alimentaires susceptibles d'étre contamineés par leurs résidus (Hossain et al., 2013).

Sur le marché, la vente de ces produits est également non controlée, et sous le manque de
laboratoires spécialises a travers le territoire national pouvant effectuer des analyses spécifiques
dont celles relatives aux taux des résidus de pesticides. 1l évoque méme la contamination de

nappes phréatiques dans certaines régions de pays.

Pendant plus d'un demi-siecle, on a pensé que les pyréthrinoides n'agissaient que par la
dérégulation rapide du systeme nerveux, sans aucun effet cytotoxique significatif. Cependant,
il a été prouvé que l'exposition aux pyréthrinoides peut provoquer la mort des neurones chez
les animaux adultes, en inhibant le développement du systéeme nerveux chez les nouveau-nés

des rongeurs (Nieradko-Iwanicka et Borzecki, 2016).

o Cette étude porte donc sur 1’évaluation de la toxicité cérébrale de la
deltaméthrine et de la bifenthrine, administrées chroniquement (6 et 4 mois) a des doses de 3,72
et 2,6 mg / kg respectivement, seuls ou en mixture, chez les rats Wistar. Dans la présente étude,
le statut redox mitochondrial et cytosolique et son impact sur l'intégrité de la membrane des
mitochondries sont principalement ciblés par cette étude, dans différentes régions majeures du

cerveau (hippocampe, striatum, cortex et cervelet).

o Par ailleurs, les études neurocomportementales, au regard des perturbations
neuronales éventuelles induites par les pesticides étudiés, seront également abordées dans cette
these, telles que la locomotion, 1’apprentissage, la mémorisation, 1’anxiété et la dépression, afin
de rechercher une association possible entre 1’effet moléculaire cellulaire et 1’effet

neurocomportemental.

. D’autre part, ce travail nous permettra de comprendre si les molécules bioactives
comme la quercétine peuvent réduire ou prévenir le dysfonctionnement induit par les

pyréthrinoides.
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Chapitre 1. Les pyréthrinoides

1. Généralités
1.1. Historique

L'utilisation des substances toxiques ayant un pouvoir insecticide est trés ancienne. Il y a
2000 ans, les Chinois utiliserent déja de la poudre de fleurs des pyrethres séchées (Richou-Bac
et Venant,1985 ; Mestres et mestres, 1992 ; Davies et al., 2007), se composant généralement de

30% d’ingrédient actif collectivement appelé pyréthrines (Rehman et al., 2014).

La chimie de synthése a progressé rapidement durant les années 1930 et au début des
années 1940, une gamme de nouveaux pesticides a été élaborée, y compris les insecticides
organochlorés (Ameziane, 2016), et par la suite les organo-phosphorés, les carbamates ... etc
(Richou-Bac & Venant,1985). Aprés la seconde guerre mondiale, en dépit de 1’excellente
propriété insecticide des pyréthrinoides naturels et de leur faible niveau de toxicité chez les
mammiferes, il s’est avéré qu’ils sont peu utiles dans la protection des cultures dd a leur
instabilité a la lumiére et a I’oxygene. Ils ont été délaisses au profit des insecticides organiques
tels que les organophosphorés, organochlorés ou encore carbamates, plus performants mais
aussi moins chers et plus stables (Testud & Grillet, 2007).

L’instabilité¢ a la lumiére des pyréthrinoides naturels améne le besoin de préparer des
analogues synthétiques, le premier pyréthrinoide de synthese est I’alléthrine, mis au point en
1949, et commercialisé en 1952 (Bradberry et al., 2005 ; Hénault-Ethier et al., 2016). Par la
suite, 1’abandon des organochlorés et I’importante toxicité des organophosphorés et des
carbamates ont favorisé le développement puis 1’introduction sur le marché des pyréthrinoides
de synthese, dans les années 1960 a 1970, de nombreuses molécules nouvelles, développées a
partir de la structure chimique des pyréthrines (Aligon et al., 2010 ; Duce, 2012), les
améliorations portant sur la puissance d’action et la photostabilité, ont permis 1’autorisation de

leur utilisation phytosanitaire a grande échelle (Testud et Grillet, 2007).

Leur efficacite a tres faible dose, le peu de résistances développees par les insectes, la
faible toxicité chez les mammiferes et ’absence de persistance dans 1’environnement ont fait

des pyréthrinoides les insecticides de référence (Testud & Grillet, 2007 ; Dar et al., 2015).

Les pyréthrinoides (PYRs) représentent actuellement plus de la moitié du marché mondial
des insecticides, soit plus de 100 000 tonnes et dix milliards de dollars par an (Li et al., 2017).

Ce sont des insecticides polyvalents agissant par contact et ingestion : ils entrainent une
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sidération immeédiate (effet de choc) puis la mort du ravageur. Les spécialités commerciales se
présentent usuellement sous forme de concentrés émulsionnables ou la substance active, dosée
de 2,5 jusqu’a 250 g/, est en solution dans des hydrocarbures pétroliers. Il existe également des
suspensions concentrées aqueuses, des granulés auto-dispersibles et des poudres mouillables.
Les doses d’emploi, de ’ordre de quelques grammes a des dizaines de grammes a 1’hectare,
sont 10 a 100 fois inférieures a celles des organophosphorés, venant compenser un co(t de
production relativement éleve, lié a la complexité des procédés de synthese (Testud et Grillet,
2007).

1.2. Propriétés physicochimiques et classification

Les pyréthrinoides (PYRs) sont des molécules qui se trouvent, a température ambiante et
sous forme pure, souvent en substances cireuses, mais pouvant étre aussi sous diverses formes
allant du liquide au solide. Les valeurs de solubilité dans 1’eau sont trés faibles rendant plusieurs
PYRs insolubles dans un milieu aqueux. La solubilité dans un solvant organique est toutefois
excellente (Laskowski, 2002). Les composés commerciaux ne contiennent qu’un certain
pourcentage d’ingrédient actif, se situant généralement entre 5 et 35%. Pour augmenter leur
efficacité, les pyréthrinoides sont formulés avec des composeés tels que le pipéronyl butoxyde,
le pipéronyl sulfoxyde et le sesamex, qui agissent avec une synergie (Berger-preieB etal., 1997 ;
Thatheyus et Selvam, 2013). Les applications se réalisent par aérosols ; une diffusion dans I’air
est possible mais restreinte due a leur faible volatilité apres sédimentation. Ces substances sont
peu mobiles et ont tendance a se lier au sol et aux sédiments organiques. Ces pesticides se
retrouvent donc dans les milieux aquatiques sous forme complexée aux particules (Weisel,
2020). Les molécules sont dégradées rapidement par photolyse et oxydation. Leur demi-vie
dans I’environnement en aérobie se situe entre 2 et 97 jours (Laskowski, 2002). Par exemple,
la deltaméthrine a une demi-vie de dégradation de 11 a 72 jours dans le sol selon I’humidité, la
température, 1’ensoleillement et 1’activité bactérienne (Elliott 1989), alors que pour la

bifenthrine, elle est de 96 jours dans le sol, et 408 jours dans I’eau (Laskowski, 2002).

L’activité insecticide des extraits naturels, est due a la présence de six esters de I'acide
cyclo-propanecarboxylique, cet acide peut étre substitué par deux radicaux différents (CHs et
CO2-CH3) menant d'une part a I'acide chrysanthémique et d'autre part a lI'acide pyréthrique.
Dans I'extrait naturel, 6 substances sont trouvées (figure 1), dérivées de I'acide chrysanthémique
(pyréthrine 1, cinérine 1, jasmoline 1) ou de l'acide pyréthrique (pyréthrine 11, cinérine Il et
jasmoline 11) (Richou-Bac et Venant, 1985).
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Figure 1. Présentation des six pyréthrines naturelles (Elliot, 1989).

Par la suite, des modifications de la structure moléculaire des pyréthrines naturelles ont
permis la synthese de deux catégories de PYRSs, selon le substituant de la moitié alcool ou acide
de la molécule similaire a la pyréthrine se distinguant par la présence ou non d’un radical

cyanide (-CN), ainsi par leur mode d'action toxique (Rajawat et al., 2019) a savoir :

e Type I : sont des composants dépourvus du groupe cyano, (Abreu-Villaca et Levin, 2017)
comme bifenthrine (58%), perméthrine (31%) et la cyfluthrine (14%) (Li et al., 2017).
e Type Il : sont des composants contenant les groupes cyano comme la deltaméthrine et la

cyperméthrine (Abreu-Villaca et Levin, 2017 ; Rajawat et al., 2019).

Les PYRs de la premiére génération (par exemple, 1’alléthrine, I’imiprothrine, la
phénothrine, la pralléthrine, la résméthrine et la tétraméthrine) ont été développés au début des
années 1970, qui se dégradent rapidement au soleil. Et a la fin des années 1970, les PYRs de
deuxiéeme génération (par exemple, la bifenthrine, la cyhalothrine, la cyfluthrine, la
cypermethrine, la deltaméthrine, l'esfenvalérate, la fenpropathrine et la perméthrine) ont été
congus pour étre plus photostables, ils sont freqguemment utilisés dans les produits de lutte
contre divers insectes nuisibles, dans les cultures agricoles, dans et autour des habitations
résidentielles et d’animaux domestiques (Morgan, 2012 ; Habr et al., 2014). La figure 2 montre

la structure chimique de 14 types de PYRs les plus utilises dans les domaines agricoles.
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Figure 2. Structure chimique de quelgue PYRs (Morgan, 2012).
(A) : PYRs de premiere génération. (B) : PYRs de deuxiéme génération.

1.3. Utilisation et risques environnementaux

Les pyréthrinoides de synthése sont largement utilisés comme pesticides en agriculture
comme en horticulture, mais également en médecine vétérinaire et en tant qu’insecticides
domestiques (Ding et al., 2012). Leur importance semble augmenter chaque année, ils
constituent le groupe d'insecticides le plus utilisé en Angleterre, représentant 91% de la
superficie des grandes cultures traitée a I'insecticide, leur utilisation a augmenté de 1,38 million
d'hectares entre 2000 et 2013 (Underwood et Mole, 2016). Une augmentation d’utilisation de
17% leur permet de garder la premiére place en matiére d’utilisation en France et méme au
niveau européen (tableau 1) (Aubertot et al., 2007) ; 3000 tonnes de PYRs sont produites
chaque année en Chine pour des utilisations multiples (Ding et al., 2012), les résidus de PYRs
résultant de leur utilisation sont retrouvés dans différentes récoltes, la contamination du thé par

la deltaméthrine a été rapporté en Inde jusqu’a 50 mg/kg (Pitoi et al., 2019).
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Tableau 1. Evolution en tonnes des pyréthrinoides commercialisés en France entre 2000 et 2004

(Aubertot et al., 2007).

Année 2000 2001 2002 2003 2004
Pesticides
Pyréthrinoides (tonnes) 193 161 170 175 226
Insecticides totales 3103 2488 2316 2223 2469
(tonnes)

Les PYRs sont stables a I’intérieur des maisons ; a I’abri de 1’eau et de la lumiére (Berger-
preiel et al., 1997). Lors d’utilisation domestique, ces pesticides peuvent étre rejetés dans I’eau
par les égouts, les usines de traitement des eaux usées semblent peu efficaces pour les éliminer
(Weston et Lydy, 2010). Etant parmi les pesticides les plus lipophiles actuellement utilisés, les
PYRs se lient facilement au carbone organique et aux particules et s’accumulent dans le sol et
les sédiments ou ils se dégradent en quelques mois (figure 3) (Knauer et al., 2016). Du fait de
leur utilisation répandue et de leur persistance relativement longue, des résidus de
pyréthrinoides ont été retrouvés de maniére omniprésente dans le milieu aquatique dans de
nombreuses régions du monde (Lu et al., 2019). Les eaux de surfaces des zones agricoles sont
contaminées par les PYRs a des concentrations surpassant parfois les critéres pour la protection

chronique de la vie aquatique (Girou et Fortin, 2010).
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Figure 3. Devenir des pyréthrinoides dans I’environnement (Lichiheb et al., 2015).
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1.4. Exposition de la population générale

Les travailleurs agricoles sont fréquemment exposés aux PYRS, ce qui peut poser un
probleme, particulierement lorsque les bonnes pratiques de travail ne sont pas observées. Les
PYRs sont utilisés pour 1’¢levage animal et la production alimentaire, plusieurs fruits (pomme,
fraise et autres baies) et Iégumes (mais sucré, pomme de terre, carotte, laitue, oignon, ciboule,
et de nombreuses cruciferes) peuvent étre traités avec des PYRs dans le monde, 1’utilisation
agricole de ces insecticides laissera des résidus chez les aliments traités, et leur ingestion
constitue une source d’exposition principale (Hénault-Ethier et al., 2016). Des taux éleves de
PYRs allant jusqu'a 1200 ng/g de poids liquide ont été trouves dans des échantillons du lait
maternel humain (Zhang et al., 2015). Bien qu’il existe des normes, quant & la présence de
résidus de pesticides dans les aliments et que la majorité des aliments s’y conforment, certaines
denrées retrouvées sur le marché ne les respectent pas, 1’ingestion inclue aussi 1’ingestion de
sol ou de poussiere, notamment chez 1’enfant (Hénault-Ethier et al., 2016). Les PYRs sont
présents aussi a des concentrations comprises entre moins de 0,01 et 2,5 % dans
I’environnement domestique sous forme d’insecticides ménagers en aérosols, plaquettes pour
diffuseurs électriques ou spirales a combustion lente. La plupart des formulations incluent du
pipéronyl-butoxyde, un synergisant qui augmente [’efficacité et la durée d’action de

I’insecticide (Testud et Grillet, 2007).

Bien que plus lente, ’absorption cutanée pendant les travaux d’application ou au contact
de surfaces traitées reste également possible (Hénault-Ethier et al., 2016), 1’utilisation des
moustiquaires imprégnées par les PYRs constitue une partie importante de la stratégie de lutte
contre le malaria dans les régions affectées, mais représente également une autre forme
d’exposition différente de celle des agriculteurs, soit 1’exposition dermique et respiratoire
(Barlow et al., 2001), car les PYRs sont liposolubles or, la membrane des cellules, comme celles
de la peau, est constituée d’une bicouche lipidique, ainsi, I’emploi d’un shampoing contre les

puces engendre une absorption limitée par la peau.

Du reste, I’inhalation de fines gouttelettes ou de particules de poussiére en suspension dans
I’air peut également survenir, particulierement lorsque les PYRs sont employés dans des
espaces clos. Une fois entrés dans 1’organisme, les PYRS sont convertis en produits de
dégradation (métabolites) puis excrétés dans 1’urine (Hénault-Ethier et al., 2016). Le logement
reste a ce jour le lieu privilégié de I’utilisation de ces insecticides, a la hauteur de 89 % (Bouvier

et al., 2005).
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L'exposition aux PYRs peut étre liée a plusieurs sources et par des multiples voies. La
quantification de I'exposition n'est pas un processus trivial. Comme les métabolites des PYRs
actuellement utilisés sont généralement excrétés dans l'urine, la surveillance biologique de
I'exposition aux pesticides a impliqué généralement la quantification des métabolites urinaires
du pesticide dans de nombreuses études épidémiologiques. Les études d'excrétion chez
I'Homme et les études d'exposition professionnelle ont confirmé que les cing métabolites non
spécifiques, notamment l'acide cis-3- (2,2-dichlorovinyl) -2,2-diméthylcyclopropane
carboxyliqgue  (cis-DCCA), le trans-3- (2), Acide 2-dichlorovinyl)  -2,2-
diméthylcyclopropanecarboxylique (trans-DCCA), 1’acide 3-phénoxybenzoique (3-PBA),
I’acide 4-fluoro-3-phénoxybenzoique (4F3PBA) et le cis- (2,2-dibromovinyl) acide -2,2-
diméthylcyclopropane-1-carboxylique (cis-DBCA), sont des indicateurs importants de

I’exposition aux PYRs chez I’Homme.

Le métabolite pyréthroide le plus fréquemment détecté est la 3-PBA, métabolite courant
de nombreux pyréthroides, tels que la perméthrine, la cyperméthrine et la deltaméthrine, suivis
des trans- et cis-DCCA, deux métabolites isomeres géométriques de la perméthrine, de la
cyperméthrine et de la cyfluthrine. La 4F3PBA et la cis-DBCA sont des métabolites spécifiques

de la cyfluthrine et de la deltaméthrine, respectivement (Ding et al., 2012).

2. Pyréthrinoides étudiés : bifenthrine et deltaméthrine

2.1. Propriétés générales de la bifenthrine et de la deltaméthrine

La bifenthrine (BF) est un PYR de type I insecticide acaricide, nouvellement introduit, avec
huit stéréo-isomeéres dont I’isomere cis- est I’isomere actif (Khan et al., 2013), a I’exception de
la deltaméthrine, la BF et les autres PYRS sont des mélanges d’isomeres, il a ét¢ démontré que
les différents isoméres d’un méme PYR (présence d’un centre chiral) peuvent avoir des

propriétés toxicologiques tout a fait différentes (Aligon et al., 2010).

La BF a été développée au milieu des années 1980 et approuvée pour la premiere fois au
Royaume-Uni en 1988 (Dar et al., 2017), elle se présente sous forme d’un solide cireux de
couleur gris pale avec une légére odeur doucereuse, le produit a usage professionnel se
présentait sous forme de concentré émulsionnable dosé de 20 a 100 g/L, en solution dans des
hydrocarbures pétroliers. Il existait aussi des suspensions concentrées en solution aqueuse
(Rambourg, 2011). Selon sa structure chimique (tableau 2) et la symptomatologie aprés
intoxication aigue, la BF ne porte pas le groupement a-cyano, causant le syndrome T qui se

caractérise par une hyperexcitation et un combat agressif, une incoordination et des
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tremblements du corps entier (Scollon et al., 2011 ; Hossain et al., 2013 ; Nieradko-lwanicka et
al., 2015; Cycon et al., 2017), chez les mammiferes et "'Homme, la toxicité est considérée faible
car le clivage facile de la liaison ester central dans le foie, produit des métabolites relativement
non toxiques, qui sont éliminés dans I'urine. Par ailleurs, la résistance relative des mammiferes
vis-a-vis des PYRs est attribuée a leur température corporelle élevée par rapport a celle des
insectes, le métabolisme rapide dans le foie et la faible sensibilité des canaux de sodium
(Nieradko-lwanicka et al., 2015).

La deltameéthrine (DLT) représente un PYR de type Il photostable, elle représente
également le métabolite primaire d’un autre PYR, la tralométhrine (Erstfeld, 1999) ; synthétisée
par Elliot et al. en 1974 (Anadon et al., 1996), se présente sous forme de poudre cristalline de
couleur blanche a creme (FAO, 2004). Comme elle est considérée le PYR insecticide le plus
actif (Davies et al., 2007), son utilisation est large dans les zones urbaines pour lutter contre les
moustiques et les infestations de punaises de lit; en raison de sa faible persistance dans
I'environnement, de la faible fréquence de développement d'une résistance chez les insectes et
d'une toxicité comparativement moins élevée pour 'Homme, elle est devenue I’insecticide de
choix dans la plupart des pays (Tewari et al., 2018). C’est 1’un des insecticides les plus puissants
parmi les PYRs avec un groupe a-cyano, qui produit le type Il de syndrome neurologique «
choréoathétose avec salivation » ou syndrome «CS », caractérisé par une salivation et des

convulsions (Mani et al., 2013).

Au niveau structural, la DLT présente ’avantage de ne posséder qu’une seule configuration
chimique (Bradberry et al., 2005 ; Davies et al., 2007), rendant la caractérisation de sa cinétique
plus aisée. C’est la raison pour laquelle le nombre et le contenu des études sur la DLT sont plus
importants et plus poussés que pour les autres PYRs (Willemin, 2014). L absorption volontaire
d’une forte dose d’une spécialité vétérinaire ou phytosanitaire liquide a base de PYR provoque
des signes digestifs (douleurs épigastriques, vomissements, diarrhée) et des troubles
neuromusculaires (tremblements, fasciculations, myoclonies), surtout marqués avec les dérivés
de type Il. Un homme de 53 ans par exemple ayant ingéré 200 ml d’une spécialité contenant 25
g/l de DLT a rapidement présenté des vertiges et des myoclonies, accompagnés de
vomissements et d’une diarrhée aigué, la situation s’est compliquée d’un coma en myosis,
émaillé de convulsions, ainsi que d’une pneumopathie d’inhalation, I’évolution s’est faite vers
la guérison sans séquelle (Testud et Grillet, 2007). Le tableau 2 résume quelque propriétés

chimiques et toxicologiques de la BF et de la DLT.
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Tableau 2. Principales propriétés chimiques et toxicologiques de la bifenthrine (Dong, 1996 ; EFSA,
2011 ; Rambourg, 2011 ; Syed et al., 2017) et de la deltaméthrine (Mestres et Mestres, 1992 ; EC,
2002 ; Testud et Grillet, 2007 ; EFSA, 2010 ; Dubey et al., 2012).

Nom Bifenthrine Deltaméthrine
Masse molaire 422,9 g/mol 505,2 g/mol
Formule chimique C23H22CIF302 C22H19BraNO3
1S,3S)-3-(Z)-2-chloro- (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-
Nomenclature 3,3,3-trifluoroprop-1-enyl 2,2-diméthyl-cyclopropane
2,2-dimethylcyclo carboxylate de(S)-a-cyano-3-
propane-1-carboxylate phénoxybenzyle

H

. F F 0 CH3 O HJC\C/CHEmS aRS
Structure chimique FW {LO = /NS ST
(Y70

AN NAY
1l

feoans
HC CHy y e
Eau <0,001mg/l & 20 °C pH 5-7 0,0002mg/l a 25°C
Meéthanol 48.0 g/l at 20°C 8 g/l at 22°C
Solubilité Xyléne 556.3 g/l at 20°C 175 g/l at 22°C
Acétone 735.7 g/l at 20°C 675 g/l at 22°C
1,2-
dichloroetha 743.2 g/l at 20°C 725 g/l at 22°C
ne
DL50 186 mg/kg 186 mg/kg
Toxicologie | NOAEL (voie | 3 mg/kg /j chez le rat 1 mg/kg /j chez le rat pendant
orale) femelle pendant 2 ans 90 jours
DJA 0,015mg/kg 0,01mg/kg

2.2. Toxicocinétique de la bifenthrine et de la deltaméthrine

2.2.1. Absorption et distribution
Dans les premiéres heures apres une exposition orale a un produit chimique, sa

concentration dans le sang peut changer en raison de la dynamique de ce compartiment. Les
concentrations de produits chimiques dans le sang sont sensibles a lI'absorption, la distribution
et a la clairance métabolique et rénale. Selon la volatilité du produit chimique, le dégagement

pulmonaire peut aussi étre un facteur important. Apres les phases d'absorption et de distribution,
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les concentrations des produits chimiques dans le sang sont moins dynamiques (Testud et
Grillet, 2007 ; Scollon et al., 2011).

Généralement, les PYRs sont lipophiles et semblent étre facilement absorbés, soit par voie
orale ou par voie cutanée (Barlow et al., 2001 ; Rehman et al., 2014). Par voie orale, 50 % de
la BF est absorbée par le tractus gastro- intestinal dans 4 a 6 h environ, alors le reste est excrété
dans les feces (EFSA, 2011). L absorption cutanée a été estimée a 12 % sur la base de données
in vivo chez le rat et in vitro, sur la peau des rongeurs (rat) et sur la peau humaine (Dong, 1996).
Les etudes les plus récentes sur I'exposition des travailleurs et des personnes exposees a des
dérivés des applications agricoles ont évalué les niveaux urinaires des métabolites des
pyréthrinoides plutét que de mesurer les concentrations atmosphériques pour évaluer les
expositions par inhalation, lI'inhalation d'air contribue généralement a <10% de la dose totale

recue par la population générale (Weisel, 2020).

La BF est distribuée majoritairement dans le tissu adipeux, la peau, le foie et le poumon,
mais aussi dans le pancréas, les ovaires et le systéme nerveux (Scollon et al., 2011). La demi-
vie d’¢élimination aprés arrét d’administration dans la circulation générale est de 48h, alors que
dans le foie elle est d’environ 19 jours, pour le tissu adipeux est 51 jours, une accumulation

potentielle est estimée dans le tissu adipeux (EFSA, 2011).

La DLT est facilement absorbée par le tractus gastro-intestinal apres administration orale
chez le rat et la souris (Barlow et al., 2001 ; Rehman et al., 2014), leur biodisponibilité est faible
quelle que soit la voie d’exposition (Testud et Grillet, 2007). En premier temps, la fixation sur
les protéines plasmatiques atteint 50 a 60%, bien qu’une proportion substantielle (de 30 a 35
%) s’associe avec les lipoprotéines (figure 4), d’apres les travaux de Sethi et al., (2019), la
fraction libre des PYRs est approximativement deux fois plus élevée chez le rat que chez
I’Homme (Sethi et al., 2019). Chez ’Homme, I'absorption, la distribution et I'excrétion ont été
étudiées chez trois volontaires humains males ayant recu de la DLT marquée au C** radioactif
en une seule dose de 3 mg par voie orale. Les concentrations plasmatiques étaient maximales 1
a 2 heures apres lI'administration, les niveaux de cellules sanguines et de salive étaient trés

faibles.

D’aprés les travaux d’Anadon et al. (1996) chez le rat, la DLT est rapidement mais
incomplétement absorbée aprés une administration orale de 26 mg/kg, la demi-vie d’absorption
est calculée pour étre 0,61 h, la biodisponibilité apres cette administration a éte 14,13%
(Anadon et al., 1996).

12
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Figure 4. Liaison de la DLT plasmatique totale a 1’albumine humaine sérique (HSA), aux protéines

plasmatiques et aux lipoprotéines (Sethi et al., 2019).

D’apres la méme ¢étude, des concentrations élevées de la DLT sont trouvées par ordre
décroissant dans I’hypothalamus, I’hippocampe, muscle anococcygien, le cervelet, le cortex
frontal, les putamens caudés, le médulla et les bulbes rachidiens, les concentrations de 4'-OH-
deltaméthrine dans la plupart de ces tissus est généralement similaire ou plus faible dans la
plupart de ces tissus. Ces résultats indiquent que la DLT s’accumule dans le tissu nerveux. Cette
étude s’intéresse au métabolites majeur 4'-OH-deltaméthrine, les autres métabolites produits
par le clivage, au niveau de la liaison ester et par conjugaison des acides carboxylique et des
phénols résultants, ne sont pas étudiés car pratiquement, sont inactifs et probablement sont
rapidement excrétés de 1’organisme, vu leur polarité (Anadon et al., 1996). Apres 1’exposition
de 3 hommes volontaires a une dose de la DLT de 3 mg par voie orale, la concentration
plasmatique était maximale a 1 a 2 h aprés I’administration, avec un temps de demi-vie
d’élimination apparente du plasma de 10 a 11,5 h. Le taux dans les cellules sanguines et la

salive était tres faible (Barlow et al., 2001).

2.2.2. Meétabolisme et élimination

Les voies métaboliques des PYRs chez I’Homme n’ont pas été bien étudiées, mais les
preuves limitées disponibles suggerent qu’elles sont probablement similaires a celles des
rongeurs (Barlow et al., 2001). Apres une exposition de 7 jours chez le rat, la plupart de la BF
radioactive a été éliminée dans les urines ou les excréments, une partie importante étant
convertie en divers métabolites. Certains principaux métabolites dans les selles et I'urine
comprennent le 3-OH hydroxy méthyl bifenthrine, le 4-OH-hydroxy méthyl bifenthrine, la 4'-

monomethyl catechol bifenthrin (figure 5). Les principales voies de la biotransformation de la
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BF ont été étudiées chez des rats, comprenant 1’oxydation par une hydrolyse du composé, via
des enzymes de cytochrome P-450 dépendant de NADPH ou par un clivage, par des estérases
ou par hydrolyse. Les réactions de phase | peuvent également étre suivies par des réactions de

conjugaison entrainant I'élimination du composé par les urines (Testud et Grillet, 2007 ; Scollon

etal. 2011).
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Figure 5. Les principales voies métaboliques de la BF chez le rat (Dong, 1996).

Chez I’Homme, la figure 6 indique que les PYRs (DLT ou perméthrine ou cyperméthrine)
ingérés accidentellement, s’éliminent dans 1’urine en donnant, d’une part 1’acide 3-
phénoxybenzoique (3-PBA) ou I’acide fluoro-3-phenoxybenzoique (F-PBA), d’autre part
I’acide trans-3-(2, 2-dichlorovinyl) -2,2-dimethylcyclopropane carboxylique (trans-CI2CA) ou
I’acide cis-3-(2,2-dibromovinyl) -2,2-diméthylcyclopropane-1-carboxylique (Kanza et al.,
2019).
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Figure 6. Dégradation des pyréthrinoides et élimination de ces métabolites dans I’urine (Kanza et al.,
2019).

Apres 5 jours de I’administration orale de 3 mg de la DLT aux 3 hommes volontaires, 10
a26% de la dose ont été éliminés par les feces et 51 a 59% par I'urine, dont 90% ont été excrétés
dans les premiéres 24 heures. Une demi-vie urinaire de 10 a 13,5 heures correspondait a la

demi-vie plasmatique (Barlow et al., 2001 ; Rehman et al., 2014).

Chez les mammiféres, la DLT est métabolisée aux niveaux des microsomes hépatiques par
deux voies, la voie d’hydrolyse et la voie oxydative (Ding et al., 2012 ; Nieradko-lwanicka et
Borzecki, 2015). La voie d'hydrolyse est la voie prédominante du métabolisme hépatique in
vitro de la DLT chez I'Homme, tandis que le métabolisme oxydatif hépatique (figure 7) est la

voie prédominante chez les animaux (McGregor, 2000).

Des études chez le rat ont montré que la DLT qui est un ester, est rapidement métabolisée
par les estérases tissulaires, qui sont largement répandues, notamment dans la paroi intestinale
et le foie, et par les oxydases microsomales hépatiques avec une demi-vie d'élimination

plasmatique apparente de 10 a 11,5 heures (Rehman et al., 2014).
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Figure 7. Les voies métaboliques de la deltaméthrine chez les mammiféres (McGregor, 2000).

3. Toxicité de la bifenthrine et de la deltaméthrine

Les effets toxiques de la BF par rapport a dautres pyréthrinoides, sont plus

nombreux comme I’endommagement du foie et 1’altération de la morphologie du sang (Ikram

et al,,

2016). Les études décrivant l'altération de la biochimie, de I'nématologie et de

I'histopathologie en raison de sa toxicité se limitent aux insectes ; peu d'études sont disponibles

rapportant le potentiel de stress oxydatif de cet insecticide en particulier et des pyréthrinoides

en géneral chez les animaux adultes (Dar et al., 2015 ; Dar et al., 2016).
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La concentration sanguine de la BF dans le sang n’est pas un bon indicateur pour 1’étude
des changements neurocomportementales, 1’étude de Scollon et al. (2011) démontre que la
concentration du BF dans le cerveau est un bon indicateur ; d’apreés son étude, une concentration
cervicale de 289 ng/g peut diminuer 1’activité motrice a 50%. Aucun effet sur la reproduction
n’est trouvé dans une étude de 2 générations chez le rat y compris le niveau de dose plus élevé ;
le NOAEL maternel pertinent est de 60 ppm (3 mg/kg/j) et le NOAEL pour la reproduction est
de 5 mg/ kg/j, en fonction de I'apparition de tremblements et d'un poids corporel Iégérement
inférieur chez les femelles des générations P et F1 pendant la gestation et la lactation. La BF

n’est pas génotoxique Ni in vivo ni in vitro selon des tests sur des souris (EFSA, 2011).

La DLT est répertoriée dans la liste noire par la Convention de Stockholm (Green Peace).
Elle est tres toxique pour les poissons et les abeilles (Euro Com, 2002). En solution, dans un
solvant non aqueux, la DLT présente sa plus faible DL50 de 19 mg/kg par voie orale chez la
souris et d’environ 130 mg/kg/j chez le rat (Mestres et Mestres, 1992). La toxicité de la DLT
par voie cutanée est faible ; la DL50 correspondante est supérieure a 800 mg/kg chez le rat et
supérieure a 2000 mg/kg chez le lapin (INRS, 2007). L’intoxication aigué se manifeste chez le
rat et la souris par les signes suivants : hypersalivation, diarrhée, dyspnée, faiblesse, défaut de
coordination motrice, hypotonie, tremblements, mouvements cholériformes, tachycardie,
difficultés respiratoires et convulsions cloniques. Les paralysies des muscles respiratoires sont
susceptibles de conduire a la mort. La sévérité des symptémes est corrélée a la concentration
de la DLT dans le cerveau (Dubey et al., 2012 ; INRS, 2007).

Chapitre 2 : La neurotoxicité des pyréthrinoides

1. Le systéme nerveux
1.1. Organisation et composition du systeme nerveux

1.1.1. Organisation du systeme nerveux

Le systeme nerveux (SN) est le centre de régulation et de communication de I’organisme ;
nos pensées, nos actions, nos émotions attestent son activité. Ses cellules communiquent au
moyen de signaux electriques rapides et spécifiques qui entrainent des réponses presque
immédiates. La classification structurale qui englobe tous les organes du systeme nerveux,

comprend deux subdivisions :

. Le systéme nerveux central (SNC) ou cérébro-spinal est formé de la moelle épiniere et
de I’encéphale qui se compose du tronc cérébral ; du cerveletet du cerveau, I’ensemble

constitue le névraxe, il constitue le centre de régulation et d’intégration du systéme nerveux, il
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interpréte 1’information sensorielle qui lui parvient et produit au besoin des réponses motrices

fondées sur I’expérience et les conditions ambiantes (Zayed et al., 2003).

. Le systeme nerveux périphérique (SNP) est la partie du systéme nerveux située a
I’extérieur du SNC ; il est principalement forme des nerfs issus de 1’encéphale (nerfs craniens)
et de la moelle épiniére (nerfs rachidiens) (figure 8). Les nerfs spinaux transmettent les influx
entre certaines autres parties du corps et 1’encéphale, et inversement. Les nerfs du SNP sont
donc de véritables lignes de communication qui relient toutes les parties du corps en
transmettant les influx des récepteurs sensoriels au SNC, et du SNC aux glandes et aux muscles

appropriés (Purves et al., 2018).

Les nerfs du SN constituent les voies afférentes aussi appelées voies sensitives qui
transforment les informations des récepteurs vers le systeme nerveux central et les voies
efférentes aussi appelées voies motrices qui transforment les réponses du systeme nerveux

central vers les effecteurs. Les voies efférentes se divisent en deux parties :

o Les efférences somatiques qui amenent les réponses vers les muscles squelettiques.
o Les efférences autonomes qui ameénent les réponses vers les muscles lisses, le muscle
cardiaque et les glandes et qui se divisent elles-mémes en efférences sympathiques et en

efférences parasympathiques (Zayed et al., 2003).

Encéphale

Systéme Nerveux Central
Moelle
épiniére

Nerfs

: Bangiions ]' Systéme Nerveux Périphérique

Vi
oy
L

Figure 8. Les principaux composants anatomiques du systeme nerveux (Purves et al., 2018).
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1.1.2. Les neurones

La découverte que le systeme nerveux est constitué de cellules qui lui sont propres resulte
de I’expansion notable de la microscopie et des techniques histologiques sur coupes fines a la
fin du XIX siecle, mais aussi de la découverte de deux colorations extraordinaires pour
visualiser les cellules nerveuses qui ont été nommeées a cette occasion « neurones ». La premiére
est due a I’allemand Franz Nissl (1860, 1919), qui montra que le crésyl violet était susceptible
de se fixer sur des corpuscules (nommeés depuis « corps de Nissl ») présents dans le cytoplasme
des neurones autour du noyau. Les corps des cellules nerveuses et eux seuls sont donc colorés
(Hammond, 2015). Vers la méme époque, I’italien Camillo Golgi (1843, 1926) découvre que
lorsqu’on plonge un tissu nerveux dans une solution de chrome argentique, un nombre trés
limité de neurones se colorent dans leur totalité en noir. Cette technique sera mise a profit par
son contemporain 1’espagnol Santiago Ramon y Cajal (1852, 1934) pour décrire les neurones

de tout le systéme nerveux, leur développement et leur régénération (Vibert et al., 2011).

Les neurones ou cellules nerveuses, sont des individualités morphologiques (Cajal &
Raman, 2002), spécialisés dans la transmission des messages (influx nerveux) entre les diverses
parties du corps. Ils peuvent présenter des variations structurelles, mais ont de nombreux points
communs (figure 9). lls possedent tous un corps cellulaire, qui contient le noyau et constitue le
centre métabolique de la cellule, et un ou plusieurs prolongements issus de ce corps cellulaire,
il constitue un centre métabolique du neurone, il contient les organites habituels, sauf les
centrioles (ce qui confirme la nature amitotique de la plupart de ces cellules). Le réticulum
endoplasmique rugueux appelé substance chromatophile ou corps de Nissel, et les neurofibrilles
ou neurofilament (des filaments intermédiaires jouant un réle important dans le maintien de la
forme de la cellule), y sont particulierement abondants. La longueur des prolongements, ou
neurofibres, varie de quelques micrométres a plus d’un métre. Chez 1’étre humain, les plus longs
prolongements s’étendent de la région lombaire de la moelle épiniére jusqu’au gros orteil. Les
prolongements neuronaux qui transmettent les messages recus par la cellule (signaux
électriques) vers le corps cellulaire portent le nom d’axones. Certains neurones sont dotés de
centaines de dendrites ramifiées, mais tous ne possedent qu’un seul axone, qui prend naissance

dans une région du corps cellulaire appelée cone d’implantation de 1’axone (Marieb, 2008).
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Figure 9. Neurone (Mader et Windelspecht, 2009).
A : structure d’un neurone moteur typique. B : classification structurale des neurones

Selon la structure, la classification repose sur le nombre de prolongement qui émergent du
corps cellulaire, on trouve :

e Les neurones multipolaires, qui sont le type le plus courant, comme tous les neurones
moteurs et les neurones d’association.

e Les neurones bipolaires, sont pourvus de deux prolongements.

e Les neurones unipolaires : comprend un prolongement unique qui émerge du corps
cellulaire, ce prolongement est court et se divise en forme de T en une branche proximale

(prolongement central) et une branche distale (prolongement périphérique).
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1.1.3. Les gliocytes

Neuf fois plus nombreux que les neurones, les gliocytes forment dans le SNC la névroglie.
Les différents types de gliocytes soutiennent, isolent et protegent les fragiles neurones, et
chacun remplit des fonctions particulieres (von Bartheld et al., 2016). La névroglie est
composée des cellules suivantes :
Les astrocytes : Les astrocytes sont des cellules gliales en forme d'étoile, avec des processus
diversifiés qui établissent des contacts étroits avec les neurones et les vaisseaux sanguins
(Adamsky et Goshen, 2018). Les astrocytes interviennent dans les échanges entre les capillaires
et les neurones, et forment entre ces deux types de structures une barriére vivante. lls protegent
ainsi les neurones contre les substances nocives qui pourraient se trouver dans le sang. Les
astrocytes participent aussi a la régulation du milieu chimique cérébral en récupérant les ions
en exces et en effectuant le recaptage des neurotransmetteurs libérés. Ils favorisent également
le développement des synapses (Pfrieger, 2010)
Les microglies : les microglies, en forme d’araignée, sont des macrophagocytes qui éliminent
les débris tels que les cellules mortes de 1’encéphale et les bactéries, leur taille et leur nombre
sont observés augmenter dans certaines maladies (Streit et al., 1988).
Les épendymocytes : les épendymocytes sont des cellules de type épithélial tapissant les
cavités de I’encéphale et de la moelle épiniere. Le battement de leurs cils facilite la circulation
du liquide cérébrospinal qui remplit ces cavités et forme un coussin protecteur autour du SNC
(Bruni, 1998).
Les oligodendrocytes : les oligodendrocytes sont pourvus de prolongements aplatis qui
s’enroulent fermement autour des neurofibres du SNC. Ils constituent ainsi des enveloppes

lipidiques isolantes appelées gaines de myéline (Stadelmann et al., 2019).

Les gliocytes sont semblables aux neurones sur le plan de la structure (comme eux, ils ont
des prolongations cellulaires, mais, contrairement a ces derniers, ils ne transmettent pas d’influx
nerveux et ne perdent jamais la capacité de se diviser. Par conséquent, la plupart des tumeurs
cérébrales, qu’elles soient bénignes ou malignes, sont des gliomes, c’est-a-dire des masses

formées a partir de gliocytes (des astrocytes le plus souvent) (Djellaoui et al., 2019).

1.2. La transmission de ’influx nerveux et synapses

1.2.1. Potentiel et influx nerveux

Toutes les cellules vivantes ont une différence de potentiel entre les deux faces de leur

membrane. C’est le potentiel de repos de la membrane. Mais la propriété unique des neurones
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et des cellules musculaires est leur capacité a propager des signaux électriques (Vibert et al.,
2011). La membrane cellulaire, trés peu perméable aux protéines anioniques et aux phosphates
du liquide intracellulaire, ne laisse passer que les ions diffusibles (le sodium Na*, le potassium

K" et le chlore CI). En dehors de toute stimulation, la membrane neuronale est chargée

négativement sur son versant interne et positivement sur son versant externe en raison d’une
répartition inégale des ions de part et d’autre de cette membrane. On mesure donc une différence
de potenticl d’environ — 60 mV entre les milieux intra- et extracellulaire, appelée « potentiel
membranaire de repos ». Cet équilibre dépend, d’une part, d’un transport ionique passif
impliquant les gradients électrochimiques liés a la diffusion des ions au travers des canaux
ioniques passifs (figure 10) et, d’autre part, d’un transport actif correspondant a I’effet
électrogénique de la pompe Na/K-ATPase (Rigoard et al., 2009). Tous les signaux électriques
génerés dans les cellules nerveuses se superposent au potentiel de repos, certains signaux
dépolarisent la membrane cellulaire, rendant l'intérieur moins négatif ; d'autres

I'nyperpolarisent, le rendant plus négatif (Nicholls et al., 2012 ; Hammond, 2015).
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Figure 10. Le potentiel membranaire de repos (Rigoard et al., 2009).

Les mouvements ioniques transmembranaires passifs, lorsque la membrane est au potentiel de repos
(Vm =—60 mV), sont régis par le gradient électrochimique (Vm-Eion) ou Eion est le potentiel
d’équilibre de I’espéce ionique considérée. Lorsque Vim est supérieur a Eion, (comme pour le K+), le
mouvement ionique pour un potentiel égal @ Vm est une sortie hors de la cellule (mouvement inverse
pour un ion chargé négativement). Lorsque Vm est inférieur & Eion (comme pour le Na+), le mouvement
ionique pour un potentiel égal a Vm est une entrée dans la cellule (mouvement inverse pour un ion
chargé négativement). Lorsque Vm et Eion sont égaux, il n’y a pas de mouvement ionique (c’est le cas
de l’ion Cl—). Pour Vmm =—60mV, la conductance de I’ion Ca2+ est nulle, le canal est ferme.
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Au cours d’un potentiel d’action se produisent les événements suivants : sous ’effet du
stimulus, le potentiel membranaire de repos (négatif) diminue vers une valeur moins négative
(dépolarisation) (Figure 11A). Quand il atteint une valeur critique appelée potentiel seuil (—40

mV), le canal sodique dépendant du voltage est active, ce qui aboutit a une « augmentation en
avalanche » de la conductance sodique et & une entrée rapide de sodium dans la cellule (Figure
11B). Durant cette phase de dépolarisation, 1’état de négativité de 1’intérieur de la cellule n’est
pas seulement réduit mais le potentiel membranaire peut méme atteindre des valeurs positives
(phénomene appelé overshoot, Figure 11C). Avant que 1’overshoot ne soit atteint, la
conductance sodique diminue (I’inactivation du canal sodium dépendant du voltage commence
apres une milliseconde) couplée a une augmentation retardée de la conductance du canal
potassique, ce qui permet aux ions potassium chargés positivement de diffuser de la cellule vers
I’extérieur, concourant ainsi, avec l’aide de la pompe Na/K-ATPase (Figure 11D), au
rétablissement d’un potentiel de membrane négatif (phase de repolarisation). Quelques
millisecondes avant que la conductance potassique ne retrouve sa valeur de repos, le potentiel
de membrane peut méme atteindre une valeur plus négative que sa valeur de repos d’origine
(hyperpolarisation). Une fois le potentiel seuil atteint, la dépolarisation est une « réponse par

tout ou rien » (Rigoard et al., 2009).

De nombreux potentiels d’action peuvent étre déclenchés successivement du fait que les
quantités d’ions diffusant a travers la membrane des cellules sont extrémement faibles (de
I’ordre d’un ion intracellulaire pour 100 000) et que la pompe a sodium se charge de rétablir
rapidement les concentrations ioniques d’origine. Peu de temps apreés la phase de dépolarisation
du potentiel d’action, il existe une courte période pendant laquelle le nerf ou le muscle n’est pas
excitable méme pour des intensités extrémement fortes : ¢’est la période réfractaire absolue. A
cette période succede une période réfractaire relative pendant laquelle on ne peut déclencher
qu’un potentiel d’action d’amplitude et de vitesse réduites mais uniquement au moyen d’un
stimulus d’intensité supérieure a celle ayant entrainé le potentiel seuil initial. Dés que le
potentiel membranaire retrouve a nouveau son niveau d’origine, le potentiel seuil et le potentiel
d’action reprennent leurs valeurs initiales (Rigoard et al., 2009). Les signaux nerveux sont
composés d'une série d'impulsions discrétes, également appelées potentiels d'action. Dans le
cerveau et dans tout le corps, la plupart des impulsions dans la plupart des neurones sont de la
méme force - environ 100 millivolts (0,1 volt). lls sont également de méme durée (environ une
milliseconde (1/1 000 de seconde)), mais se déplacent a des vitesses variables. Les informations
qu'ils transmettent dépendent de la fréquence a laquelle ils passent en termes d'impulsions par

seconde, d'ou ils viennent et ou ils se dirigent (Carter, 2019).
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Figure 11. Le potentiel d’action (Rigoard et al., 2009).
A. Etat de repos. B. Dépolarisation (augmentation bréve de Na+). C. Conductance et potentiel

d’action. D. Repolarisation (augmentation retardée de K+).

1.2.2. Synapses et neurotransmission

Le complexe synaptique est 1’unité de base de chaque synapse chimique, car il renferme le
minimum nécessaire a la transmission d’informations d’un neurone a I’autre. En effet, chaque
élément présente une spécialisation morphologique et fonctionnelle (figure 12) :
e Elément présynaptique : est caractérisé par la présence de vésicules incluses dans les
terminaisons du cytoplasme axonal. Ces vésicules servent au stockage du neurotransmetteur.
Par ailleurs, dans la méme région, on note la présence de nombreuses mitochondries qui
apporteront I’énergie nécessaire a la libération de ce transmetteur a partir des vésicules.
e Fente synaptique : la partie externe de la membrane présynaptique et celle de la membrane
post-synaptique sont séparées par une fente synaptique de 20 a 50 um. C’est dans cette fente
que sera libéré le neurotransmetteur vésiculaire qui partira a la recherche d’un site récepteur
approprié au niveau de la membrane post-synaptique. En effet, la membrane du neurone post-

synaptique est caractérisée par la présence de structures spécialisées capables de se lier de fagcon
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spécifique et transitoire au neurotransmetteur libéré par 1’¢lément présynaptique. Les synapses
chimiques se présentent donc comme un systéme asymétrique, dans lequel I’information ne
peut passer que de 1’élément présynaptique, qui contient les vésicules du neurotransmetteur,
vers 1’élément post-synaptique, qui contient les récepteurs compatibles avec ce
neurotransmetteur. Le potentiel d’action de 1’élément présynaptique modifiera dans certains
cas, par I’intermédiaire du neurotransmetteur, le potentiel membranaire post-synaptique
localement.

e Elément post-synaptique : La sommation temporelle et spatiale de ces variations de
potentiel permettra de générer éventuellement un potentiel d’action dans le neurone post-
synaptique qui pourra étre propagé le long de 1’axone de celui-ci pour transmettre & une
troisieme cellule une nouvelle information. L’enchainement de tous ces processus nécessaires
pour obtenir un transfert d’information d’un neurone a I’autre nécessite un certain temps

nomme délai synaptique (Vibert et al., 2011).
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Figure 12. Spécialisation pré- et post-synaptique (Vibert et al., 2011).

1 : arrivée du potentiel d’action dans le bourgeon axonal. 2 : la dépolarisation entraine une ouverture
de canaux calciques de la terminaison présynaptique. Le calcium entrant favorise la fusion des vésicules
a la membrane et ’exocytose du neurotransmetteur. 4a : fixation au récepteur canaux et flux d’ions
entrant ou sortant qui polarise ou dépolarise localement la membrane post-synaptique. 4b : recapture
du neurotransmetteur. 4c : recyclage des vésicules
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Avec les signaux électriques, les neurotransmetteurs constituent donc le langage du

systeme nerveux, le code qui permet a chaque neurone de communiquer avec les autres afin de

traiter et d’envoyer les messages dans le reste de 1’organisme. La plupart des facteurs qui

influent sur la transmission synaptique agissent en augmentant ou en empéchant la libération

ou la dégradation de neurotransmetteurs, ou encore en bloquant leur liaison aux récepteurs.

Plus de 50 substances qui sont ou pourraient étre des neurotransmetteurs ont connu ; bien

que certains neurones produisent et libérent un seul neurotransmetteur, la plupart en produisent

deux ou plus ils peuvent n’en libérer qu’un ou les libérer tous.

On classe les neurotransmetteurs selon leur structure chimique et selon leur fonction, le

tableau 3 présente les principales caractéristiques des neurotransmetteurs.

Tableau 3. Les principales neurotransmetteurs (Marieb, 2008).

Neurotransmetteur

Effet

Site de sécrétion

Acétylcholine

Excitatrice pour les

muscles squelettiques ;

SNC : noyaux basaux et certains

neurones du cortex moteur de

HOO CH,— CH,—NH,

de récepteur

HGG\N"—(I.T";E— ICI-;|2_ ot P excitatrice ou | I’encéphale, tronc cérébral.
HaC’(I:Ha “CHs inhibitrice pour les | SNP: toutes les terminaisons
effecteurs  viscéraux, | neuromusculaires dans les muscles
selon le récepteur | squelettiques ; certaines terminaisons
auguel elle se lie. motrices autonomes.
Amines biogenes
Noradrénaline Excitatrice ou | SNC : tronc cérébral, en particulier le
HO inhibitrice selon le type | locus céruleus du mésencéphale ;
- :-1 H{HQ, - de récepteur systeme limbique ; certaines aires du
cortex cérébral.
SNP : principal neurotransmetteur
des fibres postganglionnaires du
systéme nerveux sympathique.
Dopamine Excitatrice ou | SNC: substania nigra du
" inhibitrice selon le type | mésencéphale ; hypothalamus ;

principale neurotransmetteur de la

voie motrice secondaire.

SNP :

sympathiques.

certains ganglions
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Neurotransmetteur Effet Site de sécrétion
Sérotonine (5-HT) Inhibitrice en général | SNC: tronc cérébral, le
H mésencéphale en particulier ;
P hypothalamus ; systéme limbique ;
HO cervelet; corps pinéal ; moelle
NH., épiniere.
Histamine SNC : hypothalamus

HC C-CH=2-CH2-NH=

/ \

\C/
H

OH OH

Excitatrice ou

inhibitrice selon le type

de récepteur

SNC : noyaux basaux, déclenche la
propagation d’une onde de calcium

dans les astrocytes.

SNP : neurones des ganglions de la

racine dorsale.

Acides aminés

Acide gamma aminobutyrique
(GABA)

0]
0o
N

2 2

H,N
¢ C \“OH
H H

Inhibiteur en général

SNC : trés répandu dans le cortex

cérébral ; hypothalamus ; neurones

piriformes du cervelet; moelle

épiniere ; cellules granuleuses du

bulbe olfactif ; rétine.

Glutamate
C=yri/B

Excitateur en général

SNC : moelle épiniére ; abandant
dans I’encéphale, ou il constitue le
principal neurotransmetteur

excitateur.

Glycine

Inhibitrice en général

SNC : moelle épiniere et tronc

cérébral ; rétine.

Peptides

Endorphine, dynorphine,

enképhalines

Inhibitrice en général

SNC : trés abondantes dans

I’encéphale ; hypothalamus ; systeme
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limbigue ; hypophyse ; moelle

épiniere.
Tachykinines : substance P, Excitatrices SNC : noyaux basaux ;
(exemple représente), mésencéphale ; hypothalamus ;
neurokinine A (NKA) cortex cérébral.
Somatostatine Inhibitrice en général | SNC : hypothalamus ; rétine et autres

parties de I’encéphale

Cholécystokinine (CCK) Neurotransmetteur Cortex cérébral
possible Intestin gréle)

1.3. Régions du cerveau étudiées

1.3.1. L’hippocampe
1.3.1.1. Anatomie

L’hippocampe est une structure sous-corticale enroulée sur elle-méme, ce qui lui vaut son
nom. Il appartient au systeme limbique qui joue un réle essentiel dans le comportement, en
particulier pour les émotions et la mémoire. La structure de I’hippocampe est représentée dans
la figure 13. Il est formé de deux structures en forme de U inversés, le gyrus denté et la corne
d’Ammon (CA — en référence a la forme des cornes de bélier du dieu Ammon dans la
mythologie égyptienne). Les principales connexions internes de I’hippocampe sont organisées
en un circuit trisynaptique excitateur. La premiere connexion synaptique se fait entre la voie
perforante qui provient du cortex entorhinal et les neurones granulaires du gyrus denté (Pang et
al, 2019). Ces neurones projettent ensuite dans la région CA3 de la corne d’Ammon via des
fibres moussues (Viard et al., 2017). Ces derniers neurones envoient leurs projections hors de
I’hippocampe, vers le subiculum qui contacte en retour le cortex entorhinal, formant ainsi une
boucle anatomique, ainsi que certaines régions néocorticales comme le cortex préfrontal. Il
existe de nombreuses autres connexions intra-hippocampiques ou afférences et efférences avec

d’autres structures cérébrales (Braak et al. 1996).

Différents types de cellules sont présents dans 1’hippocampe, les cellules ayant la plus
évidente importance physiologique sont les neurones pyramidaux, appelés ainsi a cause de leur
forme, ils sont en contact avec diverses cellules de 1’hippocampe et du cortex. Ces cellules
peuvent avoir un diametre variable. En effet, les neurones pyramidaux du CA3-CA2 sont
nettement plus larges et moins condensés que dans le CAL. Dans le gyrus denté, les neurones
principaux sont les cellules granulaires. Plus petites et de forme arrondie, elles ne comportent

pas de dendrites basales.
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Figure 13. Localisation de I’hippocampe (Marieb, 2008).
A chez I’homme B: Coupe transversale d’hippocampe chez le rat, représentation de la boucle
trisynaptique.

Environ 12% des neurones hippocampaux sont des cellules dites non-pyramidales. La
plupart des cellules non-pyramidales ont été décrites comme des interneurones utilisant le
GABA comme neurotransmetteur principal et donc exercant une action inhibitrice sur les
réseaux avoisinants. Plusieurs de ces interneurones pourraient également contenir des
neuropeptides comme la cholécystokinine, le VIP ou encore la substance P. Signalons
également la présence transitoire de neurones non-pyramidaux appelés cellules de Cajal-
Retzius. Encore largement méconnues, ces cellules joueraient un role dans 1’établissement des
premiéres connexions synaptiques de I’hippocampe avec le cortex entorhinal ainsi que dans la

migration neuronale.

Quatre types de cellules gliales ont été décrits dans 1’hippocampe : les astrocytes, qui
représentent environ 75% des cellules non-neuronales, les astrocytes sont en contact avec les
vaisseaux sanguins par leurs filopodes et participent ainsi a la constitution de la barriére hémato-
encéphalique. On pense qu’ils jouent également un réle important dans la nutrition des
neurones. Les oligodendrocytes sont de larges cellules avec de longues et fines excroissances
excessivement ramifiées. Ils sont impliqués dans la myelinisation des plus grosses fibres
axonales. La microglie, largement mobile, impliquée dans la phagocytose d’éventuels déchets

cellulaires (Caeser et Aertsen, 1991).
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1.3.1.2. Physiologie

L'hippocampe un éléement essentiel du systeme limbique, est connu pour jouer un role
important dans un large éventail de fonctions, y compris la consolidation de la mémoire a court
et & long terme, la mémoire spatiale, I'apprentissage et la prise de décision d'évitement
d'approche, il a également un réle important dans la régulation de I'humeur (McEwen et al.,
2016 ; Szeszko et al., 2018).

L’induction de la mémoire a long terme n’est pas restreinte aux synapses du gyrus denté
de I’hippocampe, elle peut étre induite dans les régions CAl et CA3 mais également dans
d’autres régions cérébrales telles que le cortex visuel, le cortex préfrontal, le striatum, le noyau
géniculé médian du systéeme auditif, le fimbria-fornix ou plusieurs régions du systeme limbique
(I’amygdale, le cortex entorhinal et le septum). Toutefois, I’hippocampe représente un modele
particuliérement intéressant lorsqu’il s’agit de comprendre les liens entre les mécanismes de

plasticité synaptique et ceux de I’apprentissage (Viard et al., 2017).

Le neurotransmetteur caractéristique des synapses excitatrices de I’hippocampe est le
glutamate. Dans la fente synaptique, il agit de facon spécifique sur des récepteurs
glutamatergiques et le caractére transitoire de 1’excitation est contrdlé par sa recapture rapide
par les cellules gliales. Il existe deux groupes de récepteurs glutamatergiques, classés en
fonction de leur mode d’action : les récepteurs ionotropiques et métabotropiques. Les récepteurs
ionotropiques sont des canaux ioniques dont I’ouverture dépend de la liaison du glutamate. Ils
comprennent les récepteurs AMPA (activés par le a—amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionate), kainate et NMDA (activés par le N-méthyl-D-aspartate). Les récepteurs
kainate ne sont pas exprimés dans les synapses excitatrices du gyrus denté et de la région CAl
(Jaskolski et al. 2005). En revanche, les récepteurs AMPA et NMDA sont abondamment
exprimés dans 1’hippocampe et sont impliqués dans la mémorisation. Ces deux types de
récepteurs se distinguent par la nature des ions qu’ils laissent entrer dans la cellule. Les
récepteurs AMPA permettent une entrée de Na+ couplée a une sortie de K+ et ne sont que
faiblement perméables au Ca2+, tandis que les récepteurs NMDA sont perméables aux ions
Ca2+, ce qui leur confére un role prépondérant dans I’induction de la LTP. Les récepteurs
métabotropiques sont couplés a des proteines G et a des cascades de messagers secondaires. Ils
peuvent étre localises au niveau pré- ou postsynaptique et participent également a 1’expression
de la mémorisation (Bliss et Collingridge 1993).
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L'hippocampe est I'une des régions cérébrales les plus affectées de la maladie d’Alzheimer
(MA) qui est un trouble dégénératif progressif et irréversible du cerveau, caractérisé par une

perte de mémoire et des troubles cognitifs (Liu et al., 2019).

1.3.2. Le striatum

1.3.2.1. Anatomie

Le striatum est divisé en striatum dorsal et en striatum ventral. Le striatum dorsal est
composé du putamen et du noyau caudé (figure 14) (Lago et al., 2017). Chez le rongeur, -le
putamen et le noyau caude sont fusionnés. La région dorsolatérale correspond au putamen et la
région dorsomédiale correspond au noyau caudé. Le striatum ventral est composé quant a lui
essentiellement du noyau accumbens (Joel et Weiner, 2000).

Le striatum recoit des informations en provenance du cortex de maniere topographique.
Cette transmission topographique permet d'attribuer aux régions distinctes du striatum des
fonctions semblables aux aires corticales qui les innervent. Par conséquent, la région
dorsolatérale recoit des informations des aires prémotrices, du cortex moteur et du cortex
somatosensoriel et sera donc impliquée dans des fonctions sensorimotrices telles que
I'exécution du mouvement (Parent et Hazrati, 1995). 1l est a noter que cette région est organisée
de maniere somatotopique, c'est-a-dire qu'une cartographie du corps telle qu’elle est représentée
au niveau cortical y est retrouvée. La représentation des membres postérieurs, du tronc et des
membres antérieurs se situe au niveau dorsal et la représentation de la téte se situe au niveau
ventral (Voorn et al., 2004). La région dorsomédiale recoit des informations des aires corticales
associatives (c'est-a-dire cognitives) et sera donc impliquée dans les fonctions cognitives telles
que la mémoire ou l'apprentissage. Le striatum ventral recoit, quant a lui, les informations du
cortex limbique et jouera donc un rdle dans les comportements associés aux émotions comme
la motivation (Parent et Hazrati, 1995). L'innervation corticale permet donc une organisation
fonctionnelle du striatum en différents territoires : le territoire sensorimoteur (région
dorsolatérale), le territoire associatif (region dorsomédiale) et le territoire limbique (striatum
ventral) (Kim et al., 2009).

1.3.2.2. Physiologie

Au niveau cellulaire, le striatum est composé principalement de neurones épineux
GABAergiques de taille moyenne (plus de 90 %) (Maurice et al.,1998). Ces neurones de
projection libérent I'acide y-aminobutyrique (GABA), le principal neurotransmetteur inhibiteur

du cerveau (Parent et Hazrati, 1995). Ils sont separés en deux populations en fonction de leurs
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sites de projection et des molécules qu'ils expriment. D'une part, une population de neurones
épineux se projette au niveau du globus pallidus interne et de la substance noire pars reticulata.
Cette population de neurones exprime la substance P, la dynorphine et le récepteur
dopaminergique DI. Elle constitue la voie directe des ganglions de la base. D'autre part, une
population de neurones épineux se projette sur le globus pallidus externe et exprime
l'enképhaline et les récepteurs dopaminergiques D2« Elle forme la voie indirecte des ganglions
de la base ; il est a mentionner qu'un faible pourcentage de neurones épineux coexprime les
récepteurs dopaminergiques DI et D2 (5 % dans le striatum dorsal) (Matamales et al., 2009).
De plus, le striatum est aussi compose de quatre classes d'interneurones, représentants 5 a 10 %
de I'ensemble des neurones : les interneurones cholinergiques, les interneurones GABAergiques
exprimant la calrétinine, les interneurones GABAergiques exprimant la parvalbumine et les
interneurones GABAergiques exprimant le neuropeptide Y, la somatostatine et I'oxyde nitrique
synthase (Parent et Hazrati, 1995).

Putamen

Caudate
Striatum< nucleus

Substantia
nigra

Figure 14. Le striatum (Patel, 2013). La fonction motrice est contr6lée en grande partie par le
cerveau. Dans le cerveau, le striatum, représenté en bleu, est le principal relais de la coordination
motrice, il est composé du noyau caudé et du putamen. Le striatum est fortement innerveé par la
Substantia nigra (SN), représentée en orange. Les neurones provenant du SN sont des neurones
producteurs de dopamine ou dopaminergiques. Ces neurones forment la voie nigrostriatale.

Le striatum est une structure complexe a plusieurs composants qui contribue a de nombreux
processus comportementaux fondamentaux. Plusieurs de ces processus sont impliqués de fagon
critique dans l'anxiété, notamment : I’attention, I’erreur de conditionnement / prédiction et la
motivation (Lago et al., 2017). Le striatum dorsolatéral assure la médiation de I'apprentissage
procédural ou stimulus-réponse, tandis que le striatum dorsomédial est impliqué dans
I'apprentissage spatial. Cette derniére fonction a également été démontrée pour le striatum

ventral (Voorn et al., 2004). Le striatum ne fonctionne pas tout seul. 1l fait partie d'un réseau de
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noyaux sous-corticaux interconnectés et hautement organisés : les ganglions de la base. Les
ganglions de la base sont formés du striatum, de la substance noire pars reticulata (SNr) et pars
compacta (SNc), du globus pallidus interne (GPi) et externe (GPe) et du noyau sous-thalamique
(STN) (Kim et al., 2009).

Les informations en provenance des différentes aires corticales sont véhiculées de maniere
ségrégée a travers les ganglions de la base, puis redirigées vers le cortex par le thalamus. De
cette maniere, les ganglions de la base forment une série de boucles fonctionnant de maniére
parallele et ayant des fonctions semblables aux aires corticales qui les alimentent. Cette
organisation anatomique permet aux ganglions de la base de ne pas étre uniquement impliqués
dans des fonctions motrices, comme il fut longtemps considéré, mais de jouer aussi un réle dans
des fonctions comme l'apprentissage, les actions motivées par un but et la formation des
habitudes (Kim et al., 2009).

1.3.3. Le cortex
1.3.3.1. Anatomie

Le cortex est une sorte de couche feuilletée de cellules, principalement constitué de
substance grise et de substance blanche. Pour pouvoir se loger a I’intérieur du crane, le cortex,
d’une surface de 2000 cm? et d’une épaisseur de 2 a 4 millimétres, présente de nombreuses
circonvolutions formant des sillons dont deux sont plus profonds que les autres (Shipp, 2007).
Ceux-ci sont appelés scissures qui délimitent les différents lobes : frontal, pariétal, occipital et
temporal, le lobe de I’insula est dans la profondeur de la scissure sylvienne, et n’est visible
qu’en écartant celle-ci. Les différents lobes sont visibles sur la figure 15, ainsi la scissure de
Sylvius ou sylvienne ou latérale, et de la scissure de Rolando ou rolandique ou centrale (Vibert
etal., 2011).

Scissure

Girconvalution frontale de Rolando  girconyolution paristale
ascendante (cortex moteur) ascendanie (cortex somatosensitif}

Lobe pariétal

Lobe occipital
Lobe frontal

Cortex visuel

Scissure latérale

Premiéra circonvolution temporale
(cortex auditif)

Figure 15. Représentation des principales zones du cortex cérébral (vue latérale de I'hnémisphére gauche)
(Vibert et al., 2011).

33



Rappels bibliographiques

Dans un plan tangentiel, le cortex est subdivisé en couches tandis que dans un plan radial,
les neurones sont organisés en colonnes (Schubert et al., 2006) ; le cortex cérébral possede une
organisation laminaire en 6 couches (Figure 16) et plus de 40 aires corticales. Les couches
corticales sont numerotées de | a VI a partir de la surface du cerveau et elles sont distinctes par
leur composition cellulaire et leur épaisseur (Lev et White, 1997).

La couche | (couche moléculaire ou plexiforme) posséde une densité cellulaire faible. Elle
contient principalement des fibres nerveuses orientées horizontalement, des cellules gliales,
mais aussi des cellules de Cajal-Retzius et des neurones étoilés. Cette couche recoit des
afférences de neurones thalamiques qui relaient les informations provenant des ganglions de la
base (Kuramoto et al., 2009). La couche Il (couche granulaire externe) est constituée de
neurones granulaires de petite taille. La couche I11 (couche pyramidale externe) est formée de
cellules pyramidales. Ces 2 couches, Il et I1I, émettent des dendrites dans la couche I, grace
auxquelles elles regoivent des excitations thalamiques (Hooks et al., 2013). Elles projettent
également des axones vers les neurones cortico-spinaux de la couche V (Schubert et al., 2006),
vers le cortex controlatéral, ainsi que vers le striatum ipsilatéral et controlatéral (Reiner et al.,
2003).

1I

~ g
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II1

VI

Golgi NissI Weigert

Figure 16. Organisation laminaire du cortex (Kandel et al., 2013).

Les 6 couches corticales sont visualisées et délimitées grace aux 3 techniques de coloration La
coloration de Golgi montre les corps cellulaires des neurones et les dendrites. La coloration
de Nissl révele les corps cellulaires et les dendrites proximales et la coloration de Weigert
permet de visualiser la distribution axonale.
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La couche IV (couche granulaire interne) est la couche la moins épaisse du cortex moteur
primaire M1. Elle est constituée de neurones étoilés et pyramidaux. Les neurones de cette
couche IV forment des connections entre eux (Cowan et Stricker, 2004) mais projettent
également les collatérales de leurs axones dans toutes les couches corticales, notamment les
couches Il et 111 (Lubke et al., 2000). La couche IV recoit des afférences du thalamus, et du
cortex controlatéral. En ce qui concerne la couche V (couche pyramidale interne), elle contient
de larges neurones pyramidaux ou neurones de projection, qui émettent des projections vers des
cibles sous-corticales, comme le striatum, le tractus pyramidal (Reiner et al., 2003), ou
corticales. La couche VI (couche polymorphe) contient des cellules pyramidales qui projettent
vers le thalamus, ainsi que dans d'autres régions corticales. Cette couche recoit des afférences

du thalamus et d'autres régions corticales (Zhang et Deschénes, 1998).

Le cortex cérébral est composeé de deux types cellulaires, les neurones et la glie. La majorité
des neurones (environ 80%) sont des neurones pyramidaux de type excitateur et utilisent le
glutamate comme neurotransmetteur. D’un point de vue morphologique, les neurones
pyramidaux corticaux ont un corps cellulaire de forme pyramidale et possédent une large
dendrite apicale qui contacte, majoritairement, la couche I du cortex. Leurs dendrites possedent
de nombreuses épines ou s’établissent des contacts synaptiques. Ces neurones pyramidaux sont
particulierement nombreux dans les couches I1/111, V et VI, et sont absents dans la couche I. lIs
peuvent, soit projeter leur axone localement, soit contacter des cibles corticales et sous-
corticales du cortex cérébral et sont alors appelés neurones de projection (Kawaguchi et Kubota,
1997 ; Contreras, 2004).

Le cortex cérébral contient également environ 20% de cellules non-pyramidales
inhibitrices qui utilisent I'acide y-aminobutyrique (GABA) comme neurotransmetteur, et qui
sont plus diversifiés dans leur morphologie (Shipp, 2007). Ils constituent des réseaux locaux
qui inhibent les neurones de projection. Ce sont des neurones a corps cellulaire ellipsoidal, et
qui, en général, n'ont pas de dendrite proéminente. Ces neurones ont des axones courts projetant
localement, d’ou leur nom d’interneurones. Ils ne constituent pas une population homogéne
mais présentent une grande diversité morphologique, électrophysiologique et chimique. Les
interneurones GABAergiques ne sont pas distribues de fagon aléatoire dans le cortex, ils ont
tendance a former de petits amas concentrés dans le tissu cortical (Ciceri et al., 2013). Les
cellules gliales constituent la population cellulaire majoritaire du systéme nerveux central
(SNC) des mammiferes. Elles regroupent les astrocytes, les oligodendrocytes, et la microglie.

Les astrocytes ont généralement une forme étoilée et sont pourvus de nombreux prolongements
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en contact direct avec les vaisseaux sanguins, la pie-meére et les neurones. Ils assurent un support
structurel, métabolique et trophique pour les neurones moteurs. Des études récentes montrent
que les astrocytes fournissent non seulement un réle de soutien pour les neurones, mais qu’ils
régulent également certaines fonctions physiologiques du cerveau (Molofsky et al., 2012 ;
Burda et Sofroniew, 2014 ; Sloan et Barres, 2014). Les oligodendrocytes quant a eux, jouent
un réle essentiel dans la formation de la gaine de myéline des axones du SNC favorisant la
vitesse de conduction de I’influx nerveux. Cette fonction est assuree par les cellules de Schwann
dans le systeme nerveux peériphérique. La microglie constitue la principale cellule
immunocompétente du SNC. En effet, la microglie est activée en réponse a une atteinte du SNC
et possede également un role de sécrétion de multiples facteurs en fonction des signaux

environnementaux (Stadelmann et al., 2019).

1.3.3.2. Physiologie

Puisque le cortex cérébral comprend en volume environ 80 a 85% du cerveau humain
adulte, la plupart des neurones du cerveau humain se trouvent dans le cortex, essentiellement
dévolu au traitement des fonctions dites supérieures (von Bartheld et al., 2016) ; le lobe
frontal est impliqué dans 1’action et la planification. Le lobe temporal joue un réle dans
’audition, la mémoire et la reconnaissance des objets. Le lobe pariétal est impliqué dans les
sensations et le traitement de I’espace. Le lobe occipital est essentiel a la vision. Chaque lobe
est subdivisé en réseaux de neurones imbriqués les uns dans les autres, et affectés au

traitement d’informations précises (OECD,2007).

Le cortex cérébral joue un role primordial dans le cerveau puisqu’il intégre de multiples
informations sensorielles et controle des fonctions complexes. Pour traiter les informations
correctement, il requiert 1’activité coordonnée de deux principales classes de neurones : les
cellules pyramidales excitatrices de projection - qui transmettent I’information entre les régions
corticales et extracorticales - et les interneurones inhibiteurs - qui modulent localement les

réponses des cellules pyramidales (Ciceri & Dehorter, 2014).

1.3.4. Le cervelet
1.3.4.1. Anatomie

Le cervelet est présent chez tous les vertébrés. On le trouve chez la plupart des organismes
pré-vertébrés primitifs jusque chez les vertébrés les plus avancés. La forme et la morphologie
du cervelet sont tres variables chez les vertébrés, on se concentre sur la description du cervelet

des mammiféres dont I’anatomie est similaire chez les différentes especes, seules les tailles
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relatives des différentes sous-parties qui le constitue different (Voogd et Glickstein, 1998).
Malgré son nom latin signifiant « petit cerveau », chez I’homme le cervelet contient plus de
cellules que le reste du cerveau tout entier, pour seulement 10 a 15 % de son poids (Manto et
Habas, 2013 ; Moreno-Rius, 2019), il occupe la majeure partie de la fosse cérébrale postérieure
en se placant en arriere du tronc cérébral auquel il est rattaché de maniére symétrique par les
pédoncules cérébelleux. Le cervelet est donc une structure située en dérivation du tronc cérébral
(figure 17), cet emplacement stratégique explique ses modalités d’action sur les grandes voies

nerveuses ascendantes et descendantes (Tatu, 2017).

Efférences vers la noyau rouge
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A B—l spinales et vestibulaires
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Figure 17. Aspect morphologique du cervelet (Vuillier et al., 2011).

A : Coupe sagittale médiane du tronc cérébral et du cervelet. B : Vue ventrale du cervelet aprés ablation
du tronc cérébral, (n : nodule, f : floccule, fp : fissure primaire, fs : fissure secondaire, fl : fissure
postérolatérale, V4 : quatriéme ventricule).

Le cervelet est classiquement décrit comme constitué de trois parties : le vermis, impair et
médian, entouré de part et d’autre par deux hémisphéres pairs et symétriques. A sa surface, le
cervelet est parcouru par de nombreuses fissures et sillons transversaux, plus ou moins profonds
et concentriques, qui contribuent a délimiter des lobes et des lobules, chez les mammiféres, on
distingue dix lobules numérotés de | a X (Voogd, 2003 ; Moreno-Rius, 2019). La face
supérieure du cervelet est séparée des hémisphéres cérébraux par une structure dure-mérienne.
Sa face inferieure repose dans les fosses cérébelleuses de 1’os occipital. Sa face antérieure est
appliquee contre la face dorsale du tronc cerébral constituant le toit du quatriéme ventricule.

Elle comporte les trois paires de pédoncules cérébelleux, supérieurs, moyens et inferieurs, qui
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laissent passer des faisceaux afférents et efférents unissant le cervelet aux autres parties du
systeme nerveux central (Vuillier et al., 2011).

Le cervelet se compose d’une substance grise périphérique (un cortex composé de trois
couches), d’une substance blanche centrale et d’un ensemble de noyaux profonds pairs et
symétriques. Dans la profondeur du vermis, sont localisés de chaque coté les noyaux fastigiaux.
Dans les régions hémisphériques attenantes au vermis, aussi appelées paravermis, se trouvent
les noyaux emboliforme (ou interposé antérieur) et globuleux (ou interposé postérieur), tandis
que, dans les régions hémisphériques latérales, se situent les volumineux noyaux dentelés (Tatu,
2017).

L’anatomie morphologique du cervelet et sa division en lobes et lobules sont bien connues,
ces données anatomiques et morphologiques ne suffisent cependant pas a comprendre les
fonctions motrices et non motrices du cervelet, ce qui rend la connaissance des voies
cerébelleuses et des connexions du cervelet avec les autres structures anatomiques
indispensable. L’organisation anatomo-fonctionnelle des trois paires de pédoncules
cérébelleux, qui relient le cervelet au reste du névraxe, est en particulier un élément crucial dans
le fonctionnement cérébelleux. Les divisions phylogénétiques (archéo, paléo, néocerebellum)
du cervelet ont longtemps servi de support a la description des fonctions cérébelleuses. Cette
division reste cependant réductrice et peu adaptée a la réalité neuro-fonctionnelle et clinique.
La compréhension des fonctions motrices du cervelet nécessite la connaissance d’une
organisation neuro-anatomique basée sur les afférences du cervelet et sur son organisation
cortico-nucleaire. Cette division sagittale en cervelet médian, intermédiaire et latéral permet
d’expliquer les principales fonctions motrices du cervelet a savoir : maintien de 1’équilibre,
réglage du tonus musculaire, coordination de I’action des muscles durant le mouvement
volontaire, programmation du mouvement et apprentissage moteur. Les fonctions non motrices
du cervelet sont encore mal connues cependant, les progres rapides des techniques de neuro-
imagerie fonctionnelle permettent de commencer a les appréhender. Un cervelet cognitif et
limbique se dessine peu a peu et laisse entrevoir son r6le dans de nombreuses taches non
motrices (Tatu, 2017).

Comme le cerveau, la configuration intérieure du cervelet fait apparaitre de la substance
grise corticale, ou cortex, de la substance grise centrale, correspondante aux noyaux profonds
du cervelet et de la substance blanche (Vuillier et al., 2011). Le cortex cérébelleux est constitué

de quatre principaux types de neurones : les cellules granulaires, les cellules de Purkinje qui
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sont des cellules principales dans tous les circuits cérébelleux (Reeber et al, 2013), deux types
d'interneurones inhibiteurs, les cellules de Golgi et les cellules étoilées / corbeilles, il présente
une grande homogeénéité cyto-architecturale et structurale, méme si des différences de densités
et de répartitions cellulaires se rencontrent ici ou la. Il comporte trois couches (figure 18) : la
couche moléculaire, la plus superficielle immédiatement au contact de la pie-mere, la couche
ganglionnaire intermédiaire (ou couche des cellules de Purkinje) et, la plus interne, la couche
granulaire (Voogd et Glickstein, 1998 ; Schilling et al., 2008).
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Figure 18. Circuits cellulaires du cervelet (Vuillier et al, 2011). 1 : cellules granulaires, 2 : cellules de
Golgi, 3 : cellules étoilées, 4 : cellules a corbeille, 5 : cellules de Purkinje). L ‘organisation fonctionnelle
du cortex cérébelleux est centrée sur la cellule de Purkinje soumise a des influx excitateurs et
inhibiteurs. Les influx excitateurs proviennent des fibres grimpantes et des fibres paralleles, elles-
mémes contrdlés par les glomérules. Les effets inhibiteurs sont assurés par les cellules étoilées et les
cellules a corbeille. Cette double influence sur la cellule de Purkinje est a /’origine de potentiels
d’action dont la seule voie de sortie est représentée par son axone qui projettent vers les noyaux
cérébelleux et les noyaux vestibulaires.

1.3.4.2. Physiologie

Au début du 20°™ siécle, le cervelet était considéré uniquement comme un modulateur des
fonctions motrices, notamment le tonus, la coordination et la production de la parole motrice
(Schmahmann et Caplan, 2006), cette idée populaire sur la fonction du cervelet a persisté tout

au long du 20°™ siécle (De Smet et al., 2013). Ce n’est qu’a partir des années 1990 que des
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études de cas, puis, dans les années 2000, que des travaux de recherche mieux systématisés et
portant sur des grandes populations, ont permis de mettre en évidence une implication du
cervelet dans 1’expression des fonctions dites « supérieures ». Des études avec la tomographie
par émission de positrons (TEP) ont fourni des preuves, d'une implication cérébelleuse dans les
fonctions langagiéres non motrices, révélant I'activation simultanée des zones linguistiques
supratentorielles et de I'némisphere cérébelleux droit lors des taches linguistiques (Reeber et
al., 2013). De plus, des études neuroanatomiques ont révelé que le cervelet est lié de maniére
réciprogue aux régions autonome, limbique et associative du cortex supratentoriel
(Schmahmann, 2019).

Plus précisément, les zones corticales envoient des informations au cervelet via les noyaux
du pont basilaires, et les noyaux cérébelleux profonds renvoient des informations vers les zones
préfrontales par des voies dentato-thalamiques (Schmahmann et Pandya, 1997). Les résultats
de ces études ont coincidé de fagon consistante avec la découverte et la description en neuro-
anatomie de I’existence de connexions cérébellocorticales reliant les régions postéro-latérales
et les régions vermiennes du cervelet avec des aires cérébrales non motrices, hautement
impliquées dans la cognition. La description du syndrome cérébelleux cognitivo-affectif CCAS
(cerebellar cognitive affective syndrome) a pu étre initialement faite en 1998 par le Dr J.
Schmahmann ; elle s’est enrichie, au fil des années et des travaux, non seulement par la
précision de la nature de I’altération cognitive et affective d’origine cérébelleuse, mais aussi
par la localisation des lésions cérébelleuses impliquées dans 1’apparition de tels symptomes
(Schmahmann et Caplan, 2006). Méme si son implication dans les fonctions cognitives est
progressivement identifiée, le réle fonctionnel majeur du cervelet concerne les fonctions
motrices, en effet, lorsque la plus grande partie ou la totalité du cervelet est retirée d'un oiseau
ou d'un mammifere, lI'animal étant, avant I'opération, dans un état parfaitement normal, et
aucune autre partie étant blessée, il n'y a aucun phénoméne constamment et invariablement
observé, sauf certaines modifications des mouvements volontaires... Les mouvements sont
toujours excessivement irréguliers et incoordonnés ; l'animal ne peut pas maintenir son
équilibre quelles que soient les autres fonctions du cervelet, il agit comme le centre présidant a
I'équilibre et a la coordination musculaire génerale (Schmahmann, 2019). Tout comme le
systéeme des ganglions de la base, le cervelet contribue en effet de maniére fondamentale a la
motricité. Il n’est pas responsable du déclenchement du mouvement mais supervise les activités
motrices déclenchées par d’autres régions cérébrales. 11 effectue les corrections indispensables
au bon déroulement du mouvement a partir des afférences proprioceptives, vestibulaires ou

visuelles. La division fonctionnelle du cervelet la plus pertinente est fondée sur 1’origine de ses
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afférences et son organisation cortico-nucléaire. Quatre systemes fonctionnels sont ainsi
individualisés : le cervelet médian, le cervelet intermédiaire, le cervelet latéral et le lobe
flocculo-nodulaire (Figure 19). Les fonctions motrices du cervelet concernent le maintien de
I’équilibre, le réglage du tonus des muscles, la coordination de 1’action des muscles durant le
mouvement volontaire et la programmation du mouvement. Toute 1ésion du cervelet s’exprime

de maniére variable sur I'une de ces fonctions (Tatu, 2017).

Des etudes de neuroimagerie fonctionnelle ont également révélé que le cervelet semble étre
impliqué dans les performances cognitives, d'une maniere qui ne peut étre expliquée
uniquement par la fonction motrice. Les taches de mémoire de travail pour les rongeurs ont
souvent une composante spatiale, et I'une des fonctions non motrices les mieux établies du
cervelet est la navigation spatiale. La relation entre le cervelet de rongeur et la mémoire de
travail n'est pas completement claire ; dans certains cas au moins, les déficits peuvent
s'expliquer par des déficits de navigation spatiale, de flexibilité cognitive, ou peut-étre méme
de simples déficits moteurs ou d'activité. Dans I'ensemble, il semble y avoir des preuves solides
d'un rdle cérébelleux dans la mémoire de travail dans les taches qui impliquent également une
composante de flexibilité cognitive, tandis qu'il existe des preuves mitigées pour les taches de

mémoire de travail qui sont plus de domaine pur (Shipman & Green ;2019).

Dans I'ensemble, les preuves ne sont pas solides pour une implication du cervelet de
rongeur dans la plupart des types d'apprentissage de la discrimination. Cependant, la conclusion
selon laquelle l'apprentissage de la discrimination était altéré par un dysfonctionnement
cérébelleux lorsqu'il y avait une breve fenétre de réponse est un résultat particuliérement
intéressant et nouveau, les lésions du cervelet produisent généralement des déficits dans
I'apprentissage et / ou la rétention du labyrinthe d'eau de Morris (Shipman et Green ;2019).
Donc, I'enseignement traditionnel selon lequel le cervelet est purement un dispositif de contréle
moteur ne semble plus valable, si jamais il I'était. 1l est de plus en plus reconnu que le cervelet
contribue au traitement cognitif et au controle émotionnel en plus de son rdle dans la
coordination motrice. Des études anatomiques et physiologiques révelent qu'il existe une région
sensorimotrice primaire du cervelet dans le lobe antérieur (figure 19) et une région
sensorimotrice secondaire dans la face médiale du lobe postérieur. En revanche, les zones
d'association cérebrale qui ont un comportement d'ordre supérieur sont liees préferentiellement
aux hémispheres latéraux du lobe postérieur cérébelleux - dans les boucles a action directe via
les noyaux du pont de basilaires et dans les boucles de rétroaction des noyaux cérébelleux

profonds via le thalamus. Il existe également des liens réciproques entre le cervelet et
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I'nypothalamus. Ces voies facilitent I'incorporation cérébelleuse dans les circuits neuronaux
distribués régissant l'intellect, I'emotion et la fonction autonome en plus du contréle

sensorimoteur (Schmahmann et Caplan, 2006).
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Figure 19. Représentation de la vue cérébelleuse macroscopique et association entre les sous-régions
cerébrales et les fonctions (Moreno-Rius, 2019). L'image représente un cervelet déplié, avec des zones
ombrées indiquant le type de fonctions auxquelles ces sous-régions sont principalement (non
exclusivement) associées.

2. Neurotoxicité des pyréthrinoides

Les atteintes du systeme nerveux central constituent, avec les cancers et les troubles de la
reproduction, un des trois axes de recherche majeurs concernant les effets sanitaires des
pesticides (Blanc-Lapierre et al., 2012). Les PYRs sont considérés comme des polluants
industriels et environnementaux toxiques pour les oiseaux, les animaux, les poissons et les étres
humains vivant dans le méme écosystéme, une exposition directe ou indirecte entraine un risque
de danger important. Le mécanisme d'action des PYRs, y compris laDLT, et la BF est le méme
pour les organismes cibles et non cibles. On pense que la DLT agit principalement au niveau
du SNC. La mort des insectes semble étre due a des dommages irréversibles du systéme

nerveux survenant lorsque I'empoisonnement dure plus de quelques heures (Mani et al., 2017).
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2.1.  Action des pyréthrinoides sur les canaux sodiques

Bien que les PYRs sont considérés genéralement comme sans danger pour les mammiferes
et ’'Homme avec une toxicité de 500 a 4500 fois plus faible que celle chez les insectes, car les
insectes ont une sensibilité accrue aux niveau des canaux sodiques, une taille corporelle plus
petite et une température corporelle plus basse. De plus, les mammiferes sont protéges par une
faible absorption cutanée et un métabolisme rapide en métabolites non toxiques (Bradberry et
al., 2005). Les examens du courant de sodium voltage-dépendant dans les neurones du cortex
cérébral des mammiferes suggeérent une forte sensibilité des neurones a la BF (Yang et Li,
2015). En raison de 1’absence du groupe a-cyano, la BF se lie de maniére transitoire sur les
canaux sodiques, ce qui entraine la production de potentiels ultérieurs et une éventuelle
décharge continue des axones, sans affecter le potentiel de repos (Bradberry et al., 2005 ; Khan
etal., 2013). La DLT exerce également une neurotoxicité en prolongeant I'ouverture des canaux
Na*. Cette ouverture prolongée entraine une dépolarisation persistante, conduisant a des tirs
répétitifs et si I'exposition est suffisamment élevée, des convulsions, une paralysie et enfin la

mort surviennent (Mani et al., 2017).

Au niveau moléculaire, les canaux sodiques voltage-dépendant (VGSC) des insectes sont
des canaux ioniques considérés essentiel pour la plupart des cellules excitables (Bradberry et
al., 2005 ; Ray et Fry, 2006), ils sont constitués également de glycoprotéines
hétéromultimériques transmembranaires organisées en rosette dans la membrane. Ces canaux
ioniques, impliqués dans la genése de I’activité €lectrique, sont constitués d’une sous-unité a,
qui détermine les propriétés électrophysiologiques des courants sodium, associée a une ou
plusieurs sous-unités auxiliaires modulant ces propriétés. La sous-unité principale o. comporte
quatre domaines transmembranaires répétés, DI & DIV (Figure 20). Chaque domaine
transmembranaire comprend six segments notés de S1 a S6. Les domaines sont reliés entre eux
par trois boucles intracellulaires (D1-D2, D2-D3 et D3-D4) de taille variable. Les extrémités
amino- et carboxy-terminales sont intracellulaires. Au sein de cette sous-unité a, certains
résidus d’acides aminés sont a I’origine des propriétés fonctionnelles des VGSC. Le segment
S4 de chaque domaine comporte des résidus d’acides aminés chargés positivement (arginine et
lysine) agencés régulierement autour des hélices a des domaines, toutes les trois a quatre
positions (Zlotkin, 1999). C’est le segment S4 qui constitue un détecteur de potentiel de la sous-
unité a du canal. Les boucles reliant les segments S5 et S6 de chaque domaine (boucles P) se
projettent dans le lumen du canal pour former le pore du canal. Ces boucles contiennent des

résidus d’acides aminés qui forment le filtre de sélectivité aux ions sodium. Enfin, la boucle
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intracellulaire qui relie le segment S6 du DIII au segment S1 du DIV comporte quatre résidus
d’acides aminés qui constituent la porte d’inactivation du canal VGSC (Davies et al., 2007). Le
processus d’activation des canaux VGSC résulte du déplacement de résidus d’acides aminés
chargés positivement du segment S4 sous I’effet de la dépolarisation. Il en résulte la genese
d’un courant sodium entrant qui s’active et qui s’inactive ensuite pendant la dépolarisation

grace a la boucle intracellulaire entre les domaines DIl et DIV (Ray et Fry, 2006).
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Figure 20. Schéma topologique du récepteur canal sodium voltage-dépendant (VGSC) (Saavedra-
Rodriguez et al. 2018). Les segments des domaines et les hélices de liaison formant les sites récepteurs
des PYRs sur le sous unité o du VGSC. En vert le récepteur des PYRs de type 1, en violet le récepteur
des PYRs de type Il.

Le modele le plus simple pour la fonction du canal sodique postule trois états du canal
distincts : fermé ou au repos (disponible pour I'activation) ; ouvert ; et inactivé (fermé mais non
disponible pour I'activation). Les transitions entre ces états peuvent étre observées au cours de
I’application de la technique classique de voltage-clump, qui est illustrée dans la figure 21A
(Soderlund, 2010). Aux potentiels de membrane hyperpolarisés, les canaux sont fermeés et
disponibles pour I'activation. La dépolarisation de la membrane provoque une ouverture rapide
des canaux sodiques, considérée comme un courant entrant. Lorsque la membrane est
maintenue a un potentiel dépolarisé, la durée du courant de sodium est limitée a quelques ms
par le debut de I'inactivation, ce qui rend le canal non conducteur. Le retour de la membrane a
un potentiel hyperpolarisé convertit les canaux inactivés en canaux fermes, les rendant a
nouveau disponibles pour I'activation. L'activité insecticide des PYRs dépend de leur capacité
a modifier la cinétique de déclenchement des VGSC, perturbant ainsi la communication
cellulaire normale. Des techniques de voltage-clump ont été largement utilisées pour
documenter les effets des PYRs sur les courants de sodium enregistrés par les neurones des

invertébrés et des vertébrés. Les caractéristiques de l'action des PYRs mesurées dans ces

44



Rappels bibliographiques

conditions sont un ralentissement de I'inactivation pendant une impulsion dépolarisante et une
désactivation retardée, ce qui est évident comme un courant de queue de sodium en
décroissance lente élaboré par des canaux qui restent ouverts apres un cycle de dépolarisation-
repolarisation (Figure 21B) (Soderlund, 2010).

Des études réalisées sur le mode d’action de la BF sur les canaux sodiques dans les
neurones corticaux cérebraux du rat nouveau-né, ou les effets toxiques sont largement générés.
La BF provoque un courant a la fin d'une impulsion dépolarisante, un courant apres la
repolarisation et une modification de repos significative (25,3% de modification a 10 mM). La
BF a également provoqué un changement d'hyperpolarisation dépendant de la concentration
dans I'activation et I'inactivation a I'état régulier ainsi, pendant la récupération, la BF a ralenti
I'inactivation du canal. La dépolarisation répétitive a augmenté la puissance de la BF avec une
fréquence élevée. Ces résultats suggeérent que la BF se lie et modifie les canaux de sodium dans
les états fermés (Yang et Li, 2015).
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Figure 21. Transitions d'état des canaux sodiques associées a des courants transitoires de sodium
mesurés par la technique de voltage-clump, en absence et en présence de PYR (Soderlund, 2010).
A : en absence de PYRs ; B : Control du courant de sodium modifiés par les PYRs mesurés par la
technique de voltage-clump, illustrant le courant tardif induit par les PYRs pendant une impulsion
dépolarisante et un courant de queue apres repolarisation.

Les PYRs de synthese peuvent se fixer également sur les canaux a Na* mais sur un site
different, qui dans ce cas provoque soit un trémor et une hyperexcitabilité, soit une

incoordination des mouvements (Scollon et al., 2011).
2.2. Action des pyrethrinoides sur I’acétylcholinestérase

L'acetylcholinestérase (AChE) représente un biomarqueur de neurotoxicité, c’est une

enzyme cholinestérase importante présente dans de nombreux types de tissus conducteurs,
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nerfs, muscles, tissus centraux et périphériques, moteurs, fibres sensorielles, fibres
cholinergiques et non cholinergiques, jonctions neuromusculaires et synapses du SNC, cela
rend son activité un biomarqueur standard de I'empoisonnement aux PYRs. Il a été démontré
que les PYRs provoquent une diminution des activites de I'AChE dans les érythrocytes et le
SNC des organismes vivants. L'inhibition de I'enzyme AChE a été attribuée a I'occupation de
ses sites actifs par une exposition a la DLT qui pourrait conduire a diminuer le métabolisme
cellulaire, perturber l'activité métabolique, nerveuse et conduire a des reflux ioniques et a une
perméabilité membranaire différentielle, en plus d'augmenter la peroxydation lipidique (LPO).
Une inhibition extréme de I'AChE entraine des dysfonctionnements du SN, des
dysfonctionnements métaboliques, des déficits comportementaux, des troubles de
I'apprentissage et de la mémoire, qui peuvent conduire a I'anxiété, a la peur, a I'émotion et au
stress, enfin a des troubles neurodégénératifs. L'inhibition de I' AChE entraine une accumulation
de I'ACh dans la fente synaptique et une neurotransmission retardée par la suite. Les inhibiteurs
irréversibles de I'AChE entrainent une paralysie musculaire, des convulsions, une constriction

bronchique et la mort par asphyxie (Mani et al., 2017).

L'AChE pourrait également étre inhibée en raison des dommages oxydatifs provoqués par
la BF, cette derniere a un potentiel pro-oxydant, mis en évidence par une (LPO) importante, et
des altérations dans diverses enzymes antioxydants dans le tissu cérébral. De nombreuses
études ont rapporté I'inhibition de I'AChE avec des PYRs types |. Testud et Grillet (2007), ont
démontré la propriété lipophile des PYRs comme un mécanisme clé pour interagir avec les
groupements aromatiques et hydrophobes de I'AChE en entrainant son inhibition (Dar et al.,
2013; Dar et al., 2015). Il est admis également que les PYRs sont des inhibiteurs du meétabolisme
de I’ACh. En effet, des résultats des travaux antérieurs ont montré que la DLT est une molécule
pouvant inhiber I'AChE. Les études structurales de I’AChE indiquent la présence de différents
sites de liaison, un site de liaison sélectif des cations aromatiques ; deux sites estérasiques et le
troisieme est un site de liaison de substrat anionique périphérique. La molécule de DLT interagit
a la fois avec le site estérasique et le site anionique, sachant que le site actif de I’AChE est
principalement construit par les résidus Phe (338), Trp (86), Ser (203), Glu (327) et His (440)
(Figure 22). Le Trp et le Phe constituent le site de liaison cationique et la Ser et 1’His constituent
le site de liaison estérasique de I'enzyme. L'ACh se lie aux sites estérasiques et anioniques de
I’AChE. La présence d'acides aminés aromatiques dans le site actif de I'enzyme crée une région
hydrophobe avec laquelle on suppose que les PYRs, y compris la DLT, peuvent interagir et
provoquer une inhibition de l'activité AChE (Sharma et al., 2014). Les travaux de Sharma et

ses collaborateurs (2014) ont montré que la DLT a causé une toxicité considérable pour le
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cerveau du rat Wistar. Cette neurotoxicité est dose-dépendante, elle est induite par la formation
de radicaux libres et la réduction des mécanismes de défense antioxydant réduit, ainsi par
I’inhibition de l'activité de I’AChE. L'activité inhibitrice de I’AChE provoquée par la DLT peut
étre le résultat de son interaction avec le site de liaison anionique de I'enzyme (Sharma et al.,
2014).
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Figure 22. Sites de liaison possibles de la DLT avec I’AChE (Sharma et al., 2014).
2.3. Action des PYRs sur les neuromédiateurs

Les PYRs constituent un groupe de pesticides qui agit sur les isoformes des canaux
calciques a voltage dépendants, contribuant ainsi a la libération de neurotransmetteurs et donc
a une toxicité induite (Gargouri et al., 2018). Le traitement quotidien continu des rats avec la
DLT pendant 10 jours entraine une diminution de la teneur en dopamine dans le striatum par
une inhibition sélective de la synthése de la dopamine tout en permettant son renouvellement
par les dopaminergiques. En outre, les données ont réveélé pour la premiére fois que le traitement
par la DLT inhibe I'activité et les expressions de 'ARNm de la tyrosine hydroxylase (TH),
responsable de I’accélération de la voie de synthese nigrostriatale de ce neurotransmetteur (Liu
etal., 2018).
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En effet, la deltaméthrine bloque l'influx nerveux en modifiant la cinétique des canaux
sodiques, des récepteurs GABA, des récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine et des récepteurs
excitateurs du glutamate (Saoudi et al., 2017). La figure 23 montre des mécanismes d’action

supposes par les PYRs.
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Figure 23. Mécanismes d’action supposés des pyréthrinoides (Testud et Grillet, 2007).
GABA : acide amino-gamma-butyrique.

2.4. Action apoptotique des pyréthrinoides

L'apoptose est I’un des mécanismes moléculaires clé des maladies neurodégénératives,
régulée par certaines protéines telles que la Bcl-2 et la Bax qui jouent des roles respectifs
antiapoptotiques et pro-apoptotiques (Hossain et Richardson, 2011 ; Khalatbary et al., 2015).
Des études in vivo et in vitro indiquent que la DLT induit I'apoptose dans le cerveau et les
neurones corticaux au niveau moléculaire, par des modifications dans I’expression de p53, Bax

et Bcl-2 dans le cerveau du rat (Liu et al., 2018).

En effet, la dose de 12,5 mg / kg in vivo de la DLT conduit a I'augmentation persistante de
I'ARNmM de p53 et de Bax, ce qui peut contribuer a l'apoptose. D’autres travaux de recherches
antérieurs ont egalement montré que la DLT (10, 100 et 1000 nM) a augmenté I'expression de
p53 et Bax, alors que I'expression de Bcl-2 a été significativement réduite apres 24, 48 et 72 h
de I’administration du pesticide, dans les neurones corticaux cérébraux (Kumar et singh, 2015).
L'augmentation de la production p53 peut diminuer également I'expression de Bcl-2, conduisant
par conséquent a un rapport accru de Bax, induisant donc I'apoptose chez le cerveau du rat

(Terunuma et al., 2014). La DLT peut avoir un effet sur l'apoptose via I’altération de
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I’expression du cytochrome-c mitochondrial chez les neurocytes de rat (Khalatbary et al.,
2015). Cette enzyme est une petite protéine héminique, impliquée dans l'initiation de
I’apoptose. Lorsque le cytochrome-c se lie avec la protéine Apaf-1 en présence d’ATP la
caspase-9 est activée, conduisant a une cascade de maturation des caspases. Une fois la caspase-

3 est maturée elle provoque la mort cellulaire (figure 24) (Yonar et Sakin, 2011).

En plus des voies intrinséques et extrinseques de I'apoptose, la voie de stress au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) peut étre également impliquée a l'initiation de I'apoptose. En
effet, le RE joue un réle dans I’augmentation de la libération du calcium susceptible d’activer
la caspase-12, qui active lui-méme la caspase-9 et 3, conduisant a 1’apoptose (Kumar et al.,
2015).
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Figure 24. Action de la DLT sur le p53 induisant I’apoptose (Kumar et al., 2015).

Diverses cellules peuvent étre également activées par la DLT, ce qui conduit a la mort
cellulaire dans les cellules humaines de type neuroblastome SK-N-AS. Ce dernier constat a été
rapporté par les travaux de Hossain et ses collaborateurs (2011), qui ont observe que l'influx de
calcium est augmenté par la DLT a des doses allant de 100 nM-5 mM, qui activent la voie de
stress dans le RE (Hossain et Richardson, 2011). La DLT active la voie de stress du RE par son
interaction avec les canaux Nap et le calcium, conduisant a I'initiation de la cascade apoptotique

par activation de la calpain-1 de la caspase-12 (Figure 25).
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Figure 25. La voie de signalisation de stress par la DLT (Hossain et Richardson, 2011).

L’activation persistante de la voie de stress RE est liée a la perte progressive des neurones
entrainant une neurodégenérescence et un dysfonctionnement cognitif, ce qui peut étre le

résultat de la réduction de la plasticité synaptique et la viabilité neuronale dans I’hippocampe.

Donc I’exposition répétée a la DLT provoque le stress RE de I'hippocampe et des déficits
d'apprentissage chez la souris adulte. De plus, ces effets étaient associés a une diminution de la
prolifération des cellules dans le gyrus denté (DG) de I'hippocampe, suggérant un effet potentiel

sur la neurogénese hippocampique chez 1’adulte (Hossain et Richardson, 2011).
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2.5. Action des pyréthrinoides sur le statut Redox

L'induction du stress oxydatif est I'un des principaux mécanismes de nombreux PYRs. Lors
de I'exposition a la DLT, des especes réactives d'oxygéne (ROS) sont générées et entrainent une
oxydation. La peroxydation lipidique entraine des changements dans la structure des protéines
et de I’ADN et une influence sur le systeme de défense antioxydant (Mani et al., 2014). Des
études ont démontré que la DLT induit un stress oxydatif dans des tissus fonctionnellement
différents, prouvé par l'augmentation du taux de MDA, accompagnée d’une diminution
simultanée des taux d'enzymes antioxydantes, notamment la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR) (Shivanoor et
David, 2014). Par ailleurs, 1’administration de la DLT a la dose de 15mg / kg a modifié les
parametres biochimiques du foie chez la rate ainsi qu’une régression de 1’activité¢ de la

cytochrome Paso et d'autres molécules antioxydantes (Kumar et singh, 2015).

2.6. Action des pyréthrinoides sur le disfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries jouent un réle important dans le métabolisme énergetique de la cellule,
le dysfonctionnement mitochondrial et le stress oxydatif, entrainant divers troubles
neurodégénératifs. Les mitochondries se trouvent dans toutes les cellules eucaryotes, elles ont
pour role de produire de I'énergie cellulaire sous forme d'adénosine triphosphate (ATP) par
phosphorylation oxydative et seraient dérivées évolutivement de la fusion d'organismes
procaryotes et eucaryotes (Frey et Mannella, 2000). Elles sont également impliquées dans la
régulation de la mort cellulaire par I'apoptose, I'noméostasie du calcium, la biosynthese de
I'neme et la formation et I'exportation de clusters fer-soufre [Fe-S] et interagit également dans
le contr6le de la division et de la croissance cellulaires. Aprés excitotoxicité et autres agressions
neurodégénératives, les mitochondries absorbent le calcium, ce qui entraine une augmentation
de la production de ROS. En conséquence, les cellules neuronales sont confrontées a des
quantités excessives de ROS. Ces ROS entrainent une réduction de la production d'ATP
mitochondrial, une augmentation des mutations de I’ADN mitochondrial, une augmentation des
structures anormales des crétes mitochondriales et une altération du taux de calcium
intracellulaire (Reddy et Beal, 2005). L'augmentation de la production de ROS avec
dysfonctionnement mitochondrial affecte finalement les neurones et accelere le processus

neurodégéneratif (Mani et al., 2017).

L'exposition a la DLT a provoqué une altération de l'activité du complexe enzymatique
mitochondrial, comme l'indique la diminution des activités du (complexe-1) NADH

déshydrogénase (NADH-DH), (complexe-11) succinate déshydrogénase, (complexe-III)
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cytochrome-C- oxydase, isocitrate déshydrogénase, a-cétoglutarate déshydrogénase et malate
déshydrogénase. Il est bien connu que ces enzymes sont impliquées dans la production d'énergie
(ATP), par la phosphorylation oxydative qui se produit dans les mitochondries. Dans les lésions
mitochondriales induites par la DLT, les radicaux libres et le stress oxydatif ont un réle majeur,
ainsi la toxicité des ROS induite par les radicaux libres arréte la phosphorylation oxydative
mitochondriale et le cycle de Krebs, bloguant la production de I’ATP mitochondrial. La DLT
améliore également le niveau de LPO de la bicouche phospholipide mitochondriale dans
laguelle la chaine respiratoire est intégrée. Ainsi, les enzymes du cycle respiratoire auraient pu
étre affectées par les radicaux libres formés par la DLT. La formation de ROS induit une perte
de transition de perméabilité mitochondriale, ce qui conduit a la libération de cyt-C
mitochondrial. Une diminution de la concentration de cyt-C entraine une diminution de
I'absorption d'oxygene, entrainant une faible fréquence respiratoire. Ainsi, la réduction de la
teneur en cytochromes mitochondriaux entraine une perte des activités de capacité de
phosphorylation oxydative. La diminution induite par la DLT des activités des enzymes NADH
déshydrogénase est due a I'épuisement des équivalents réducteurs comme le NADH et le
NADPH, qui sont utilisés pour la production de glutathion réduit pour chélater les dommages
oxydatifs des composants mitochondriaux. L'atteinte mitochondriale induite par la DLT
entraine également une dys-régulation du Ca? * et une activation de la production d’espéces
d’oxyde d’azote (NOS). Cela pourrait étre I'un des mécanismes potentiels d'amélioration de
I'oxyde nitrique (NO) dans le cerveau vieillissant. Les radicaux libres de NO et d’oxygene
réagissent avec le peroxynitrite (ONOO-) pour provoquer des dommages oxydatifs dans les
mitochondries. Le dysfonctionnement mitochondrial induit par la DLT conduit a la
vulnérabilité du stress oxydatif et donc, le stress déclenche une voie de mort cellulaire en aval

qui conduit a I'apoptose neuronale (Mani et al., 2017).

Récemment, Kumar et al. ont également signalé que I'exposition chronique a la DLT peut
provoquer des dommages au métabolisme énergétique mitochondrial dans les différentes

régions du cerveau du rat (Kumar et al., 2016).

2.7. Action des pyréthrinoides sur le stress oxydatif

Le stress oxydatif joue un réle majeur dans la toxicité induite par la DLT chez les
mammiferes. Le stress oxydatif est le terme utilisé pour décrire un déséquilibre entre la
production d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et le systeme enzymatique antioxydant qui
conduit & la LPO dans les membranes cellulaires, mitochondriales et nucléaires, ainsi qu’a la

dégradation des protéines cytosoliques et les dommages au niveau de I'ADN.
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La DLT modifie I'équilibre entre la production de ROS et le systeme enzymatique
antioxydant dans divers tissus et organes. Dans le foie et les reins de souris albinos males, la
DLT a des doses de 5,6 et 18 mg / kg in vivo peut induire une peroxydation lipidique
significative et fait diminuer les taux des enzymes antioxydantes observés par Rehman et al.
(2014).

Dans tous les organes lymphoides ainsi dans le plasma des rats, un traitement a la DLT a 3
mg / kg in vivo fait diminuer le niveau d'enzyme antioxydante (CAT, GPXx) et fait augmenter la
peroxydation lipidique. Ensibi et al. (2013) ont également rapporté que la DLT a 0,08, 0,4 et

0,8 pug / L in vitro induit un stress oxydatif chez la carpe commune (un poisson).

A partir des résultats des études ci-dessus, nous concluons que le stress oxydatif induit par
la DLT entraine une altération du potentiel de la membrane mitochondriale qui peut entrainer
I'activation des voies d'apoptose dépendantes et indépendantes de la caspase, comme le montre
la figure 26 (Kumar et al., 2015).

DLT

Alteration in mitochondrial
membrane potential

Oxidative
stress

Caspase independent
pathways: Caspase dependent
a) AlF pathways:
b) Endo G. a) Cytochrome C.
b)Apaf-1
c) Caspase-9

Figure 26. Les voies de signalisation du stress oxydatif induites par la deltaméthrine (Kumar et al.,
2015).

53



Rappels bibliographiques

3. Effets neurocomportementaux suite a I’exposition aux pyréthrinoides

Il a ¢été constaté que D’exposition aux PYRs affecte les performances
neurocomportementales, les systemes de neurotransmetteurs chez I'Homme et les modéles
expérimentaux. Des altérations de I'activité motrice et du comportement au cours du test du
champ ouvert, ont été rapportées apres exposition aux PYRs (Wolansky et al., 2005). Il pourrait
exercer un stress oxydatif sur le cerveau impliquant les quatre principales régions cérébrales
étudiées, a savoir le cortex frontal, I'nippocampe, le cervelet, et le corps strié qui sont
responsables de la régulation des fonctions essentielles telles que I'apprentissage, la mémoire et
I'activité locomotrice dans le cerveau adulte conduisant a une augmentation de I'anxiété et de la
dépression. Un retard dans le développement des réflexes physiques, une diminution de
I'activité motrice, et d'autres comportements associés aux modifications neurochimiques ont été
signalés a la suite d'une exposition aux PYRs, conduisant a des altérations
neurocomportementales chez les nourrissons et les adultes (Dayal et al., 2003).

La modulation dopaminergique induite par un médicament peut étre détectée par les
fréquences de locomotion et de redressements observés dans un champ ouvert. L'administration
de la BF a altéré I'activité motrice des rats, comme en témoigne la réduction de la locomotion
et des fréquences d'élevage en champ ouvert, qui peuvent étre corrélées a la
neurodégénérescence dopaminergique. Une diminution de la fréquence de ces paramétres
indique une diminution du comportement exploratoire et / ou anxiogéne. La dopamine est
connue pour étre un neurotransmetteur anxiolytique ; de faibles niveaux de dopamine peuvent
donc étre la raison du comportement semblable a I'anxiété observée apres administration de la

BF per os a 3.5mg/kg et 7 mg/kg pendant 30 jours (Syed et al., 2017).

L'exposition a la DLT provoque une réduction de la mémoire de reconnaissance, une
altération de la discrimination pour les objets, une anxiété qui exprime un comportement de
peur dans les espaces ouverts dans lesquels ils sont forcés. Elle peut étre due aux effets
inhibiteurs de la DLT sur le GABA et I'AChE, produisant une augmentation indirecte de la
transmission neuronale excitatrice. L'exposition a la DLT provogque également une
augmentation des comportements de congélation, de toilettage et de redressement, ce qui
suggere que la DLT perturbe le SNC, ce qui augmente I'émotivité et 1’activité exploratrice du
rat. Donc, la réponse la plus importante a une émotivité accrue au cour du test du champ ouvert
est le comportement de congélation, avec une diminution consecutive de la fréquence de

locomotion, parallelement & une augmentation de I'immobilité, ce qui indique une déficience
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motrice liée au blocage de la fonction dopaminergique. Des altérations du comportement en
plein champ, de I'activité motrice et du comportement opérant ont été signalées suite a une
exposition aux PYRs. L'exposition a la DLT provoque des troubles de la marche tels que la
réduction de la vitesse de la marche, un angle de pied modifié, des motifs de chevauchement
des pieds, une incapacité a marcher sur une piste en grille. Des troubles de la marche sont
couramment observés chez les sujets atteints de la maladie de Parkinson résultant d'une
dégenérescence des neurones dopaminergiques (DA) dans le substantianigra (SN). Le
comportement altéré de la locomotion induit par la DLT est di a I'inhibition de I'AChE et a
I'accumulation de I’ACh, aux jonctions synaptiques, ce qui perturbe la coordination entre les

jonctions nerveuses et musculaires provoquant une neurotoxicité (Mani et al., 2017).
Chapitre 3. La quercétine

Au cours de la derniére décennie, les flavonoides ont suscité un intérét scientifique croissant
en raison de leurs fonctions biologiques bénéfiques, telles que les propriétés antioxydantes,
antiprolifératives et anti-inflammatoires (Lu et al., 2006 ; Kaur et al., 2019). En fonction de leur
structure chimique, les flavonoides sont classés en chalcones, dihydrochalcones, aurones,
flavones, flavonols, dihydroflavonols, flavanols, flavandiols, anthocyanidines, isoflavonoides,
biflavonoides et autres structures hautement polymérisées (Oteiza et al., 2005). La quercétine
(QUER), 3, 5, 7,3, 4'-pentahydroxylflavone (figure 27), est une composante majeure de sous-
classe de flavonol et représente 60 a 75% du total apport de flavonoides, présente
principalement sous forme de glycosides, qui sont particulierement abondants dans I'oignon
(0,3 mg / g de poids frais) et le thé (10-25 mg / L) (Ishisaka et al., 2011). C'est avant tout
conjugué a un fragment de glucides et constitue I'épine dorsale d’autres flavonoides tels que la
rutine, I'nespéridine, la naringinine et la tangéritine (Yao et al., 2012 ; Suganthy et al., 2016).
Elle peut exercer des actions bénéfiques sur le SNC telles que la neuroprotection et
I'amélioration de I’effet cognitif (Priprem et al., 2008).

CH O

Figure 27. Structure de la quercétine (Ulusoy et Sanlier, 2019).
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1. Quercétine : absorption, métabolisme et biodisponibilité

Les mécanismes d'absorption et de métabolisme ne sont pas encore complétement compris,
mais semblent étre similaires pour tous les flavon-glycosides, c'est-a-dire la déglycosilation
dans l'intestin gréle et, aprés absorption passive, la glucuronidation de la QUER aglycone
(Paulke et al., 2006). L'aglycone de la QUER subit des effets importants et des réactions de
biotransformation étendues pour former des glucuronides, des sulfates, et des métabolites
méthylés, indiquant une implication des enzymes de la phase Il: UGT (uridine 5-
diphosphoglucuronosyltransferase), SULT (sulfotransférase) et COMT (catechol-O-
méthyltransférase) (Halder et al., 2019). Pour tous les flavonoides, la flore intestinale joue un
réle crucial dans l'absorption ; la dégradation de la QUER par de nombreuses bactéries
(Eubacterium ramulus, Clostridium orbiscindens, Eubacterium oxydoreducens) a été signalée.
La QUER se transforme en composés phénoliques de faibles poids moléculaire facilement
absorbables tels que I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique, l'acide 3- (3-hydroxyphényl)
propionique, I'acide 3,4-dihydroxybenzoique et I'acide 4-hydroxybenzoique (Ulusoy et Sanlier,
2019).

Des études chez les rats et les porcs ont montré que la QUER se distribue dans plusieurs
tissus, en particulier le poumon, le rein, le cdlon et le foie et avec des niveaux inférieurs dans
le cerveau. La QUER totale dérivée de I'alimentation est normalement présente dans le plasma
(<100 nM) mais peut augmenter a la faible concentration micro molaire aprés supplémentation

de la QUER I'aglycone ou les glycosides (Babaei et al., 2018).

La demi-vie des métabolites de la QUER varie entre 11 et 28 h, ce qui est considérée élevée.
En outre, la QUER a une biodisponibilité élevée par rapport a d'autres composés
phytochimiques. La consommation de la QUER a partir de suppléments au lieu d’aliments
pendant les repas diminue sa biodisponibilité. En général, la biodisponibilité de la QUER varie
considérablement chez les individus, seules des quantités limitées d'aglycone de la QUER sont
trouvées apres l'ingestion de la QUER, Les métabolites de la QUER se trouvent dans le plasma
humain sous forme de glucuronide ou de sulfate (méthylés ou non méthylés, respectivement)
(Ulusoy et Sanlier, 2019). Des etudes ont montré que les métabolites glucuronidés ont des
capacités antioxydantes in vitro et in vivo. Un probleme important pour I'utilisation potentielle
de la QUER est de savoir si elle traverse la barriere hémato-encéphalique et a quelles
concentrations de QUER et / ou de ses métabolites sont présents dans le tissu cérébral. Des
études in vitro chez le rat indiquent systematiquement que la QUER pénetre dans le cerveau.

Lors de I'administration de la QUER in vivo aux rats et aux porcs, des niveaux faibles (de
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picomolaire a nanomolaire) sont trouvés dans le tissu cérébral (Cho et al., 2006). Les intéréts a
cet égard sont intéressants, les récents efforts ont réussi & augmenter la biodisponibilité de la
QUER. En particulier, la formulation de la QUER dans les nanoparticules lipidiques augmente
considérablement sa pénétration dans le cerveau (Costa et al., 2016). L'excrétion de la QUER
se fait par les feces et I'urine. Elle peut également étre eéliminée des poumons lorsqu'elle est
prise a fortes doses, les produits excréteurs de la QUER sont I'acide 3-hydroxy phénylacétique,

I'acide hippurique et I'acide benzoique (Ulusoy et Sanlier, 2019).

2. Effets neuroprotecteurs de la quercétine

Des épreuves complétes appuient I'idée que les régimes riches en polyphénols et / ou
supplémentation avec des composés spéecifiques peuvent fournir des effets bénéfiques sur la
santé. En particulier, les polyphénols ont montré qu'ils exercent des actions de protection dans
plusieurs pathologies telles que les maladies neurodégénératives. Des preuves spécifiques
existent sur les effets neuroprotecteurs de la QUER. Plusieurs études montrent que
I’administration de la QUER peut exercer une neuroprotection et antagoniser le stress oxydatif
in vivo. Par exemple, I’administration orale de la QUER (0,5- 50 mg / kg) a été montrée capable
de protéger les rongeurs contre le stress oxydatif et la neurotoxicité induite par le chlorpyriphos.
L'activité piégeante des radicaux libres de la QUER est due a son nombre élevé de substitutions
hydroxyles qui, en outre, est en corrélation avec sa capacité a donner des électrons (Kaur et al.,
2019). La QUER a également antagonisé les troubles cognitifs induits par un régime riche en
matieres grasses chez la souris (Lakroun et al.,2015; Costa et al., 2016). La QUER a
éventuellement exercé un effet protecteur sur les troubles cognitifs induits par la colchicine et
les troubles de la mémoire induits par la streptozotocine intracérébrale chez les animaux en

réduisant les parameétres du stress oxydatif (Halder et al., 2019).
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Chapitre 1: Evaluation régionale du statut redox et I'intégrité des
mitochondries du cerveau chez les rats exposés chroniquement a de faibles
doses de pyréthrinoides et effet préventif de la quercétine

1. Introduction

Les PYRs n’ont pas seulement une activité biologique naturelle de tuer les insectes (Ding
et al., 2012), mais se caractérisent aussi par une biodégradation rapide et une faible toxicité
chez les mammiferes et ’homme. Malgré cette faible toxicité, leur utilisation abusive et non
contrélée a long terme peut induire des problémes de santé comme la cancérogénicité, la
neurotoxicité, la génotoxicité et la toxicité du développement chez I’homme et 1’animal
domestique (Sharma et al., 2018). Leur mode d’action dépend de leur pouvoir de se lier aux
canaux sodiques voltage-dépendant, de les perturber et de provoquer ainsi I’effet neurotoxique
(Soderlund, 2012), Leur effet passe certainement, au moins en partie, par une augmentation du
stress oxydatif, une exacerbation de certains processus intracellulaires comme 1’agrégation de
I’a-synucléine (protéine abondante dans le cerveau humain), et une altération des fonctions
énergétiques mitochondriales. Cependant, il est encore trés difficile a ce jour de tirer des
conclusions sur ces PYRs a utilisation tres répandue. Compte tenu des problémes de santé
publique et des polémiques autour de leur usage, il devient urgent de développer des études de
toxicité chronique pour identifier les mécanismes précis qui pourraient associer 1’exposition

aux PYRs et la survenue de pathologies neurodégénératives chroniques.

Sur la base de ces données, cette étude porte sur la recherche d’effet toxique de deux PYRS,
tres utilisés dans la région agricole de Jijel : la deltaméthrine et la bifenthrine, afin d’évaluer
leurs effets neurotoxiques au niveau des différentes régions du cerveau, telles que
I’hippocampe, le striatum, le cortex et le cervelet ; et de montrer le lien entre le mécanisme
moléculaire en termes de stress oxydatif et I’intégrité mitochondriale, vu que la signalisation
apoptotique est tres souvent médiée par des perturbations structurales mitochondriales, en plus

de chercher le réle protecteur de la quercétine autant que substance antioxydante.
2. Matériels et méthodes

2.1.Produits chimiques

Les PYRs utilisés dans cette étude étaient deux pesticides : la bifenthrine (BF) a la dose de
1/50 de la DL50 (3,72 mg / kg) et la deltaméthrine (DLT) a la dose de 1/50 de la DL50

également (2,6 mg / kg). Les doses mortelles de BF et de DLT considérées dans ce travail sont
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rapportées par Bavoux et al. (2007) et Beausoleil et al. (2009). La majorité des produits
chimiques ont été achetés auprés de Sigma Aldrich, Allemagne. Bifenquick® et Deltajet® sont
les noms commerciaux des pesticides utilisés, achetés respectivement d’United Phosphorus et
Heranba Industries Limited, Inde. Ces pesticides sont en concentré organigue-aqueux, solution
composée d'essence a 25%, de tétrapropyléne benzeéne sulfonate 1% et de méthylpropanol 1%.
Selon les instructions du fabricant, les solutions de pesticides ont été diluées dans 1’eau distillée
pour obtenir le dosage souhaité des pesticides en quantité suffisante pour une administration

quotidienne pendant 6 mois.

En outre, la quercétine a éte dissoute et mélangée avec la solution des pesticides car cette
solution contient principalement du pétrole ou elle est soluble (Nollet et Toldra, 2012 ; Doshi
et Une, 2016) et ensuite, elle a été co-administerée avec les pesticides a des groupes préventifs.
En outre, le solvant organique-agqueux a été préparé, sans pesticides, selon sa composition afin

d’évaluer sa toxicité chez le rat.

2.2. Choix des doses

Deux insecticides (la bifenthrine et la deltaméthrine) largement utilisés dans les régions
agricoles de la wilaya de Jijel en Algérie ont été choisis pour effectuer cette étude. Ils sont
utilisés seuls ou en mixture a des doses consécutives de 3,72 mg/kg/jour et 2,6mg/kg/jour
administrées chroniquement par voie orale par gavage intra-gastrique, véhiculé par I’huile de
mais, pendant 120 jours, le poids des rats et pris chague semaine pour adapter la dose
administrée avec le poids de chaque rat. Ces doses choisies correspondent a 1/50 de la DL 50
de chaque insecticide évalué chez les rats femelles, elles sont considérées comme des faibles
doses selon des études récentes (Arora et al., 2016 ; Mekircha et al., 2018).

Il est @ mentionner que ces doses sont tres proches a des doses réellement présentes dans
I’environnement ; et sont susceptibles de contaminer la population générale, par exemple la
teneur des résidus trouvée dans les produits agricoles en France aprés 1’emploi de la BF avec 3
jours a 1 mois varie entre 0,05 et 10 mg/kg, apres ’emploi de la DLT avec 3 jours a 3 mois est
considérée par 0,02 a 5 mg/kg (Testud et Grillet, 2007). La DL50 de la DLT est 130 mg/kg, et
la DL50 de la BF est 186 mg/ kg selon la littérature (Mesters et Mesters, 1992 ; Bavoux et al.
2007 ; EFSA, 2011). Par ailleurs, la dose de la QUER utilisée en traitement préventif des
animaux contre la toxicité des pesticides utilisés est choisie selon le poids moléculaire autant
que molécule contre molécule, elle était de 5mg/kg/j pour le traitement par un pesticide seul ;
et 10 mg/kg/j pour la mixture selon des etudes récents (Gasmi et al. 2017).
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2. 3. Traitement d'animaux

Des rats Wistar femelles pesant entre 200 et 250 g, provenant de I’institut Pasteur (Algérie).
A leur arrivée, les rats ont été logés, huit par cage. Les animaux ont été maintenus 12 heures
par jour de cycle lumiére / obscurité a température constante (22 + 2°C), une valeur relative
d’une humidité de 55 + 10% et un libre acces a la nourriture et a I’eau. Les rats ont été adaptés
pendant 2 semaines avant les traitements indiqués. Tous les tests expérimentaux ont été réalisés
conformément aux directives internationales pour le soin et l'utilisation des animaux de
laboratoire.

Dans cette étude, les animaux ont été divisés en huit groupes de huit rats chacun :
- Groupe témoin recevant de I'eau distillée (Iml).
- Groupe solvant recevant un mélange de solvants (essence 32,5 mg / kg, tétrapropyléne
benzene sulfonate 1,3 mg / kg et méthylpropanol 1,3 mg / kg)
- Groupe BF recevant 3,72 mg / kg de bifenthrine.
- Groupe DLT recevant 2,6 mg / kg de deltaméthrine.
- Groupe MIX recevant un mélange de bifenthrine et de deltaméthrine (3,72 + 2,6 mg / kg).
- Groupe BF + QUER recevant un mélange de bifenthrine et de quercétine (3,72 + 5 mg / kg).
- Groupe DLT + QUER recevant un mélange de deltaméthrine et quercétine (2,6 + 5 mg / kg).
- Groupe BF + DLT + QUER recevant un mélange de bifenthrine, deltaméthrine et quercétine
(3,72 + 2,6 + 10 mg / kg), respectivement.

Le traitement est effectué par I’administration des solutions préparées par gavage gastrique

en utilisant une sonde attachée a une seringue chaque jour pendant 6 mois.

2.4. Prélévement des échantillons

2.4.1. Sacrifice des animaux et extraction du cerveau

A la fin de la période d’administration des pesticides et de la quercétine (BF, DLT et
QUER) de 04 mois, et apres un jelin d’une nuit, les animaux sont sacrifiés par décapitation.
Ensuite les cerveaux ont été rapidement prélevés apres ouverture cranienne, rincés par le

tampon de lavage a froid, puis séchés a basse température (4°C) par du papier semi-absorbant.

2.4.2. Dissection des cerveaux

Le cerveau est d'abord disséqué en trois sections : ’hémiencéphale droit, I’hémiencéphale
gauche, et la derniére partie qui correspond a la partie inférieure qui est le cervelet et le tronc

cérébral, ensuite les 04 régions du cerveau sont enlevées par I’ordre suivant :
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a. Le cervelet : le cervelet est une imposante structure qui recouvre le tronc cérébral, pour
I’isoler, il faut seulement le séparer doucement du tronc cérébral.

b. L'hippocampe est disséqué, a partir de la partie médiane inférieur qui se situe entre chaque
hémisphere, il a globalement la forme d’un tube courbé, souvent comparé a une corne de
bélier dans le repli du lobe temporal au niveau du mésencéphale.

c. Le striatum : le striatum correspond au tissu isolé plus profond que I’hippocampe sous le
cortex, il se caractérise par un aspect strié et une structure asymetrique, prélevé a partir de
chaque hémisphere.

d. Le cortex: le cortex est prélevé en faisant une coupe fine superficielle des deux
hémiencéphales, les tubercules olfactifs sont enlevés du cortex.

Chaque région servira pour extraire les mitochondries pour évaluer le gonflement, et la matrice

mitochondriale afin de doser les parametres du stress oxydatif : GSH, GST, CAT, et MDA.

2.5. Isolement des mitochondries et extraction de la matrice

Aprés 6 mois d'exposition, les rats ont été sacrifiés par décapitation aprés anesthésie avec
du chloroforme ; les cerveaux ont été ensuite enlevés rapidement et disséqués immédiatement
a froid, en quatre régions : I'nippocampe, le striatum, le cervelet et le cortex. Ces quatre régions
sont considérées comme la source des suspensions mitochondriales nécessaires pour évaluer
I'effet toxique des PYRs et egalement I’effet préventif de la quercétine sur le statut rédox des
mitochondries du cerveau et l'intégrité membranaire de cette organelle subcellulaire. Les
différentes zones du cerveau sont utilisées pour I'extraction des fractions mitochondriales selon
la méthode décrite par Clayton & Shadel, (2014) avec de légeres modifications. En bref, les
tissus ont été lavés dans un tampon respiratoire froid, pH 7,4 (Tris 50 mM HCI, saccharose 250
mM, acide méthyl diamine acétique 1 mM (EDTA) 1 mM, 0,2% de BSA), puis hachées et
homogénéisées dans trois volumes du méme tampon et centrifugés a 3500 g pendant 10 min,
ensuite le culot obtenu est resuspendu et recentrifugé dans les mémes conditions. Les
surnageants des deux centrifugations ont été mélangés et centrifugés a 15000 g pendant 20 min.
Le culot obtenu a été lavé deux fois avec du tampon PB (Tris-HCI 50 mM, saccharose 250
mM), pH 7.4 dans les mémes conditions ; les culots mitochondriaux résultants ont été mis en
suspension dans 300 ul de tampon PB, la lecture de la DO de la suspension a été faite pour
évaluer le gonflement mitochondrial, le reste a été congelé a -20 °C pour une utilisation
ultérieure. La matrice mitochondriale a été préparée a partir de la suspension mitochondriale
par congélation et décongélation avec des homogénéisations répétées afin d'éclater les

mitochondries, suivie par une centrifugation a 10 000 g pendant 10 min, le surnageant obtenu
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a été considéré comme la source des indicateurs du statut redox mitochondrial a savoir la CAT,
glutathion-s-transférase (GST), le malondialdéhyde (MDA) et le glutathion (GSH).

2.6. Essai du gonflement mitochondrial

L’intégrité et la perméabilité de la membrane mitochondriale étaient évaluées a 'aide de la
méthode décrite par Farhi (2015). Brievement, aprés extraction des mitochondries a partir de
tissus frais des différentes régions du cerveau a 4°C, des volumes de suspension mitochondriale
sont distribués dans une cuve en quartz et l'absorbance est mesurée avec la méthode
spectrophotométrique a 540 nm. La diminution de l'absorbance indique 1’augmentation du
gonflement mitochondrial, qui est le résultat de la perte du potentiel de la membrane

mitochondriale et I’ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriale (PTP).

2.7. Evaluation du statut redox mitochondrial régional du cerveau
La teneur en protéines a été déterminée par la méthode Bradford (Bradford, 1976), en

utilisant I’albumine de sérum bovin (BSA) comme standard (annexel).

2.7.1. Evaluation de la peroxydation lipidique mitochondriale

La réaction de dosage du malondialdéhyde repose sur la formation en milieu acide et a
chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), d'un
pigment absorbant a 532 nm, extractible par les solvants organiques. Le résultat du dosage du
malondialdéhyde par I'acide thiobarbiturique est donc la somme du MDA préexistant lié ou non
aux molécules biologiques, des peroxydes lipidiques, des produits d'auto-oxydation des acides
gras et autres substances qui donnent naissance soit a du MDA, soit a des molécules réagissant
avec l'acide thiobarbiturique en milieu acide et a chaud. C'est pourquoi a la notion initiale de
dosage du MDA s'est substituée la notion de substances réagissant avec I'acide thiobarbiturique
(thiobarbituric acid reactive substances ou TBARS). L'extraction du dérivé MDA-(TBA)2 est
réalisée par le n-butanol a pH acide, cette opération permet d'éliminer en partie les interférents
dans la réaction des TBARS. Pour évaluer la teneur mitochondriale en MDA, on a procédé
selon la méthode décrite par (Okhawa et al., 1979). Brievement, 0.5 ml de la fraction
mitochondriale est additionné de 0.5 ml de TCA 20% et 0.5 ml de TBA 0.67%. Ce mélange est
ensuite incubé pendant 15 min au bain-marie a 100°C, puis refroidi. Lorsque le mélange est
froid, il est additionné de 4 ml de n-butanol puis centrifugé a 3000 g pendant 15 min. Le

surnageant est ensuite récupéré et son absorbance est mesurée a 530 nm.
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Le taux de MDA est déduit a partir d'une droite d'étalonnage préparée dans les mémes
conditions que les échantillons avec de 1, 1, 3, 3-tetramethoxypropane « TEP». La

concentration en MDA est exprimée en nmol/mg/ml (annexe 2).

2.7.2. Dosage du taux de GSH mitochondrial

La méthode utilisée (Akerboom et Sies, 1981) est basée sur I'évaluation du contenu en
groupement —SH par spectrophotométrie. Lors de 1’oxydation des protéines, les groupements

SH sont oxydés et forment des ponts disulfures S-S (Figure 28).

Le principe du dosage des groupements -SH est basé sur leur réaction avec le réactif d'Ellman,
le 5-5’-DiThiobis (2-acide NitroBenzoique) (DTNB) pour former des quantités
stoechiométriques de TNB (thionitrobenzoate), un composé jaunatre ayant une densité optique

maximale a A =412 nm.

COo o0 Qo0
Protéine _ ,’*”““"
thionitrophény] thionitrobenzoate
' colord

Figure 28. Schéma de la réaction entre le DTNB et les groupements —SH (Akerboom et Sies, 1981).

75 ul de la fraction cytosolique sont additionnés a 5 ml de tampon phosphate 0.1 M, pH=8.
Apreés agitation, on préléve 2 ml de ce mélange auquel on ajoute 20 pl de la solution de DTNB
0.01M. Apreés incubation pendant 15 minutes a température ambiante I'absorbance est lue a 412

nm.

Le taux de GSH est déduit a partir d'une courbe d'étalonnage préparée dans les mémes
conditions (annexe2), et dans laguelle I'absorbance est une fonction linéaire de la concentration

en GSH (umol/ml). Les résultats sont exprimés en umol/mg de protéines.

2.7.3. Evaluation de ’activité enzymatique de la catalase mitochondriale
L'activité enzymatique de la CAT est déterminée par la méthode de Claiborne (1985). Le

principe de cette méthode est basé sur la disparition du H20:2 en présence de la source
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enzymatique a 25°C. 1 ml de tampon phosphate 0.1 M, pH 7.2 a été additionné de 0.95 ml de
peroxyde d'hydrogene 0.019 M et 25 ul fraction cytosolique. Puis 1'absorbance a été mesurée

par spectrophotométrie a 240 nm pendant 2 minutes.

La cinétique de la CAT n'obéissant pas au model Michaelien, on n’a pas utilisé la loi de

Beer-Lambert. La constante de vitesse de la CAT est définie par la relation :

2,3033 « log (5
At

K=

Ao : absorbance a 0 min

Az : absorbance au moment "t"

At : intervalle de temps

K: Ul
L'activité enzymatique est exprimée en unités Ul/g de protéines.
2.7.4. Evaluation de P’activité de GST mitochondriale

L’activité de la GST a été évaluée selon la méthode de Habig et al. (1974) qui consiste a
fournir a ’enzyme un substrat, en général du chlorodinitrobenzéne (CDNB), qui réagit
facilement avec de nombreuses formes de GST et de glutathion, un mélange de 850 ul de
tampon phosphate a 0,1 M de pH 6,5 et de 50 ul de CDNB a 20 mM a été préparé et incubé a
37°C pendant 10 min. La réaction est déclenchée par 1’addition a ce mélange de 50 pl d’une
solution de GSH a 20 mM et 50 ul de fraction cytosolique. Un contrdle est préparé dans les
mémes conditions avec du tampon phosphate. L’absorbance est mesurée par
spectrophotométrie a 340 nm toutes les minutes pendant 5 min. Les résultats sont calculés selon

la formule suivante :

(AA340/min test — AA340/min blanc)
VtxFd x 9.6 xVe

Enzyme (Ul /ml) =

Vt : volume total (ml) de I’essai.
Fd : facteur de dilution.

9.6 : coefficient d’extinction molaire (mM de glutathion- Chlorodinitrobenzéne conjugué a 340

nm).
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Ve : volume (ml) de I’enzyme utilisée.

Les résultats sont exprimes en Ul/mg de protéines.

2.8. Analyses statistiques

Les résultats obtenus des évaluations et dosages biochimiques des différents parametres
sont exprimés en moyenne £ SEM (n = 8). Le test de Bonferroni a été utilisé pour la multiple
comparaisons. La signification statistique a été fixée a p < 0,05. Toutes les analyses statistiques

ont été effectuées en utilisant Minitab, version 16.
3. Résultats

3.1. Evaluation du gonflement mitochondrial in vivo

Dans cet essai, la diminution de 1’absorbance a 540 nm indique l'augmentation du
gonflement mitochondrial. Les résultats de 1’évaluation du gonflement mitochondrial ont
montré une diminution significative (p <0,001; p <0,01 ; p <0,05) de la densité optique des
suspensions mitochondriales extraites fraichement de 1’hippocampe et du striatum dans la
majorité des groupes traités par les pesticides. Mais, lorsque la QUER a été co-administrée avec
les PYRs, ce composé phénolique a empéché la diminution de I'absorbance sauf dans le cas du
groupe traité par DTL+QUER dans la région de I'nippocampe, aussi dans le groupe traité par
BF+QUER dans la région du striatum et cela par rapport aux groupes témoins et aux groupes
solvants.

Dans le cortex, le gonflement des mitochondries a considérablement augmenté (p <0,001;
p <0,01), qui se traduit par la diminution de la valeur de 1’absorbance dans la suspension
mitochondriale dans les deux groupes, BF et Mixture. En méme temps, quand la QUER a été
co-administrée avec ces pesticides, elle a empéché la perte de la valeur de 1’absorbance
uniquement dans le groupe traité BF-Que. Et cela par rapport au groupe témoin et au groupe de
solvant. Dans le cervelet, I'évaluation du gonflement a enregistrée une augmentation

significative (p <0,05) uniquement chez le groupe traité par MIX (Tableau 4).
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Tableau 4. Le gonflement des mitochondries évalué par la décroissance de la densité optique dans les
différentes régions du cerveau (hippocampe, striatum, cortex, cervelet) chez le rat, exposés a long

terme a DLT, BF et leurs mixture associés ou non a la QUER.

Régions du cerveau

Traitement | Hippocampe Striatum Cortex Cervelet

Témoin 0.973 £0.070 0.712 + 0.074 1.115 + 0.049 0.661 + 0.047

Solvant 0.899 + 0.068 0.75 + 0.068 1.163 + 0.051 0.652 + 0.059

BF 0.672 + 0.48 + 0.084**2b | 0.981 + 0.082**2P | 0.675 + 0.077
0.027**x*ab

BF + QUER | 0.904 + 0.074 0.647 + 1.082 £ 0.111**2P | 0.67 + 0.086

0.055**a,***b

DLT 0.485 + 0.597 + 0.042*%> | 1.169 + 0.049 0.614 + 0.075
0.072**xab

DLT + 0.652 + 0.7 +0.069 1.29+0.191 0.682 +0.075

QUER 0.0708***ab

Mixture 0.508 + 0.476 + 0.099**ab | 0,781 + 0.754 + 0.04*2b
0.059***ab 0.082***ab

Mixture + 0.893 +0.088 0.731 +£0.092 0.771 + 0.677 + 0.057

QUER 0.091%xab

3.2. Evaluation de la peroxydation lipidique in vivo dans les mitochondries du cerveau

Les résultats de 1’évaluation du taux de MDA mitochondriale dans différentes zones du

cerveau, obtenus apres une exposition chronique chez le rat sont illustrés par la Figure 29. Dans

I'nippocampe et le striatum, le taux de MDA a augmenté de maniére significative (p <0,001)

chez tous les groupes traités, sauf chez le groupe traité par BF+QUER dans la région de

I'nippocampe ou il a été maintenu a son niveau normal, en méme temps, ce groupe a présenteé

une diminution significative (p <0,001) de la valeur de MDA dans le striatum. Dans le cortex

et le cervelet, les résultats de I'évaluation du MDA dans la matrice mitochondriale ont montré

une augmentation significative (p <0,001) chez tous les groupes traités, sauf chez le groupe BF-

QUER dans les deux régions par rapport au controle. Cependant, les résultats de la présente

étude ont enregistré une différence significative entre le groupe témoin et le groupe préventif.
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Figure 29. Variation du taux de MDA mitochondrial sous 1’effet de BF, DLT et leur mixture associée
ou non a la quercétine dans les différentes régions du cerveau des rats (hippocampe, striatum, cortex et
cervelet). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8). Le test de Bonferroni a été utilisé
pour des comparaisons multiples. *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 ; statistiquement significatif
par rapport au contréle ; a la comparaison avec les groupes témoins et traités et b la comparaison
avec le solvant.

3.3. Evaluation du GSH mitochondrial dans les différentes régions du cerveau

Les résultats de I’évaluation des variations des niveaux de GSH, dans les différentes
régions du cerveau suite a I’exposition aux pesticides associés ou non a la quercétine, sont
illustrés dans la figure 30. Le GSH mitochondrial de I'hippocampe, a significativement
augmenté (p <0,001; p <0,01) dans tous les groupes traités par les pesticides par rapport aux
rats solvants et témoins. Mais lorsque la quercétine est coadministrée avec BF et DLT, cet
épuisement du GSH n’a pas été empéché, de sorte que les résultats ont montré également une
diminution significative (p <0,05) des niveaux de GSH par rapport aux groupes témoin et
solvant. En méme temps, ce composé phénolique a empéché la variation de la valeur GSH dans
le groupe traité par DLT+QUER par rapport au groupe témoin. Au niveau du striatum, le taux
de GSH a diminué de facon significative (p <0,001 ; p <0,01) dans tous les groupes traités par
BF, DLT et la mixture, sauf dans les groupes traités par BF et DLT ou il a considérablement
diminué (p <0,01) mais il a été maintenu a son niveau normal chez le groupe traité par la
MIX+QUER et cela par rapport aux groupe témoin et aux groupe solvant. Dans le cortex,
le taux de GSH dans la matrice mitochondriale a significativement diminué (p <0,01 ; p <0,05)
dans les groupes traités par BF, DLT et la mixture, mais il a augmenté dans le lot traité par
DLT+QUER et la MIX+QUER et cela par rapport aux groupes témoin et solvant. Au niveau
du cervelet, les résultats de cette étude ont montré une réduction significative du taux de GSH
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(p <0,01 ; p <0,05) dans tous les groupes traités, sauf chez groupe traité par BF+QUER ou ce

tripeptide a été maintenu a son taux normal par rapport aux groupes solvant et témoin.

@ Control
m Solvent
0,07 -
a3 BF
= 0,06
e
.E EBF+Que
© 0,05
s
o aDLT
Y 0,04
o U,
£
% ODLT+Que
0,03
5
T BMIXTURE
(7]
o 0,02
EMIXTURE
0,01 +Que

Hippocampe Striatum Cortex Cerebellum

Figure 30. Variation du taux de GSH mitochondrial sous, I’effet de DLT, BF et leur mixture associé ou
non a la quercétine dans les différentes régions du cerveau des rats (hippocampe, striatum, cortex et
cervelet). Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n = 8). Le test de Bonferroni a été utilisé pour
des comparaisons multiples. *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 ; statistiquement significatif par
rapport au contréle ; a une comparaison avec le témoin et b comparaison avec le solvant.

3.4. Evaluation des enzymes antioxydantes dans les mitochondries cérébrales, CAT et
GST

Dans I’hippocampe, 1’évaluation de I’activit¢ de la CAT a montré une diminution
significative (p <0,001; p <0,01 ; p <0,05) dans tous les groupes traités aux PYRs, mais lorsque
la quercétine est coadministrée avec BF et DLT, il ne produit aucune variation de l'activité de
la CAT, sauf dans le groupe traité au DLT+QUER par rapport aux groupes témoins et aux
groupes solvants. Dans le striatum et le cortex, I’activité de CAT a significativement diminué
(p <0,001; p <0,01). Cependant, quand QUER a été coadministrée avec les PYRs, cette
réduction de l'activité enzymatique n'a pas été empéchée, sauf chez les rats exposés a la mixture
des PYRs, par contre QUER a pu maintenir cette activité enzymatique a son niveau normal.
Dans le cervelet, les résultats de cette étude ont également montré une réduction de I'activité de
CAT dans les groupes traités aux pesticides, mais QUER a vraiment fait augmenter cette
activité enzymatique dans tous les groupes préventifs par rapport aux groupes controle et

solvant (Tableau 5).
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Tableau 5. L’activité de la CAT mitochondriale dans les différentes régions du cerveau (Hippocampe,
Striatum, Cortex et Cervelet) chez les rats traités de fagon chronique a DLT, BF et leur mélange associé
ou non a la QUER (Ul/mg de protéines).

Régions du cerveau

Traitement | Hippocampe | Striatum Cortex Cervelet

Témoin 0.1632 £ 0.020 | 06056 + 0.12 0.2708 £ 0.06 0.0588 £ 0.018

Solvant 0.18 + 0.041 0.596 + 0.123 0.278 £ 0.075 0.057 £ 0.0139

BF 0.0317 = 0.0352 + 0.0388 + 0.0946 + 0.026*2P
0.016***a’b 0.013***a,b 0'016***a,b

BF + QUER | 0.1368 £0.04 | 0.047 +0.012***2b | 0.0615 + 0.1516 +

0.022%*2b 0.031**+2b

DLT 0.0985 0.0695 + 0.02***2b | 00832 + 0.071 + 0.018*2b
0.013**ab 0.018***ab

DLT + 0.118 £ 0.0613 + 0.1486 + 0.83 + 0.012***ab

QUER 0.041*2P 0.054***ab 0.029**ab

Mixture 0.115+ 0.1348 + 0.162 + 0.0374 £
0.044*2b 0.075***ab 0.05***ax*b 0.013**aP

Mixture + 0.1898 + 0.076 | 0.51 + 0.092**ab 0.2603 £ 0.085 0.4735 +

QUER 0.081***ab

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8). Le test t de Bonferroni a été utilisé pour des
comparaisons multiples. *** p <0,001; ** p <0,01 ; * p <0,05 statistique significatif par rapport au

contréle.

& comparaison avec le controle
b comparaison avec le solvant

L’activit¢ de la GST mitochondriale a également diminué dans toutes les régions du

cerveau, sauf dans le cervelet. Les résultats de cette étude ont montré une diminution de

I'activité de la GST (p <0,001 ; p <0,01 ; p <0,05), chez les groupes traités aux PYRs par rapport

au groupe témoin et au groupe solvant. Mais quand la quercétine a été co-administré avec les

pesticides, cette diminution a été évitée dans tous les groupes préventifs. Dans le cervelet,

I’évaluation de I’activité GST n’a montré aucune variation dans les rats traités par les pesticides

et les groupes de prévention, par rapport aux rats témoins et rats solvants (tableau 6).
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Tableau 6. L’activité de la GST mitochondriale dans les différentes régions du cerveau (Hippocampe,

Striatum, Cortex et Cervelet) chez les rats traités de facon chronique par DLT, BF et leur mélange
associé ou non a la QUER (Ul/mg de protéines).

Régions du cerveau
Traitement Hippocampe Striatum Cortex Cervelet
Témoin 0.136 + 0.041 0.144+0.039 |0.152+0.021 | 0.106 +0.036
Solvant 0.128 + 0.031 0.152 +£0.043 |0.149+0.023 | 0.109 +0.035
BF 0.069 + 0.021*2P 0.081+£0.022 |0.128 +0.013 | 0.118+0.017
BF + QUER 0.136 + 0.018 0.138 £+ 0.033 | 0.113+0.017 | 0.126 +0.013
DLT 0.088 +0.019**® | 0.096 +0.011 | 0.09 +0.023 0.078 £ 0.013
DLT + QUER | 0.151 + 0.036 0.148+0.033 | 0.163+0.044 | 0.138+0.029
Mixture 0.088 + 0.105 + 0.08 = 0.105 + 0.018
0.013x*axD 0.015* 0.01**=*ab

Mixture + 0.145 + 0.041 0.13+0.06 0.148 £+ 0.039 | 0.103 +0.018
QUER

Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n = 8). Le test t de Bonferroni a été utilisé pour des
comparaisons multiples. *** p <0,001; ** p <0,01 ; * p <0,05 statistiquement significatif par rapport
au controéle.

4 une comparaison avec le contréle.

b Comparaison avec le solvant.

4. Discussion

Le stress oxydatif est I’un des principaux mécanismes de toxicité courants, associ¢ a
beaucoup de pesticides et de substances persistantes (Lukaszewicz-Hussain, 2008). Dans la
présente étude, 1’effet des PYRSs et de leur mixture sur le taux de GSH dans les mitochondries
cérébrales a montré une sélectivité régionale, puisque ce tripeptide a augmenté de maniere
significative dans [I'hippocampe chez tous les groupes traités aux pesticides et
exceptionnellement dans le striatum pour le groupe traité par la mixture. Dans ce cas, on
remarque la compétence de I’hippocampe a corriger I'épuisement du GSH par la régénération
excessive de GSH sous stress oxydatif produit par effet toxique de ces PYRs. En mémes temps,
le GSH a été épuisé dans les autres régions du cerveau chez tous les groupes traités aux
pesticides. En effet, le GSH est une molécule cruciale du systéme antioxydant des neurones

(Pathak et Khandelwal, 2006), sachant que I’épuisement du GSH avait été remarqué dans le
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cerveau des patients parkinsoniens (Di Monte et al., 1992 ; Sechi et al., 1996) et dans le
processus de neurodégénérescence (Franco et al., 2009). Des études antérieures ont également
montré une perte de ce tripeptide apres exposition a longue durée aux POPs chez le rat (Lahouel
et al., 2016). Ce déséquilibre du statut redox pourrait étre justifié par le fait que le cerveau est
considéré comme particulierement sensible au stress oxydatif, en raison de sa consommation
élevée en oxygene combinée a sa faible performance dans la lutte contre le stress oxydatif, alors
que les PYRs s'accumulent souvent dans le cerveau en raison de leur propriéte lipophile (Ogaly
et al., 2015). Les agents antioxydants, GSH, CAT et GST sont capables de limiter les effets
toxiques des ROS sur les cellules et les organites subcellulaires par leur effet de piégeage
(Anandakumar et al. 2013). L épuisement du GSH peut augmenter le stress oxydatif et peut
également augmenter les niveaux des molécules excitotoxiques. Les deux types d’action
pourraient provoquer la mort des cellules neuronales des différentes régions cérébrales (Bains
& Shaw, 1997 ; Uttara et al., 2009).

Dans la présente étude, la matrice mitochondriale du cerveau traité par les deux PYRs et leur
mélange des rats a montré une diminution de GSH mitochondrial, par contre, la QUER a fait
maintenir ou augmenter les taux de GSH chez les groupes préventifs. Ces résultats peuvent étre
dus a la synthese de novo de GSH ou a une régénération du GSH aprés neutralisation des ROS
par les composés phénoliques. Ces résultats sont cohérents avec des études précédentes qui ont
montré une diminution des taux de GSH mitochondrial aprés 21 jours de traitement par
différentes doses de PYRs et cette réduction a été expliquée par la production excessive de ROS
(Ashar et Muthu, 2012 ; Dar et al., 2013 ; Mani et al., 2014).

Dans cette étude, vu leur réactivité élevée et leur courte durée de vie, les ROS ont été
analysés indirectement in vivo en mesurant le changement du taux des antioxydants
mitochondriaux, tels que la CAT et la GST. La réduction de I’activité de ces deux enzymes a
été observée dans les mitochondries apres I’administration chronique du BF, DLT et leur
mixture chez les rats. En effet, cette étude a montré que les PYRS ont diminué 1’activité de la
GST et de la CAT chez les mitochondries dans presque toutes les régions du cerveau, sauf dans
le cervelet ou l'activité de la GST a été maintenue & son taux normal ; ainsi, une résistance
particuliére a été enregistrée dans cette région du cerveau et ce, contre I'effet toxique de ces
pesticides. De plus, la quercétine semble jouer un role préventif contre la perte de 1’activité de
la GST et de la CAT, dans les mitochondries de différentes régions du cerveau, sauf dans le cas
du groupe traité par la BF+QUER dans le cortex du rat. Ce composé phénolique augmente aussi

significativement 1’activité de la CAT dans les mitochondries du cervelet lorsque les animaux
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ont été administrés préventivement par les deux PYRs associés avec la QUER. En effet, cette
enzyme a le pouvoir de détoxication et de métabolisation de plusieurs xénobiotiques (EI-
Shenawy, 2010 ; Dar et al., 2013), ce qui permet ainsi la conservation de I’homéostasie du stress
oxydant dans les mitochondries cérébrales, supportée par un systeme endogene : la disponibilité
du GSH, qui pourrait étre un facteur paralléle a I’activité de la GST qui assure la désintoxication
des radicaux libres (Ashar et Muthu, 2012 ; Dar et al., 2013). La CAT est une enzyme piégeante
des radicaux libres ; son activité a été réduite dans la matrice mitochondriale a la suite de
I’exposition chronique des rats aux PYRSs. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans
des travaux antérieurs qui montraient directement I’inhibition de cette enzyme par les PYRS ou
la perte de son activité sous I'effet néfaste d'une production et accumulation excessive des ROS
dans les mitochondries cérébrales (Dar et al., 2013).

En outre, de nombreux chercheurs ont indiqué que la DLT favorise la génération des
radicaux libres qui modulent positivement 1’expression des génes codant pour la CAT et la GST
(Chavez-Mardones & Gallardo-Escéarate, 2014). La réduction du GSH pourrait étre le facteur
limitant de I'activité de la GST (Ashar et Muthu, 2012), alors que la concentration en O2" inhibe
I’activité de la CAT (Kono et Fridovich, 1982 ; Abdel-Daim et al., 2016). Cette anomalie dans
le taux des différents systémes antioxydants pourraient étre le résultat d’une génération intense
des ROS induite par ces PYRs dans les mitochondries du cerveau qui, a leur tour, pourrait
entrainer une augmentation des taux de MDA, le produit final de la peroxydation lipidique
(Silva et Gammon, 2009 ; Lakroun et al., 2015).

Ainsi, les toxiques environnementaux peuvent attaquer directement les mitochondries
induisant la génération des ROS, ce qui peut induire davantage I'épuisement des défenses
antioxydantes et médient les réactions d'oxydo-réduction en favorisant les dommages
mitochondriaux, la génération de ROS et 1’épuisement des molécules antioxydantes dans la
cellule (Ahmed et al., 2008 ; Franco et al., 2009). Au niveau de la mitochondrie, la peroxydation
lipidique altere le métabolisme et induit I’ouverture des pores de transition de la perméabilité
mitochondrial (PTP). En effet, les résultats de la présente étude ont montré en général une
augmentation du gonflement mitochondrial chez les rats exposés aux PYRs, conduisant
probablement a I’induction de I’ouverture des PTP. Dans des études précédentes, de nombreux
travaux ont rapporté que l'apoptose pourrait étre induite par des changements de 1’équilibre dans
le statut redox mitochondrial qui inclut a la fois I’épuisement des systemes de défenses

antioxydants tels que la GSH, la SOD et la CAT, et I'accumulation des ROS, ce qui peut
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entrainer des dégats directs dans les mitochondries cérébrales (Shi et al., 2004 ; Assefa et al.,
2005 ; Baltazar et al., 2014).

L'administration de la QUER associée ou non a BF ou DLT a réduit les niveaux de MDA
et a augmenté les taux de la GST, de la CAT et de la GSH. Ces résultats suggérent qu’il y a une
activité antioxydante de ce compose phénolique, cela est en accord avec des résultats obtenus
dans des etudes précédentes, montrant que la QUER est une excellente chélatrice des ROS, qui

favorise la restauration de I’activité de 1'enzyme perdue lorsque les animaux ont été exposés a

des PYRs (Kebieche et al., 2009 ; Ashar et Muthu, 2012 ; Lakroun et al., 2015).

4. Conclusion

A la fin de cette étude, nous pouvons conclure que I'exposition chronique & de faibles doses
de BF et de DLT, seules ou dans un mélange, a produit un effet toxique sur les différentes
régions du cerveau. Les systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
mitochondriales ont été altérés par des anomalies dans I'nippocampe, le striatum, le cortex et le
cervelet par rapport aux rats témoins ; une telle augmentation importante dans le stress oxydatif
et dans le gonflement mitochondrial, signifie la perte du fonctionnement et de 1’intégrité
structurale des cellules et des mitochondries du cerveau. Cette altération, peut étre facilement
conduite vers une mort cellulaire et cela pourrait étre par conséquent un facteur étiologique des
maladies neurodégénératives. De plus, I'administration de la quercétine associée aux pesticides
a montré un potentiel puissant contre les ROS et la peroxydation lipidique qui a permis aux

mitochondries du cerveau de maintenir I'homéostasie rédox et 1’intégrité de leurs membranes.
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Chapitre 11 : Etude de ’'impact de I’exposition chronique aux pyréthrinoides
a faibles doses chez le rat adulte et la prévention par la quercétine :

évaluation du stress oxydant cytosolique.

1. Introduction

Il est trés connu que la génération des PYRs a remplacé des précédentes générations de
pesticides comme les organochlorés et les organophosphorés. Les PYRs initialement sont
considérés d’un point de vue environnemental, comme moins toxique et moins persistants,
lesquels sont devenus des pesticides de premier choix a utilisation agricole dans plusieurs pays
; néanmoins plusieurs études récentes ont mis en évidence des toxicités diverses de ces
composes chimiques (Ogaly et al., 2015 ; Syed et al., 2017 ; Gargouri et al., 2019). Cette
présente étude, qui vient apres I’évaluation de I’effet délétére de ces pesticides au niveau de la
mitochondrie, le site d’action de I’oxygéne et 1’organite le plus producteur des radicaux libres
0Xygeénés, a pour objectif d’¢élargir I’évaluation de 1’effet toxique de ces pesticides sur d’autres
compartimentation cellulaires tel que le cytosol au niveau des différentes régions du cerveau.
Pour cela, les paramétres de stress oxydatif enzymatique et non enzymatique sont évalués pour
mettre en évidence la généralisation possible de I’impact toxique que 1’on a vu au niveau
mitochondrial et la possibilit¢ de détecter une disparité d’effet dans les différentes
compartimentations cellulaires. Par ailleurs, cette exposition chronique, est associée a la
quercétine, connue pour étre une puissante molécule antioxydante selon des résultats publiés
par notre équipe, afin d’évaluer également son effet cytoprotecteur, contre les effets déléteres

géneérés par ces PYRs.

2. Matériel et méthodes

Cette étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de Recherche de Phytochimie et

de Pharmacologie (LPP), Université de Jijel.

2.1. Produits chimiques

Pour réaliser ce travail, on utilise la quercétine > 95% (HPLC) solide, fournie par Sigma
Aldrich, Germany ; les PYRs utilisés sont 02 insecticides : pour la deltaméthrine on utilise
Décis® 25 EC, fabriqué par Bayer CropScience, Valence, Espagne ; pour la bifenthrine on
utilise Bifenquick® 100 EC, fabriqué par Protection des Plantes Company, SL Espagne. Pour
I’évaluation des paramétres biologiques nous avons utilisé des produits et des réactifs

majoritairement provenant de Sigma, Germany.
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2.2. Les animaux de laboratoire

56 rat albinos Wistar femelles provenant de I’institut Pasteur d’Alger, agés de 04 a 06
semaines, ayant un poids corporel entre 170g et 190g. Ces rats ont été soumis a une période
d’adaptation de 15 jours environ, aux conditions de I’animalerie de la faculté des SNV,

université de Jijel, a une température voisine de 25°C et une photopériode naturelle.

Les rats ont été ¢élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une litiére
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée 03 fois par
semaine jusqu’a la fin de I’expérimentation. Les rats ont été installés par 07 en cages collectives
avec un acces libre a I’eau et a la nourriture (ad libitum) standard. Les rats sont répartis en huit

(08) lots.

2.3. Traitement des rats

Le traitement des animaux est réalisé par ’administration des solutions de pesticides et de
la quercétine aux mémes doses utilisées dans le premier chapitre. Les solutions administrées
aux animaux sont préparées chaque jour et gavées en utilisant une sonde métallique fixée a une

seringue et ce, quotidiennement pendant 4 mois, (tableau 7).

Tableau 7 : Répartition et traitement des animaux.

N° de lot Nombre | Traitement des rats par gavage intra-gastrique chaque jour
de rats pendant 120 jours
1 7 Animaux témoin recevant une administration de 01 ml d’huile de
Témoin mais pour chaque rat.
2 7 Animaux traités recevant une dose de BF de 3,72 mg/kg dissoute
BF dans 1 ml d’huile de mais.
3 7 Animaux traités recevant une dose de DLT de 2,6 mg/kg dissoute
DLT dans 1 ml d’huile de mais.
4 7 Animaux traités par une mixture recevant (BF de3.72 mg/kg +
MIX DLT de2 ,6 mg /kg) dissout dans 1mld’huile de mais.
5 7 Animaux traités recevant une dose de la quercétine de 5 mg/kg
QUER dissout dans 1 ml d’huile de mais.
6 7 Animaux traités recevant la bifenthrine + la quercétine (BF 3,72
BF+QUER mg/kg+ QUER 5 mg /kg) dissout dans I’huile de mais.

7 7 Animaux traités recevant la deltaméthrine + la quercétine (DLT

DLT+QUER 2,6 mg/kg+ QUER 5mg/kg) respectivement dissout dans I’huile de
mais.

8 7 Animaux recevant une mixture + la quercétine (BF 3,72 mg/kg +

MIX+QUER DLT2, 6 mg /kg + QUER 10 mg/kg) respectivement dissout dans
I’huile de mais.
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2.4. Prélevement des échantillons

2.4.1. Sacrifice des animaux et extraction du cerveau

A la fin de la période d’administration des pesticides et de la quercétine (BF, DLT et
QUER) de 04 mois, et apres un jelin d’une nuit, les animaux sont sacrifiés par décapitation.
Ensuite les cerveaux ont été rapidement prélevés aprés ouverture crénienne, rincés par le

tampon de lavage a froid, puis séchés a basse température (4°C) par du papier semi-absorbant.

La dissection du cerveau et I’extraction des 04 régions du cerveau se fait comme cité au
premier chapitre. Chaque région servira pour extraire le cytosol afin de doser les paramétres du
stress oxydatif : GSH, GST, GPx, CAT, SOD et MDA.

2.4.2. Extraction de la fraction cytosolique des tissus nerveux

Chaque région du tissu nerveux a été rincée au PBS, puis broyée en présence de 3 ml du
tampon phosphate de lyse (50 mM Tris-HCI ; 150 mM NaCl ; 1% triton x100 ; 5 mM EDTA ;
; pH 7,4), ensuite centrifugée dans une centrifugeuse Sigma 3-16 PK (made in Germany) a 600
9/15 min a 4°C pour enlever les débris cellulaires, le surnageant est récupéré et centrifugé une
deuxiéeme fois a 20000g /30 min a 4°C (figure 31); le surnageant constitue la fraction
cytosolique qui est récupérée et sa concentration en protéines est évaluée par la méthode de
Bradford (Bradford, 1976). Ce surnageant est utilisé pour la détermination du taux de MDA,
GSH et I’activité enzymatique de GST, GPx, SOD et CAT.

| |
tissu Nnerveux

Homogéndisation avec Récupération du
T2 Mmldu tompon da [Iyoe s“rnageant
‘-—_‘_‘ﬂ- 5 . ’\-.__.j -
Centrifugation a Elémination des Centrifugation a

Le surnageant
constitue le cytosol

600g/ 10 min a 4 °C débris cellulaires 200002/30 min a 4°C

Figure 31. Protocole d’extraction du cytosol a partir du tissu nerveux (Kamat et al. 2014).
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2.5. Techniques de dosages des parameétres de stress oxydatif

2.5.1. Evaluation de P’activité enzymatique de la CAT et de la GST cytosoliques et le taux
de GSH cytosolique

Les activités de la CAT et de la GST ont été déterminees selon les méthodes décrites par
Claiborne (1985) et Habig et al. (1974), respectivement, alors, que les taux de GSH ont été

évalués selon I'essai d’Akerboom et Sies (1981).

2.5.2. Dosage du malondialdéhyde cytosolique (MDA)

La peroxydation lipidique au niveau cytosolique est estimée par la mesure du taux de
MDA. Ce dernier est mesuré selon la méthode d’Okhawa et al. (1979). Brievement, on ajoute
a 0.5 ml de D’extrait enzymatique, 1,5 ml du milieu réactionnel contenant 5% de 1’acide
trichloracétique (TCA), 0,125% d’acide thiobarbiturique (TBA) et 0,52% de HCI. Le mélange
est chauffé a 100°C pendant 30 min. Aprés refroidissement, ce mélange a été ensuite soumis a
une centrifugation de 10 min a 16000 g et la densité optique a été mesurée dans le surnageant
a 530 nm. Le taux de MDA est calculé en utilisant le coefficient d’extinction molaire du MDA
15,6x107 M tcm™,

2.5.3. La superoxyde dismutase cytosolique (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante trés importante qui permet le maintien d’une basse
concentration de 1’anion superoxyde. Elle catalyse la dismutation de 1’02 en H>O> et en O>
selon la réaction suivante :

20°%+2H" 5 02+ H02

L’activité enzymatique de la SOD est évaluée selon la méthode de Beauchamp et Fridovich
(1971). Le principe de la méthode repose sur la capacité de I'enzyme & inhiber la réaction entre
le nitroblu-tétrazolium (NBT) et I’anion superoxyde produit suite a la photo-réaction de
I’oxygéne et de la riboflavine en présence d'un donneur d'électron comme la méthionine. La
réduction de NBT par I'anion superoxyde en Formazan peut étre suivie par spectrophotométrie
a 560nm. Une unité d'activité de la SOD est définie comme étant la quantité d'enzyme capable
d'inhiber 50% de la réduction de NBT. Briévement, 25 pul de la fraction cytosolique sont
additionnés a 1,5 ml du milieu réactionnel (cyanide de sodium 102 M ; NBT 1,76.10* M ;
EDTA 0,066 M ; riboflavine 2.10° M), 0,1 ml de méthionine (102 M) sont ensuite ajoutés et le
mélange est irradié avec une lampe de 15 watts pendant 10 min. L’absorbance est mesurée a

une longueur d’onde de 560 nm. La SOD est exprimée en UI/mg de protéine. Une unité de
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I’activité de la SOD est définie comme étant la quantité d’enzyme requise pour empécher la

réduction du NBT par 50 %.

. L sse Absorbance du controéle - Absorbance de I'essai
% d’inhibition = x 100

Absorbance du controle

SOD Ul/g protéines = % d’inhibition x 6,35/ g protéines.

2.5.4. La glutathion peroxydase cytosolique (GPx)

L’activité de la GPx est mesurée par la technique de Floh¢ et Gunzler (1984) modifiée en
utilisant le H2O> comme substrat. La formation de GSH peut étre détectée indirectement gréce
a I’ajout de I’acide 5,5"-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB). Le groupe sulfhydryl (-SH) du
glutathion réagit spontanément avec le DTNB et forme un composé jaune, 1’acide 5-thio-2-

nitrobenzoique (TNB).
La glutathion réductase catalyse la réaction suivante :
GSSG + NADPH+H* __, 2 GSH + NADP

La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace a 1’ajout de 5,5’dithiobis (2-acide
nitrobenzoique) (DTNB) :
GSH+DTNB — GSTNB+ TNB

Le TNB absorbe a 412 nm et permet de quantifier ’activité de la GR. Ainsi, pour chaque

molécule de GSH formée, il y aura formation d’une molécule de TNB.

Pour un dosage spectrophotométrique, 1 ml du milieu réactionnel qui contient [ 0,2 ml tampon
phosphate ( 0,1 M, pH : 7,4), 0,2 ml GSH (2mM), 0,1 ml d’azide de sodium (10mM), 0,1 ml
H202 1 mM, 0,2 ml cytosol ], est laissé agir 10 min a 37°C puis additionné de 500 ul TCA 5 %.
Le mélange est ensuite mis dans la glace, puis centrifugé pendant 5 min a 1500xg. 400 ul du
surnageant est récupéré et on lui ajoute 500 pl de tampon phosphate et 700 pl DTNB. Ensuite

on note I’absorbance mesurée a 412 nm chaque minute pendant 5 min.

L’activité de la GPx est calculée selon la formule suivante :
GPx=Y/X

Y=[DO Blanc - DO échantillon] /6.22

X = quantité de protéines dans 200ul de 1’échantillon (mg/ml).
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L’activité de la GPX est exprimée en nmoles de GSH consommé/min/mg de protéines.

2.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne (moyen £ SEM ; n = 7), et pour
mieux visualiser en utilisant I'office Excel 2016 pour représenter ces résultats sous forme des
graphiques et des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel Graph
Pad Prism 6. Des comparaisons ont été effectuées a 1’aide du test de Student et 1a signification
a été fixée a p <0,05, entre tous les groupes et le témoin. La signification de différence entre le
lot témoin et les lots traités est vérifiée en utilisant le test t « Student », et les résultats de la

comparaison sont évalués comme suivant :

- p > 0,05 = la différence n’est pas significative,

- (*) 0,05 > P > 0,01 = la différence est significative,

- (**) 0,01> P > 0,001 = la différence est hautement significative,

- (***) P < 0,001 = la différence est tres hautement significative.

La comparaison entre le les différents groupes est évaluée comme suivant :
Comparaison de BF avec BF+QUER : (#) < 0,05.

Comparaison de DLT avec DLT+QUER : (A) <0,05.

Comparaison de MIX avec MIX+QUER : (£) < 0,05.

3. Résultats

3.1. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur le statut redox dans les différentes

régions du cerveau
3.1.1. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur le taux de MDA cytosolique

Les résultats de I’effet des PYRs et leurs mixtures associées ou non a la quercétine sur les

taux de MDA cytosolique des différentes régions du cerveau sont représentés dans la figure 32.

Au niveau de I’hippocampe : des augmentations significatives au niveau du taux de MDA
cytosolique sont constatees chez les groupes traités par BF et DLT (p < 0,001) par rapport au
témoin et par rapport au groupes BF+QUER et DLT+QUER, respectivement; une
augmentation significative au niveau du groupe MIX par rapport au groupes témoin (p < 0,05)
et par rapport au groupe MIX + QUER (p < 0,05), les autres groupes ne présentent aucune

variation significative par rapport au groupe témoin.
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Figure 32. Effet de I’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la
quercétine, sur le taux de MDA cytosolique dans les 4 régions du cerveau. A : hippocampe ;
B : striatum ; C : cortex ; D : cervelet. Les résultats sont présentés par la moyenne +SEM, n
=7. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes : * p<0,05 ; **p <
0,01 ; *** p< 0,001. # comparaison de BF par rapport au BF+QUER ; 4 comparaison du
DLT par rapport au DLT + QUER ; £ comparaison de MIX par rapport au MIX+QUER.
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Au niveau du striatum : le MDA a présenté une augmentation significative, chez les
groupes traités par BF et DLT par rapport au témoin (p < 0,01), et par rapport au BF+QUER et
DLT+QUER respectivement ; d’autres part, une augmentation significative (p< 0,05) est
retrouvée chez le groupe MIX, par rapport au témoin ainsi, par rapport au groupe MIX+QUER.
En revanche, le traitement et le co-traitement avec la quercétine a amélioré le taux de MDA
cytosolique dans le striatum, chez tous les groupes co-traités de sorte que le taux de MDA ne

présente aucune variation significative par rapport au témoin

Au niveau du cortex : nous avons constaté que seulement le groupe traité par la mixture a
présenté une augmentation significative par rapport au témoin (p < 0,001) et par rapport au
MIX+QUER (p < 0,01), alors que le groupe DLT n’a présenté aucune augmentation
significative du taux de MDA par rapport au témoin (p> 0,05) ; néanmoins tous les autres
groupes traités par la quercétine seule ou associée au PYRs ne présentent aucune variation

significative du taux de MDA par rapport au témoin (p> 0,05).

Au niveau du cervelet : on a constaté une augmentation significative (p<0,01) chez tous
les groupes traités par les PYRSs seuls ou en mixture par rapport au groupe témoin, le traitement
et le co-traitement avec la quercétine a fait diminuer significativement (p<0,05) le taux de MDA

cytosolique par rapport aux groupes traités par les pesticides sans quercétine.

3.1.2. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur le taux de GSH cytosolique dans les

différentes régions du cerveau

Les résultats de I’effet des PYRS et leurs mixtures associées ou non a la quercétine sur les

taux de GSH sont représentés dans la figure 33.

Au niveau de ’hippocampe : les résultats de I’évaluation de GSH dans le cytosol des
différentes régions du cerveau ont montré une diminution significative (p < 0,01 ; p < 0,001)
des taux de GSH chez tous les groupes traités par les pesticides, sauf chez les groupes : BF et
BF+QUER, ou il y a une augmentation significative (p < 0,05) des taux de ce tripeptide.

Au niveau du striatum, le GSH a présenté une augmentation significative (p <0,001) chez
tous les groupes d’études sauf chez le groupe BF+QUER ou 1’augmentation est apparue non

significative par rapport au témoin.

Au niveau du cortex : seulement le groupe traité par la mixture a présenté une

augmentation significative du taux de GSH par apport au groupe témoin (p < 0,01), et par
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Figure 33. Effet de I’exposition chronique au BF

régions du cerveau. A : hippocampe ; B :

quercétine, sur le taux de GSH cytosolique dans les 4

=7.

résultats sont présentés par la moyenne £SEM, n

Le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes : * p<0,05 ;**p < 0,01 ;

Les

D : cervelet.

striatum ; C : cortex ;

***p< 0,001. # comparaison de BF par rapport au BF+ QUER; A comparaison du DLT par

rapport au DLT + QUER ; £ comparaison de MIX par rapport au MIX+QUER.
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rapport au groupe MIX+QUER (p <0,05), tandis que les autres groupes ne présentent aucune

variation significative.

Au niveau du cervelet : on a constaté une augmentation significative (p < 0,001) au niveau
du groupe traité par la BF ainsi, une augmentation significative (p < 0,01) chez les groupes DLT
et MIX par rapport au témoin ; néanmoins, la quercetine fait diminuer significativement (p<
0,05) les taux de GSH chez tous les groupes, co-traités par la QUER par rapport au groupes

traités par les PYRs seuls.

3.1.3. Effets des pyréthrinoides et de 1a quercétine sur I’activité enzymatique de la catalase

cytosolique dans les différentes régions du cerveau.
La variation de I’activité enzymatique de la CAT est illustrée par la figure 34.

Au niveau de hippocampe : I’activité¢ de la CAT a augmenté de facon trés hautement
significative chez le groupe BIF+QUER par rapport au témoin et par rapport au BF (p<0,05).
Tandis que les groupes DLT et DLT+QUER ont montré une diminution significative de cette
activiteé (p<0,05) par rapport au témoin, alors qu’aucune variation significative n’a été constatée

chez les groupes BF, MIX, QUER et MIX+QUER.

Au niveau du striatum : I’activité de la CAT a augmenté de fagon significative suite au
traitement par la DLT seule (p < 0,001) ou associé a la quercétine (p < 0,01) et cela par rapport
au témoin, une augmentation significative (p<0,05) est enregistrée également chez DLT par
rapport au DLT+QUER. Par contre chez les autres groupes une diminution de I’activité de cette
enzyme est trés hautement significative (p<0,001) chez le groupe MIX et trés significative
(p<0,01) chez le groupe MIX+QUER, et non significative (p>0,05) chez les groupes BF,
BF+QUER.

Au niveau du cortex : I’évaluation de I’activité de la CAT a montré une réduction
significative (p<0,01) chez les groupes : DLT et MIX+QUER. Une augmentation significative
(p<0,05) est enregistrée chez le groupe MIX par rapport au groupe MIX+QUER.

Au niveau du cervelet : cette activité présente une diminution significative (p< 0,05) au
niveau de tous les groupes traités par rapport au groupe témoin, cette diminution est trés
hautement significative aprées exposition chronique au PYRs seuls (p<0,001), trés significative
chez le groupe DLT+QUER (p<0,01), sauf chez les groupes QUER ou la diminution est non
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Figure 34. Effet de 1’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la
quercétine, sur 1’activité enzymatique de la catalase cytosolique dans les 4 régions du cerveau.
A : hippocampe ; B : striatum ; C : cortex ; D : cervelet. Les résultats sont présentés par la
moyenne = SEM, n =7. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes :
* p<0,05; ** p < 0,01 ; ***p< 0,001. # comparaison de BF par rapport au BF+ QUER; 4
comparaison du DLT par rapport au DLT + QUER ; £ comparaison de MIX par rapport au
MIX+QUER .
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significative. Une diminution significative de 1’activité (p<0,05) chez le groupe DLT par

rapport au groupe DLT+QUER a été également constatée.

3.1.4. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur ’activité enzymatique de la SOD

cytosolique dans les différentes régions du cerveau.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité enzymatique de la superoxyde dismutase suite a un

traitement chronique avec les PYRs et la QUER sont représentés dans la figure 35.

Au niveau de I’hippocampe : 0n a constaté que tous les groupes traités par la BF que ce soit
seule ou associée avec la DLT ou avec la QUER ont montré une ¢élévation de I’activité
enzymatique trés hautement significative (p <0,001) par rapport au témoin, tandis que le groupe
MIX+QUER a montré une diminution significative (p <0,01) de cette activité en comparant
avec le témoin. Le traitement avec la quercétine chez les groupes traités par la BF ou la MIX a
provoqué une diminution significative de I’activité de la SOD par rapport au traitement par BF
seul (p<0,05) ou MIX seul (p<0,05). L’activité de la SOD n’a pas mis en évidence aucune
variation significative apres le traitement par la DLT ou la QUER seuls ou associés.

Au niveau du striatum : activité enzymatique de la SOD chez les groupes traités par
rapport au témoin a montré une augmentation tres hautement significative (p<0,001) chez tous
les groupes traités par les PYRs, ainsi que le groupe DLT+QUER, une augmentation de
I’activité significative (p < 0,05) est enregistrée chez les groupes QUER et MIX+QUER. Une
augmentation significative (p <0,05) de I’activité est observée chez le groupe BF par rapport au
groupe BF+QUER.

Au niveau du cortex : I’analyse statistique de ces résultats a montré une augmentation trés
hautement significative (p<0,001) enregistrée chez les groupes MIX et DLT+QUER, ainsi une
augmentation trés significative (p < 0,01) enregistrée chez tous les autres groupes et cela par
rapport témoin. En ce qui concerne la comparaison entre les groupes, le groupe MIX+QUER a

montré une diminution significative (p <0,05) par rapport au groupe MIX.

Au niveau du cervelet : une augmentation tres significative (p<0,01) est observée au
niveau du groupe DLT par rapport au témoin ; une diminution trés significative (p < 0,01) est
notée chez le groupe MIX+QUER, alors qu’aucun changement significatif de I’activité de la
SOD, par rapport au témoin n’a été observé chez le reste des groupes. Le traitement par la
quercétine se traduit par une baisse significative de ’activité chez les groupes DLT+QUER
(p<0,05) et MIX+QUER (p<0,05) par rapport au groupes DLT et MIX respectivement.
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Figure 35. Effet de 1’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la
quercétine, sur ’activité enzymatique de la SOD cytosolique dans les 4 régions du cerveau. A :
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3.1.5. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur P’activité enzymatique de la GST

cytosolique dans les différentes régions du cerveau.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité enzymatique du glutathion-s-transférase, suite a

un traitement chronique avec les PYRs et la quercétine sont illustrés dans la figure 36.

Au niveau de I’hippocampe : tous les groupes traités par la DLT, MIX seuls ou associés a
la quercétine ont montré une diminution tres significative par rapport au témoin (p < 0,01) de
’activité enzymatique de la GST, alors qu’une diminution non significative est enregistrée chez

tous les autres groupes traités BF, QUER et BF+QUER.

Au niveau du striatum : P’activité enzymatique de la GST a augmentée de fagon treés
significative (p<0,01) au niveau des groupes DLT et BF+QUER par rapport au témoin.
Cependant, aucune différence significative n’a été enregistrée chez les autres groupes. D’autres
part, une augmentation significative de cette activité chez le groupe BF +QUER (p<0,05) par
rapport au groupe BF a été également notée.

Au niveau du cortex : une augmentation trés significative de I’activité enzymatique du

GST par rapport au témoin a été enregistrée chez le groupe BF (p < 0,01), et significative chez

le groupe BF+QUER (p < 0,05), alors qu’aucune différence significative par rapport au témoin
n’a été enregistrée chez le reste des groupes.

Au niveau du cervelet : une augmentation tres significative (p < 0,01) par rapport au témoin
de I’activité enzymatique de la GST a été observée au niveau des groupes BF et BF+QUER,
par contre, une diminution significative (p < 0,05) a été constaté chez les groupes DLT, MIX,
DLTH+QUER et MIX+QUER par rapport au témoin, aucun changement significatif n’est
observé chez le groupe QUER.

3.1.6. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur P’activité enzymatique de la GPx

cytosolique dans les differentes régions du cerveau.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité enzymatique du GPx suite a une exposition

chronique aux PYRs et la quercétine sont illustrés dans la figure 37.

Au niveau de I’hippocampe : 1’activité¢ enzymatique du GPx se varient entre les différents
groupes par rapport au témoin : on a noté une augmentation de I’activité tres significative (p <

0,01) chez le groupe BF+QUER et une augmentation significative (p < 0,05) chez le groupe
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BF par rapport au témoin ; par contre, les groupes MIX et DLT ont enregistré une diminution
significative (p < 0,05) et tres significative (p < 0,01) respectivement par rapport au témoin.
Cependant, pour les autres groupes aucun changement significatif de ’activité n’est enregistré.
D’autre part, le groupe DLT+QUER a montré une augmentation significative (p <0,05) de

I’activité par rapport au groupe DLT.

Au niveau du striatum: les groupes DLT et DLT+QUER et BF ont montré une
augmentation trés hautement significative (p<0,001), trés significative (p<0,01) et significative
(p<0,05) respectivement par rapport au témoin ; cependant, les autres groupes n’ont présenté
aucun changement significatif de 1’activit¢ de GPx par rapport au témoin. Le groupe
DLT+QUER a montré une diminution significative (p<0,05) de I’activité par rapport au groupe
DLT.

Au niveau du cortex : une augmentation significative (p < 0,05) de I’activité enzymatique
du GPx a été observée chez le groupe MIX que ce soit par rapport au témoin ou par rapport au
MIX+QUER, mais aucun changement significatif (p >0,05) n’a été observé chez tous les autres

groupes traités.

Au niveau du cervelet : une augmentation trés significative (p<0,01) de I’activité
enzymatique de GPx a été constatée chez le groupe DLT+QUER par rapport au témoin ; une
augmentation significative (p< 0,05) a été également enregistrée chez les groupes BF+QUER
et MIX +QUER. Tandis qu’une augmentation non significative (p>0,05) a été enregistrée chez

les groupes restants.
4. Discussion

Les PYRs sont des pesticides neurotoxiques agissant sur le voltage des canaux sodiques
dans les membranes des neurones. L'intoxication provoque la paralysie et la mort de
’organisme cible. Pendant plus d'un demi-siécle, on croyait que les PYRs n’agissent que par la
dérégulation rapide du systéme nerveux, sans aucun effet cytotoxique significatif. Cependant,
il a été prouvé que I'exposition aux PYRs peut entrainer la mort des neurones chez les animaux
adultes (Gargouri et al., 2018a), I’inhibition du développement du systéme nerveux chez les
nouveaux-nés des rongeurs et des dommages aux organes internes via les métabolites toxiques.
Des études récentes montrent que les PYRs altérent le fonctionnement des reins, entrainent

également une toxicité hepatique (Nieradko-lwanicka et Borzecki, 2016), changent la
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morphologie du sang (Khan et al.,2013), perturbent le systeme endocrinien (Mekircha et al.,

2018) et conduisent a un stress oxydatif (Nieradko-Iwanicka et Borzecki, 2015).

Le stress oxydatif est un désequilibre entre I’oxydation et I’antioxydation via la formation
d’un exceés de radicaux libres et/ou des ROS tels que 1’anion superoxyde (O°), peroxyde
d’hydrogéne (H203), le radical hydropyroxyle (HOO®) et les éspéces réactives de 1’azote
(RNS), tels que I’oxyde nitrique (NO) catalysé par 1’oxyde nitrique synthase (NOS) et le
peroxynitrite (Dringen, 2000 ; Lu et al., 2019), les résidus des PYRs par le biais de la génération
des ROS et les RNS peuvent modifier I’expression des génes et le taux des récepteurs protéiques

et des enzymes clés dans les différents tissus, comme le cerveau (Gargouri et al., 2019).

Les PYRs (la BF et la DLT) utilisés dans cette étude sont couramment utilisés par les
agriculteurs dans la région de Jijel, Algérie, et dans le monde, pour protéger leurs cultures et
leurs récoltes, a cause de leur faible toxicité présumée et leur courte persistance
environnementale (Li et al., 2019). Par ailleurs, les familles sont également exposées a ces
pesticides lors de leur utilisation pour éradiquer les moustiques (Somade et al., 2014). Les
résidus de ces pesticides contaminent tres souvent les matrices alimentaires directement ou non,
ce qui rend I’homme en exposition continue. Ces pesticides constituent un facteur majeur de
risque de troubles neurologiques et maladies neurodégénératives chez 1’homme fortement
exposé (Gargouri, 2019). Selon la littérature consultée, il existe un manque général d’études
toxico-environnementales en ce qui concerne des investigations étudiant une exposition
chronique de I’organisme vivant a ces deux pesticides seuls ou notamment en mixture, avec un
objectif prospectif sur une population générale exposée a des petites doses de ces produits

chimiques.

La présente étude évalue 'impact de DLT et BF et leur mixture, seuls ou associés a la
quercétine dans les différentes régions du cerveau via la variation du statut redox cytosolique
des différentes régions du cerveau et I’intégrité membranaire cellulaire en terme du niveau de

la peroxydation lipidique indiquée par le MDA.

La neurotoxicité des PYRs est attribuée principalement a leur action sur les canaux
sodiques a voltage dépendant ainsi que les canaux calciques et chloriques (Li et al., 2011 ;
Soderlund, 2012). Seulement cette neurotoxicité differe entre les différentes régions du cerveau
(Lahouel et al., 2016 ; Gasmi et al., 2017).
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Dans cette étude, I’exposition chronique aux PYRs étudiés et leurs mixtures a induit un
état de stress oxydatif cytosolique dans le cerveau. Plusieurs PYRs ont été rapportés pour
produire de la peroxydation lipidique dans les différentes régions du cerveau ; le niveau de la
peroxydation lipidique est mesuré par le taux de malondialdéhyde dans les différentes régions
du cerveau des rats témoins et rats traités (Dar et al., 2019 ; Lu et al., 2019). La présente étude
montre que le MDA qui est le produit final de la peroxydation lipidique est augmenté
significativement dans le cytosol chez tous les groupes traités par les PYRs seuls ou en mixture,
dans les différentes régions du cerveau : hippocampe, striatum et cervelet ; néanmoins le cortex
a présenté une résistance contre la peroxydation lipidique aprées traitement par DLT seul. Le
taux élevé de MDA est constaté seulement apres traitement par la mixture dans cette région du
cerveau. Des résultats similaires indiquant la résistance du cortex contre la peroxydation
lipidique induite par 1’exposition sont enregistrés chez Syed et al. (2017) mais seulement
pendant 15 jours de traitement par BF a 3,5 et 7 mg/kg, alors que le traitement pour 1 mois fait
augmenter le taux de MDA significativement dans toutes les régions du cerveau. Cette
résistance est révélée par ailleurs, apres des traitements chroniques par DLT a 0,32 mg/kg
(Gasmi et al., 2017) et par des POPs (pesticides et HAP) (Lahouel et al., 2016).

Etant composé hydrophobe, la BF peut s'accumuler dans les membranes cellulaires et les
perturber. Les substances réactives a l'acide thiobarbiturique TBARS sont des produits
d'oxydation majeurs des acides gras polyinsaturés peroxydeés, leurs niveaux élevés dans le
cerveau indiquent une augmentation de la peroxydation des membranes cellulaires et donc de
la présence de stress oxydatif inducteur, notamment par I’anion hydroxyle, ce qui peut entrainer
une perte de la structure et de la fonction de la membrane, une diminution de la fluidité
membranaire, une augmentation de la perméabilité membranaire, une inactivation des enzymes
liées a lamembrane telles que les ATPases et perte d'acides gras essentiels (Juurlink et Paterson,
1998 ; Abdallah et al., 2012). Ces résultats sont corroborés par des études antérieures faisant
état de la neurotoxicité des PYRs via la production des TBARS chez diverses espéces animales
(Abdallah et al., 2012 ; Khan et al., 2013 ; Syed et al., 2017).

En revanche, 1’administration de la QUER empéche les cellules membranaires de
contracter la toxicité du BF et DLT en réduisant les niveaux de TBARS, niveaux des protéines
carbonyles et maintient les activités de 1I’ATPase prés des valeurs normales. Les propriétés
antioxydantes de la QUER pourraient résider dans sa capacité a s’insérer dans les membranes
cellulaires et a modifier la fluidité des lipides (Nakagawa et al., 2000). Oteiza et al., (2005) ont

signalé que dans les membranes biologiques et dans les modéles membranaires, 1’interaction
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entre les composés phénoliques et la bicouche lipidique entraine soit la liaison a I’interface ou
I’inclusion lipide-eau dans D’intérieur de la bicouche, 1’emplacement ou la distribution
différente de ces molécules étant déterminée par leurs propriétés chimiques. En outre, il a été
suggére que les flavonoides puissent étre concentrés pres de la surface de la membrane afin de

nettoyer les radicaux oxygénés aqueux (Abdallah et al., 2012).

Les taux de GSH cytosoliques enregistrés dans les différentes régions du cerveau étudiées
ont montré également une selectivité régionale, laquelle a été notée également par les travaux
de Lahouel et al. (2016). Des taux élevés sont notés dans le striatum et le cervelet apres
traitement par BF, DLT et MIX. Les taux de GSH dans le cortex sont maintenus normaux, sauf
aprés traitement par la mixture ou I’augmentation est significative, tandis que dans
I’hippocampe, une variation d’effet sur la teneur de ce tripeptide a été constatée. La BF semble
n’avoir aucun effet reduisant pour les taux de GSH dans les différents organes. Dar et al., (2015)
ont trouvé les mémes résultats dans le cerveau. En effet, des concentrations relativement faibles
sont enregistrees chez les groupes DLT et MIX dans 1’hippocampe, alors que son épuisement
dans cette région apres traitement par DLT et MIX peut étre dd a la production intense des ROS
qu’il faut scavenger par GSH qui va étre consommé avec le temps (Gasmi et al., 2017). Cet
épuisement de GSH neuronal pourrait contribuer a la dégénérescence neuronale, selon plusieurs
mécanismes, notamment une altération de la fonction respiratoire mitochondriale, une apoptose
accélérée et une altération du balayage des ROS (Reyes et al., 2016). En fait, le systéeme
antioxydant de GSH est trés important pour la défense contre les ROS par le fait qu’il soit
impliqué dans les systémes de défense antiradicalaire (Dringen, 2000 ; Shivanoor et David,
2014).

Le taux de GSH dépend de deux facteurs : enzymes : GPx et GR. La GR catalyse la
réduction du glutathion oxydé (GSSG) sur glutathion réduit (GSH). Il participe a la maintenance
du glutathion sous forme réduite (Dringen, 2000 ; Zabaiou et al., 2016). En effet, le cerveau a
relativement une faible teneur en GSH qui differe entre les différentes régions du cerveau, elle
varie entre 1-2 umol/g de poids alors que le foie contient 8-10 pmol/g, bien que la plupart du
GSH du cerveau se localise dans les astrocytes, ce dernier contient aussi une faible activité de
GPx, ainsi une faible activité de GR, ce qui explique le taux faible de GSH en rendant ainsi le
cerveau vulnérable vis-a-vis de la production d’un excés de peroxydes (Juurlink et Paterson,
1998 ; Dringen, 2000). La diminution des taux de GSH dans I’hippocampe aprés exposition aux
DLT et MIX est probablement le résultat d’une augmentation de son utilisation par rapport a

son turnover, sous les conditions de stress oxydatif cellulaire provoqués par ces PYRs (Khan et
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al., 2013 ; Dar et al., 2015 ; Sharma et al., 2018), cette diminution peut déclencher également
I'activation de la 1,2 lipooxygénase neuronale qui conduit a augmenter I'afflux de calcium et
induit I’apoptose (Kaur et al., 2019), ce qui est le cas avec I’hippocampe dans la présente. Dans
le cortex, les résultats ne présentent aucune réduction des taux de GSH par rapport au témoin,
cette teneur normale de GSH fait protéger le cortex contre les ROS qui rendent la cellule
protégée contre les dommages oxydatifs ce qui se traduit par une peroxydation lipidique
réduite, ce qui est le résultat apres traitement de cette région par DLT et BF ; sauf que le
traitement de ce dernier par la MIX fait augmenter significativement le niveau de GSH, cela est
expliqué par une induction de la synthése de GSH aprés 1’état de stress oxydatif provoqué par
I’exposition chronique a la MIX, ce qui se traduit par un niveau significativement ¢levé de LPO
comme le montrent les résultats de MDA dans cette région. Le méme cas s’est révélé avec le
cervelet, ou 1’augmentation des taux de GSH apres exposition au BF, DLT et MIX est en
paralléle avec I’augmentation des taux de la LPO chez les mémes groupes. La QUER, composeé
phénolique végétal, est pourvue d’un potentiel antioxydant et cytoprotecteur prouveé, qui est di
a son grand nombre de substitutions d'hydroxyle qui, en outre, est corrélé a sa capacité de
donner des électrons (Kaur et al., 2019). Le co-traitement des PYRs utilisés dans cette étude
avec la QUER a fait augmenter ’effet antioxydant dans le cerveau se traduisant par un taux
normal de GSH dans le cervelet lorsqu’elle est coadministrée avec lesPYRs (Sharma et al.,
2018), par contre cette molécule semble n’avoir aucun effet par rapport au taux de GSH dans

I’hippocampe.

Le cerveau qui constitue 2% de la masse corporelle, consomme 20% de I’oxygene et le
reste est consommé par le corps. La consommation de I’oxygeéne est proportionnelle a la
production des ROS notamment le peroxyde d’hydrogene, d’ou vient la nécessité d’un systéme
antioxydant chélateur des ROS. En plus du systeme utilisant le GSH, toutes les cellules utilisent
de multiples stratégies pour gerer ses états de stress oxydatif en particulier le systeme
antioxydant enzymatique (Juurlink et Paterson 1998). Le GSH joue son r6le antioxydant en
synergie avec les antioxydants enzymatiques : GPx, GST, CAT et SOD contre la toxicité

provoquée par les PYRs (Gasmi et al., 2016 ; Syed et al., 2017).

La GST, une famille d’enzyme de la phase II de biotransformation détoxifie les
xénobiotiques en catalysant leur conjugaison avec le GSH pour produire des composés plus
hydrosolubles et moins toxiques (Gasmi et al., 2016, Lahouel et al., 2016). L’augmentation de
’activité enzymatique de la GST est observée dans les différentes régions aprés exposition

chronique aux PYRs : dans le striatum aprés exposition chronique au DLT, BF+QUER, et dans
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le cortex et le cervelet apres exposition des animaux au BF et BF+QUER. L’augmentation de
I’activité observée dans cette étude peut étre attribuée a la production excessive des ROS et au
taux élevé de MDA. Néanmoins, ces résultats sont en contradictions avec différentes études
(Gasmi et al., 2016). Cette augmentation peut étre due a une induction de I’expression des génes
de la GST provoquée par les PYRs comme la DLT dont le mécanisme est encore mal connu
(Hu et al., 2019 ; Kaur et al., 2019). Dans cette étude une diminution significative de I’activité
enzymatique du GST est observée dans I’hippocampe et le cervelet aprés exposition chronique
aux PYRs et leurs mixtures, cette diminution peut étre expliquée par ’affinité du GST avec
plusieurs xénobiotiques hydrophobes tels que les PYRs (Dar et al., 2015 ; Sharma et al., 2018).
De plus, la GST est nécessaire pour la détoxification d'especes réactives de I'oxygene par
conjugaison avec le groupe sulfhydryle du GSH, sa faible disponibilité endogéne pourrait étre
un facteur limitant et influence par conséquence la fonction protectrice de cette enzyme. Par
ailleurs, la baisse de Il'activité de la GST est naturellement due a l'inhibition de I'activité de la
transcription du géne de la GST ce qui est le cas dans I’hippocampe (Khan et al., 2013 ; Kaur
etal., 2019).

Les enzymes antioxydants GPx CAT et SOD présentent différentes activités en fonction
des types des PYRs ainsi que les parties régionales du cerveau.

L’hippocampe en faveur du stress oxydatif est caractérisée par une chute significative du
potentiel antioxydant du GPx apres exposition au DLT et MIX, cette diminution de I’activité
potentialise la génération de radicaux superoxyde et peroxyde d'hydrogeéne dans I’hippocampe.
Ceci conduit en outre a la peroxydation des lipides dans la membrane, entrainant une
augmentation de la peroxydation lipidique observée dans cette étude via la teneur élevée de
MDA. Ces résultats se concordent avec les études de Dar et al. (2015), Gargouri et al. (2018a),
Syed et al. (2017) et Rajawat et al. (2019), une telle diminution est expliquée dans d’autres
travaux par le taux massif de radicaux libres généres par la métabolisation des PYRs d’un c6té,
et de I’autre c6té de son épuisement par saturation ou par dégradation (Dar et al., 2015 ; Gasmi
et al., 2016). Une telle diminution est révélée par les travaux de Dubey et al. (2012) et Saoudi
et al. (2017) aprés traitement par DLT ainsi par un autre PYR, la cyperméthrine (CYP). Etant
donné que I'activité de GPx dépend du niveau de GSH, la diminution des taux de GSH, chez
les groupes de cette région est associée a l'utilisation accrue de GPx pour la détoxification des
radicaux libres toxiques induits par la DLT et la MIX, et la production de H202, qui pourrait
entrainer une diminution significative de la GPx dans les groupes exposés a ces PYRs (Dubey

et al., 2012). Une augmentation de I’activité enzymatique du GPx est également montrée dans
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cette étude dans le striatum et le cervelet aprés exposition aux PYRs, d’aprés Nieradko-
Iwanicka et Borzecki (2016), dans le stress oxydatif, une régulation des génes codant pour les
enzymes antioxydantes peut se produire. Les GPxs sont des enzymes contenant le sélénium
(Se). L'activité de la GPx dans les cellules peut augmenter avec I’apport suffisant de Se fournit
par l'alimentation qui maximise l'activité enzymatique. Apparemment, les métabolites de la
DLT (3-PBA (d’acide 3-phénoxybenzoique) et Br2CA) ne présentent pas un risque élevé pour
le fonctionnement de ces régions du cerveau, ce qui suggere que le striatum et le cortex
pouvaient neutraliser les espéces ROS formées en réponse a une intoxication par la DLT
(Nieradko-lwanicka et Borzecki, 2016).

La SOD est la premiére et principale ligne de défense contre I'action de 1’O2" et d'autres
espéces réactives de l'oxygéne (ROS). Les radicaux superoxydes sont produits dans les
mitochondries et le réticulum endoplasmique a la suite de I'auto-oxydation des composants de
la chaine de transport d'électrons. La SOD catalyse la dismutation du superoxyde en peroxyde
d'’hydrogéne et en oxygene (Dubey et al., 2012).

L’activité enzymatique de la SOD a diminué dans plusieurs études apres traitement par la
DLT dans les différents organes, cette diminution est trouvée par Xu et al. (2015) et Nieradko-
Iwanicka et Borzecki (2016) dans le foie, ainsi que par Saoudi et al. (2017) dans les reins et le
cerveau et Rajawat et al. (2019) dans les différentes régions du cerveau chez la souris. Cette
activité présente une diminution aussi apres exposition a la BF (5 mg/kg/jour pour 30 jours)
dans le cerveau (Dar et al., 2015) et dans les régions du cerveau, le cortex, le striatum et
I’hippocampe apres exposition a 3,5 et 7 mg/kg/jour de BF pour 1 mois (Syed et al., 2017). Des
résultats similaires sont trouvés dans la présente étude apres exposition chronique de

I’hippocampe a la DLT.

Néanmoins, des résultats différents sont obtenus de la présente étude ou I’activité de la
SOD aprés exposition aux PYRs a présenté une augmentation significative dans les autres
régions du cerveau étudiés, cette augmentation peut étre expliquée par le pouvoir du cerveau a
neutraliser les especes de ROS formées en réponse a 1’intoxication par DEL et BF (Nieradko-
Iwanicka et Borzecki, 2016) a cause de la dose la plus faible et la durée chronique d’exposition
par rapport aux €tudes citées. Des résultats similaires sont trouvés lors de 1’étude de 1’effet de
la DLT et la QUER chez les poissons, ils ont trouvé que le traitement par la DLT induit la
synthése de la SOD alors que la combinaison entre la QUER et la DLT provoque sa diminution
(Bhattacharjee et Das, 2017).
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Une autre étude récente a mentionné également 1’induction du systéme antioxydant
enzymatique dans le foie et les reins suite a une intoxication aigue par la DLT a 64,9 mg/kg
pour une seule administration, cette augmentation pourrait étre en raison de I'induction par le

stress oxydatif pour éliminer ou prévenir la formation de radicaux libres (Anitha et al., 2019).

La CAT est une enzyme contenant de I'neme située dans les peroxysomes qui catalyse la
dismutation de H20- en eau et en oxygéne. Cette enzyme est importante pour I'élimination du
peroxyde d'’hydrogene généré par la SOD (Yonar et Sakin, 2011 ; Khan et al., 2017). La
diminution de I’activité de la CAT a été rapportée dans différents organes des rats exposés aux
PYRs (Khan et al., 2017). La présente ¢tude montre également une diminution de I’activité
enzymatique de la CAT apres exposition chronique aux PYRs dans toutes les régions du
cerveau étudiées, cette réduction de ’activité antioxydante est révélée par plusieurs autres
études (Dar et al., 2015 ; Abdel-Daim et al., 2016 ; Syed et al., 2017). La réduction de I’activité
de cette enzyme favorise la génération des radicaux superoxyde et peroxyde d'hydrogéne dans
les différentes régions. Ceci conduit en outre a la peroxydation des lipides dans la membrane,
entrainant une augmentation de la peroxydation lipidique qui est révélée dans cette étude. La
querceétine et ses métabolites ont une capacité de diffusion plus élevée dans les membranes
biologiques et possédent donc une propriété de piégeage élevée ainsi qu'une propriété de
régulation rédox dans le systeme bicouche lipidique, elle peut traverser la barriere
hématoencéphalique et rejoindre le systéme nerveux central lorsqu’elle est administrée par voie
orale (Paulke et al., 2006). La co-exposition des rats aux PYRs associés a la QUER a atténué
I’effet toxique de ces PYRs dans les différentes régions du cerveau, ces résultats sont en

concordance avec ceux de Gasmi et al. (2017) et Kaur et al. (2019).

5. Conclusion

L’exposition des rats aux PYRS seuls ou en mixture présente un déséquilibre du statut redox
au niveau cytosolique dans le cerveau, I’hippocampe et le striatum en faveur du stress oxydatif
sont caractérises par une chute significative du potentiel antioxydant. En effet, la peroxydation

lipidique est accentuée et une perte énorme de la teneur cellulaire en GSH et ’activité

antioxydases telles que la SOD, CAT, GPx et GST.

L’utilisation de la QUER comme molécule protectrice contre les effets déléteres des PYRs
a amelioré de fagon significative le statut redox cytosolique dans les différentes régions du
cerveau, ce qui confirme ses vertus contre le stress oxydant en renforcant indirectement les

systéemes oxydants cellulaires ou en scavengeant directement les ROS.
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Chapitre 111 : Variations neurocomportementales chez le rat adulte exposé

chroniquement aux pyréthrinoides a faibles doses et I’effet de la quercétine.

1. Introduction

L’étre humain est le seul animal capable de rapporter verbalement ce qu'il ressent, ce qu'il
percoit et ce qu'il sait. Pour mieux comprendre les processus émotionnels, perceptuels et cognitifs
des autres animaux, un scientifique ne peut qu'observer leur comportement (Carter et shieh, 2015).
L'association entre [I'exposition aux pesticides et les effets neurocomportementaux et
neurodéveloppementaux suscite de plus en plus d'inquiétude. Pendant de nombreuses années, les
maladies neurodégenératives telles que la maladie d’ Alzheimer et la maladie de Parkinson ont été
I’un des principaux axes de la recherche en neuroscience pour comprendre les altérations
cellulaires et le mécanisme de la physiopathologie. Les PYRs de synthése semblent avoir un effet
direct sur les neurones, et sont souvent utilisés comme modeles induisant le deéficit
neurocomportemental chez les mammiféres et I’homme (Mani et al., 2014 ; Syed et al., 2017). Le
but du neuroscientifique du comportement est non seulement de caractériser le comportement d’un
animal, mais également d’identifier et de décrire les corrélats génétiques, biochimiques et
cellulaires de ce comportement. Par conséquent, les neurosciences comportementales n'existent
pas isolément, mais plutbt en combinaison avec des systemes et des techniques moléculaires
(Carter et Shieh, 2015). Les récentes études comportementales ont montré que 1’apprentissage et
la mémoire sont les plus particulierement touchés chez les individus suite a une exposition
chronique a des xénobiotiques environnementaux. Une des explications a cette observation réside
donc dans I’effet d’une telle exposition aux PYRS sur les processus a la base de la mémoire, que

I’on tentera d’analyser (Rouviére et Delmas, 2002).

Cette approche est parmi les premiéres dans notre faculté ayant pour but d’évaluer les effets
neurotoxiques induits par 1’exposition aux PYRS sur le comportement global des animaux.
Toutefois, une batterie de tests d’ordre neurocomportemental est choisie pour évaluer 1’état de la
dépression, de I’anxiété, de ’activité locomotrice, de I’apprentissage spatial et non spatial et de la
mémoire d’une part, et d’évaluer également I’effet protecteur de la quercétine d’autre part. Pour
atteindre cet objectif, plusieurs tests ont été élaborés tels que : le test de la piscine de Morris, test
d’Open Field, test de labyrinthe en croix surélevée, test de la nage forcée et le test de sucrose (test

d’anhédonie).
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2. Matériel et méthodes
2.1. Matériels

L’¢étude neurocomportementale a été effectuée au niveau de ’animalerie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie, université de Jijel. 56 rats albinos Wistar femelles provenant de
I’institut Pasteur d’Alger, agés de 04 a 06 semaines, ayant un poids corporel entre 170 g et 190 g.
Ces rats ont été soumis aux mémes conditions d’hébergement et de traitement chronique par les

pesticides et la quercétine appliguées dans les chapitres précédents.

2.2. Méthodes

Durant 4 mois d’exposition journaliére aux PYRs et & la quercétine, plusieurs tests
neurocomportementaux ont été réalisés pendant le dernier mois de la période d’exposition, pour
évaluer D’effet des pesticides sur la potentialité neurocomportementale des animaux, en
I’occurrence la mémorisation, 1’apprentissage, 1’anxiété et la dépression, en faisant soumettre les

rats a des tests standardisés.

2.2.1. Tests de mémorisation et d’apprentissage
2.2.1.1. Test de Morris (Morris water maze) MWM

a. Description générale

L'apprentissage et la mémorisation spatiale ont été testés par 1’évaluation des capacités des rats
a mémoriser et a gérer I’information spatiale pour échapper a une situation aversive (I’eau tiede
d’un bassin) en atteignant un refuge le plus rapidement possible (une plate-forme non visible
immergée a 1cm sous la surface) ; selon la procédure de Morris (1981) et de Weitzner et al. (2015)
Iégerement modifiée. Le labyrinthe aquatique consistait en un bassin circulaire (diametre 150 cm
; hauteur 50 cm), divisé en quatre quadrants de taille égale. Au cours des tests, la piscine était
remplie d’eau a 22 + 2°C. Une plate-forme cylindrique (diametre de 10 cm ; hauteur de 25 cm) a
été placée a l'intérieur du réservoir, la partie supérieure étant immergee a 1 cm de la surface de
I'eau, au centre de I'un des quatre quadrants du labyrinthe. L'eau était rendue opaque par le lait en
poudre. Les animaux ont été soumis a quatre essais par jour pendant six jours consécutifs (séances
d’entrainement). Chaque essai a commenc¢ a partir de I’un des quatre points attribués sur différents
quadrants arbitraires du réservoir circulaire. La durée maximale de chaque essai était de 60
secondes, chaque essai étant séparé par un intervalle de temps de 60 secondes. Au début de chaque
essai, le rat a été placé dans la piscine avec le nez dirigé vers le mur depuis l'une des quatre

positions de départ. Si le rat n'a pas localisé la plate-forme dans les 60 s, I'animal a ensuite été
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place sur la plate-forme pendant 20 s. Vingt-quatre heures apres la derniére séance d'entrainement ;
le niveau d’acquisition de la tiche a été¢ évaluée par un essai avec sonde consistant a nager
librement pendant 60 secondes sans la plate-forme d’évasion. Le temps de latence nécessaire pour
trouver la plate-forme d'évacuation pendant les seances d'entrainement, ainsi que le temps cumulé
dans le quadrant ou se trouvait la plate-forme et la fréquence de passage par la zone de la plate-
forme pendant le test de la sonde, ont été analysés. Les vidéos enregistrées de toutes les séances
des tests sont analysées manuellement par vision directe de la vidéo et la mesure du temps de

chaque parametre se fait en méme temps par le chronométre.

b. Procédure

1. Le bassin est ramené et mis dans un bon endroit pour ne pas déplacer apres.

2. Le micro portable avec un logiciel d’enregistrement des vidéos est placé dans un haut endroit
de sorte que tout le bassin sera clairement photographié.

3. Le bassin est rempli avec de I'eau du robinet et, a lI'aide d'un thermometre, la température de
I'eau est maintenue a environ 21°C tout au long des tests.

4. Des affiches de papier (04) de couleurs différentes sont placées sur les quatre cotés de la piscine
a une hauteur de 6 cm afin de ne pas étre mouillées, pour aider le rat a déterminer I'emplacement
(indices spatiaux).

5. Le rat est placé délicatement dans la piscine, le chronomeétre est démarré et I’enregistrement de
la vidéo par le micro portable est vérifiée. Le rat a eu le temps de 1 min pour localiser la plate-
forme claire. Une fois que le rat a localisé la plate-forme, il attend 20 secondes sur la plate-forme.
6. Si I'animal trouve la plate-forme et saute ou tombe, le rat sera ramassé et replacé sur la plate-
forme

7. Si l'animal ne parvient pas a trouver la plate-forme dans 1 minutes, il sera ramassé et replacé
sur la plate-forme pendant 20 s.

8. Apres 20 secondes sur la plate-forme, le rat est retiré de la plate-forme et passé pour séchage
par des serviettes chaudes puis placeé dans une cage propre et chaude.

9. Le labyrinthe est nettoyé des débris avec un filet aprés chaque essai de rat afin de perturber les
signaux olfactifs.

10. Ces étapes sont répétées pour chaque rat du groupe. Apres que chaque rat ait terminé le premier
essai, il change le quadrant de départ pour chercher la plate-forme.

11. Ces procédures sont effectuées pour 4 essais a partir des quatre quadrants différents de départ,

pendant les 6 premiers jours de test.
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Remargue : un chronomeétre manuel est utilisé pour assurer la précision de I’enregistrement des
vidéos de suivi.
12. Le test de sonde (test sans plateforme) s’est déroulé apreés 24h du dernier test d’entrainement

(apres le sixieme jour) :

- La plate-forme est retirée.

- Un rat est relaché a partir d'un point de libération prédéterminé.
- Chaque rat est laissé nager pendant 60 secondes.

- 04 essais de sonde sont effectués en modifiant chaque fois le point de libération.

Au cours des séances d’entrainement : Le premier jour, la plateforme est disposée clairement
pour le rat, les jours de 2 a 6 d’habituation : la plateforme est immergée par I’eau rendue opaque

par la poudre du lait, le jour 7 était le test de sonde ou la plateforme est totalement enlevée et I’eau

est restée opaque (figure 38).

Figure 38. Test de la piscine de Morris. (a) Jour 1 : session d'habituation ou la plateforme est clairement
évidente pour I'animal. (b) Du jour 2 au jour 6 : séances d'entrainement au cours desquelles I'animal
apprend a trouver la position de la plate-forme cachée. Le temps de latence pour trouver la plate-forme
d’évasion reflétent la capacité de I’animal a acquérir les informations. Le temps de latence pendant le
méme jour refléte la mémoire de travail (c) Jour 7 : essai avec sonde ou la plateforme est retirée et I'animal
subit une séance de nage libre de 60 s. Le temps cumulé dans le quadrant ou se trouvait la plate-forme
refléte la rétention de mémoire de I'animal.

c. Parameétres mesurés

Les vidéos enregistrées tout au long des sessions de test, qu’il s’agisse des tests d’entrainement
ou du dernier test de sonde servent de référence pour extraire les résultats numériques sous forme
de temps, ceci apres traitement des résultats en visionnant et en calculant le temps pris par le rat
par le chronometre. Le premier paramétre calculé est le temps de latence en secondes (s), temps
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nécessaire au rat pour atteindre la plateforme (il ne depasse pas 60 s) ; tandis que dans le test de
sonde , la force du rappel de la position de la plateforme est évaluée en analysant le temps passé a
I’emplacement virtuel de la plateforme, la mémoire de travail est évaluée aussi durant les tests
d’entrainement, elle consiste a calculer et comparer le temps de latence entre les 04 essais du méme

jour pour chaque rat, en choisissant un ou plusieurs jours d’entrainement.

2.2.1.2. Test de Barnes (Barnes maze) BM

a. Description générale

Le test du labyrinthe de Barnes, décrit pour la premiére fois en 1979 par Carol Barnes dans le
but d’évaluer I’apprentissage et la mémoire spatiale chez les rongeurs. Ce test est trés bien adapté
aux souris et aux rats de par leur tendance a se cacher dans les petits trous de leur environnement
(Barnes et al, 1979).

Le labyrinthe de Barnes consiste en une table circulaire de 1,2 métre de diametre et 1 métre
de hauteur, percée de 20 trous autour de la circonférence chacun de 10 cm de diametre et placée
dans une piece avec des repéres visuels a la périphérie (Figure 39). Tous les trous sont des faux
trous ne permettaient pas a I’animal d’entrer dedans, mais un seul trou mene a un tiroir (30 cm X
20 cm x 15 cm), une boite noire dans lequel I'animal peut se cacher. Un rongeur est naturellement
motivé pour éviter les espaces ouverts et les lumiéres vives et tente donc de trouver le tiroir obscur.
Lors des premiers essais, I'animal a été conduit doucement dans le tiroir. Dans les essais ultérieurs,
I'animal est placé au centre de la table et doit trouver la boite de dépot lui-méme. Aprés quelques
essais, les animaux se souviennent généralement du trou dans lequel se trouve le tiroir et procedent

rapidement et directement vers le trou.
b. Procédure

Le test s’est déroulé, au niveau de I’animalerie pendant 07 jours successifs, de 13h a 16h en

silence totale.

1. Le premier jour (pré-entrainement), les rats étaient formés pour entrer dans la boite
d'échappement (trou cible) en les plagant dans le trou pendant 2 min, donc chaque rat sera guidé
vers la boite de secours, ou il va rester pendant 2 min. Apres cette séance de pré-entrainement,

toutes les séances d’entrainement restantes seront filmées.

2. La lumiere blanche est allumée (ampoule de 16 watts directement mis au-dessus du labyrinthe),

elle est utilisée comme facteur de refuge pour le rat.
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3. Les affiches sont placees « ne pas entrer » a I'extérieur de la porte de I’animalerie.

4. La caméra du micro portable est configurée et fixée dans un haut endroit afin qu’elle puisse

filmer toute la surface du labyrinthe.

5. Le premier rat est retiré doucement de sa cage d'origine, et placé dans la grande boite en
plastique.

6. La boite en plastique avec le rat a I’intérieur est placée au centre du labyrinthe pendant environ

10 secondes (figure 39).

7. Le micro portable situé a une distance de ~100 cm du labyrinthe est mis en marche pour
enregistrer la vidéo (la vidéo commence par le numéro de rat, de lot et de jour mentionnés dans

une feuille pour faciliter le traitement apres.

8. L’animal est enlevé doucement de la boite et placé sur le centre du labyrinthe et le chronomeétre

est mis en marche.
9. L’enregistrement est arrété lorsque I'animal a eu ses quatre pattes a I'intérieur du tiroir.

10. Si le rat n’est pas parvenu a entrer dans le tiroir dans les 5 minutes, il aurait guidé doucement

vers le tiroir. Le rat est laissé dans le tiroir pendant 2 min.
11. Le rat du tiroir est placé dans une deuxiéme cage.

12. L'éthanol a 70% est vaporisé sur le dessus du labyrinthe et le tiroir puis essuyé, pour enlever

les traces olfactives de passage précédent du rat.

13. Ces étapes sont répétées jusqu'a ce que tous les rats soient testés pendant sept jours consécutifs,
chaque rat est testé pour 1 essai / jour.

c. Paramétres mesurés

Le rat est resté sous la boite fermée 10 s apres quoi la boite est retirée et le rat était libre
d’explorer le labyrinthe pendant 5 min au maximum. Pendant ce temps les paramétres mesurés
sont :
1. Temps de latence primaire, signifie le temps nécessaire pour que le rat trouve le tiroir.
2. Temps de latence total qui signifie le temps passé pour que le rat entre totalement dans le tiroir.

3. L’erreur primaire signifie le nombre total d’erreurs (essais d’entrer dans des trous incorrects).
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4. L’erreur totale signifie le nombre d’erreurs primaire + le nombre d’essai sans entrer dans le

bon trou.

Figure 39. Test de Barnes a : début du test , le rat est mis au centre du labyrinthe sous une boite fermee ;
b : le rat pendant le test cherche le vrai trou.Le temps de latence total est le temps passé par le rat pour
entrer par ces 04 pattes dans le vrai trou. Le temps de latence primaire est le méme temps passé mais pour
aquérir et trouver le bon trou sans entrer. Le nombre d’erreur primaire est le nombre de tentative d’entrer
dans des trous incorrects. Le nombre d’erreur total est le nombre d’erreur primaire plus le nombre de
tentative d’entrer dans le bon trou sans entrer.

2.2.1.3. Test de reconnaissance d’objet (novel object recognition) NOR

a. Description générale

Le test de la reconnaissance de nouvel objet (NOR) est un test de mémoire dépendant de
I'nippocampe, basé sur la tendance naturelle des rats a explorer un nouvel objet plut6t qu'un objet
familier, en présence des deux objets dans un champ ouvert (Sweatt, 2009). C’est un moyen fiable
et efficace de tester les différentes phases d'apprentissage et de mémoire chez le rat. Il avait été
décrit a l'origine par Ennaceur et Delacour (1988) et était principalement utilisé chez le rat, lequel
a été suivi dans cette présente étude avec quelques modifications en suivant les étapes détaillées
sur vidéo de Lueptow (2017). Briévement, le rat est placé dans une enceinte carrée en verre (50
cm de hauteur 50cm de longueur 50 cm de largeur) généralement celle utilisé pour le test du champ
ouvert, pendant 10 min. Les expériences sont menées dans une piece éloignée, faiblement éclairée,
dont la température est maintenue a 23+1°C durant toutes les phases du test. Une caméra est placée
au-dessus de I’enceinte lors des expériences pour enregistrer les déplacements du rat. Ceci a permis
de mesurer ultérieurement 1’activité locomotrice des animaux a partir de la bande vidéo prise lors

de I’expérience,
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b. procédure

Le test s’est déroulé en 03 phases, on a choisi de réaliser le test sur 3 jour, chaque séance est
effectuée chaque jour, toutes les seances ont été enregistrées sous forme de vidéo pour chaque rat
(Sweatt et al., 2009).

e Séance d’habituation

L’environnement influence le choix de l'animal, la phase d’habituation sert pour familiariser
I’environnement du test (1’enceinte) (Antunes & Biala, 2012). Les animaux sont d’abord soumis a
une séance de reconnaissance d’enceinte, le rat est déposé¢ dans un coin pour la tiche de
reconnaissance spatiale, la téte dirigée vers le coin. La durée de la séance d’habituation était de 10

mn, durant laguelle 1’animal explore librement 1’enceinte (figure 40a).

e Séance d’entrainement

Dans cette phase appelée aussi de familiarisation, aprés 24h, le rat est placé dans le méme
endroit que la séance passée. Les rats ont été présentés avec un pair d’objets identiques de taille,
de couleur, de texture, et ayant des formes similaire, égales (15 cm de hauteur 9 cm de largeur 8
cm de longueur) (figure 40 b) qui avaient été placés dans les coins opposés pendant 10 min.
L'exploration des objets sont pris en compte lorsqu'un rat présente un comportement
d'investigation : reniflement, grignotement, ou pénétration dans une zone de moins de 0,5 cm

autour de I'objet.

e Séance du test

La mémoire de reconnaissance d'objet est évaluée le 3°™ jour pendant la séance du test,
effectuée 24 h apres le test d’entrainement, ’'un des objets familiers a été remplacé par un autre
(nouvel objet de forme différente), et chaque rat a été laissé dans la cage pendant 10 min pour
explorer les deux objets non identiques (figure 40c). Le nombre de visites et le temps consacré a
I'exploration de chaque objet sont enregistrés. Un animal normal passe plus de temps a enquéter
sur le nouvel objet que 1’objet restant de la veille, ce qui indique un souvenir pour 1'objet familier
connu. Les indices d'apprentissage de la reconnaissance d'objet sont exprimes en termes de temps
consacré a I'exploration du nouvel objet par rapport au temps consacré a l'exploration d'un objet
familier. Le temps d'exploration pour I'objet familier ou le nouvel objet au cours de la phase de

test a été chronométre et enregistré.
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Figure 40. Test de la reconnaissance de nouvel objet (NOR). Le test se déroule sur 3 jours, a : le premier
jour est [’habituation, dans lequel un rat est autorisé a explorer le champ ouvert pendant 10 min, b : Le
jour 2 est I’entrainement, dans lequel le rat a permis d’explorer [’aréne avec 2 objets identiques placés sur
la diagonale, c : Le test du jour 3 qui aura lieu 24 h apres b (cet intervalle de rétention peut étre raccourci
ou prolongé, en fonction des conditions expérimentales).

c. Paramétres mesurés

A partir des séances vidéo enregistrées, le temps passé a explorer chaque objet (a1, a2) durant
la séance d’entrainement et le temps passé a explorer chacun des deux objets non identiques (a, b)
durant la séance du test sont chronométrés. Les parametres mesurés sont définis par Delacour et

Ennaceur (1988) et puis utilisés par de tres nombreux auteurs (tableau 8) :

Exploration Discrimination
e1 = a1 + az (2 objets familiers) di=b-a
e2=a + b (objet familier+ nouvel objet) d2 = di/e2
ds = (b/ e2)x100

Tableau 8. Formules pour I'analyse des données dans le test de NOR. el est le temps total d'exploration
pendant I'entrainement. al et a2 est le temps passé en secondes a chaque objet identique pendant la séance
d’entrainement. €2 est le temps total d'exploration pendant les séances des tests, ou a est I'objet familier et
b est le nouvel objet.

2.2.2. Tests d’anxiété
2.2.2.1. Test du champ ouvert (Open Field) OP

a. Description générale

L’activité locomotrice, est considérée comme un index d’anxiété chez les rats, elle est mesurée
dans le test de I’Open Field (OF) initialement décrit par Hall (1934). Le protocole suivi est celui
de Seibenhener et Wooten (2015), avec quelques modifications. Le test consiste a placer 1’animal
dans une enceinte ouverte (open field) inconnue en verre (le méme dispositif du test de
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reconnaissance d’objet), observer son comportement et évaluer la capacité exploratoire dans un
contexte stressant par un éclairage provenant d’une ampoule de 16 watts centrée 50 cm sous le
plan horizontal. Une carte plastifiée de format A3 présentant 25 carreaux fixée sous la paroi de
I’enceinte (figure 41). Les expériences sont menées dans une piece calme sans bruit dont la
température est maintenue a 23 + 1°C durant toute 1’expérience. Chaque rat était initialement placé
dans un des quatre coins de 1’open-field, la téte orientée vers le coin. Son comportement était

observé pendant 5 min (Seibenhener et Wooten, 2015).

b. Procédure

1. L’enceinte utilisé est la méme utilisé dans le test de reconnaissance d’objet, mesurant 50 cm de
largeur, 50 cm de longueur et 50 cm de hauteur.

2. L’éclairage est allumé, et I’enregistrement de la vidéo sur microordinateur est lancé.

3. Un rat (en affichant le numéro de lot et le nhuméro de rat) est enlevé de son cage est mis
doucement dans 1’enceinte, avec direction de la téte vers un coin bien déterminé (pour tous les
rats).

4. Le rat est laissé explorer librement 1’enceinte pendant 5 min.

5. Aprés 5 min, ’enregistrement de la vidéo est arrété, le rat est retiré et retourné a sa cage.

6. Les granulés fécaux sont tous enlevés et les taches d’impureté sont nettoyés ; apres I'éthanol 70
% est vaporisé sur le sol et les murs du quadrant de 1’enceinte et essuyé avec une serviette en papier
propre.

7. Apres sechage complet de la solution d'éthanol le rat suivant est testé selon les mémes étapes.

Figure 41. Test du champ ouvert (open field) a : /’'enceinte est divisée en trois parties : zone centrale (1),
zone intermédiaire (2), zone périphérique (3). b : le rat explore I’enceinte pendant le test de 5 min.

c. Parameétres mesurés :

- Le nombre de carreaux traversés et le temps passé dans la zone centrale.
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- Le nombre de carreaux traverseés et le temps passé dans la zone intermediaire.
- Le nombre de carreaux traversés et le temps passé dans la zone périphérique.
- Le nombre de redressement.

- Le nombre de défécation.

2.2.2.2. Test du labyrinthe en croix surélevée (elevated plus maze test) EPM

a. Description générale

Le labyrinthe en croix surélevée (EPM) permet de mesurer le degré d’anxiété d’un animal
selon son aversion spontanée pour le vide. L’expérience exploite le conflit, chez les rongeurs, entre
la peur des espaces ouverts et illuminés et le désir d’explorer un nouvel environnement
(Belovicova et al. 2017). Les bras fermés représentent la sécurité, alors que les bras ouverts offrent
une valeur exploratoire. Un animal anxieux aura naturellement tendance a préférer les espaces clos
et sombres aux espaces ouverts et éclairés, donc il aura une tendance proportionnelle a passer
moins de temps dans les bras ouverts et plus de temps dans les bras fermés (Sweatt, 2009). Partant
de ce principe, I’anxiété comportementale est mesurée par le degré d’évitement des espaces
ouverts du labyrinthe. Ce modele a été initialement décrit par Pellow et al., (1985) chez le rat et
réalisé selon le protocole cité par Komada et al., (2008) avec quelque modification. Le labyrinthe
est constitué de quatre bras en bois peints en noir (longueur 50 cm, largeur 10 cm) qui
communiquent par ’intermédiaire d’une zone centrale (10 x10 cm). Deux bras opposés
comportent des parois latérales de 30 cm de hauteur (bras fermés) alors que les deux autres sont
dépourvus (bras ouverts) (figure 42). L’ensemble du dispositif est placé a 75 cm du sol et éclairé
par une lampe halogéne d’une intensité de 16 watts. L animal est placé en zone central, face a un
bras fermé. L’analyse des vidéos permet de mesurer le nombre d’entrées, et le temps passé dans

chaque compartiment pendant 5 minutes.

b. Procédure

1. L’éclairage est allumé, et I’enregistrement de la vidéo sur microordinateur est lancé.

2. Un rat (en affichant le numéro de lot et le numéro de rat) est enlevé de son cage est mis
doucement dans le labyrinthe dans la zone centrale, face a un bras fermé (tous les rats sont mis par
la méme facon).

3. Le rat est laissé libre a explorer les bras du labyrinthe pendant 5 min.

4. Aprés 5 min, I’enregistrement vidéo est arrété, ’animal est enlevé et le labyrinthe est nettoyé

par I'éthanol 95%.
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Figure 42. Test de labyrinthe en croix surélevée (elevated plus maze test), a : le rat se trouve sur le bras
ouvert (moins anxieux) ; b : le rat se trouve dans le bras fermé (plus anxieux).

c. Parametres mesurés :

Les variables mesurées sont :

- Le nombre d’entrées dans les bras ouverts.

- Le nombre d’entrée dans les bras fermés.

- Le temps passé au bras ouvert.

- Letemps passé au bras fermé.

- Letemps passé au centre.

A partir de ces variables, les parameétres calculés sont : le nombre total d’entrées dans les bras qui
renseigne sur 1’activité locomotrice de I’animal ainsi que le pourcentage d’entrées en bras ouverts
[% entrées bras ouverts = (nombre entrées bras ouvertes / nombre total d’entrées) x 100] qui reflete

le degré d’anxiété du rat.

2.2.2.3. Test de la chambre claire /obscure (Dark Light Box) DLB

a. Description générale

Ce test a été introduit pour la premiére fois par Crawley et Goodwin en 1980, il est basé sur
I’aversion naturelle des rongeurs envers les espaces éclairés (Belovicova et al., 2017), les rats ont
généralement horreur des endroits trés éclairés ; ainsi, plus le rat est anxieux, plus il aura moins de
tendance a explorer le compartiment clair (Bourin & Hascoét, 2003). Le dispositif de ce test est le

méme de celui du test de champs ouvert, sauf que la chambre a été séparée en deux compartiments :
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le compartiment clair (CC) de dimensions (30 cm x 30 cm x 50 cm) a été laissé transparent, ouvert
en haut et bien éclairé par une lumiére de 16 watts, et le compartiment obscur (CO), de dimensions
(20 cm x 20 cm x 50 cm) a été enveloppé avec une couverture noire, fermé en haut (figure 43).
Les deux compartiments sont restés liés entre eux par une petite ouverture qui permet juste 1’entrée
et la sortie du rat. Les rongeurs ont tendance a éviter le compartiment éclairé donc, les mesures
d'exploration dans cette zone (temps, la locomotion et les entrées) sont utilisées comme indices
expérimentaux de I’anxiété. Du fait du cloisonnement du CO, seul le comportement de 1’animal

dans le CC est observable et quantifiable.

b. Procédure

1. L’éclairage est allumé, I’enregistrement de la vidéo sur microordinateur est lancé en plein calme.
2. Le rat a été placé dans le compartiment clair avec la téte orientée vers le trou et laissé libre de
I'explorer pendant 5 min.

3. Aprés 5 min, ’enregistrement de la vidéo est arrété, le rat est retiré.

4. les deux compartiments (CC et CO) sont nettoyés par 1’éthanol 70 %.
7] ‘. 2 ‘ 7 - I A" x.\

Figure 43. Test de chambre claire/obscure (dark light box) ; a : le dispositif de ce test est composé de deux
arenes : une aréne noire non-éclairée (CO), I'autre blanche et lumineuse (CC), les deux arénes sont liées
entre eux par une petite ouverture ; b : le rat est mis au centre avec la téte dirigée vers le trou, le test ne
debute que lorsque [’animal entre dans le CO. A partir de ce moment, le comportement de ['animal est
observé durant 5 minutes ; ¢ : le nombre de redressement est compté seulement dans le CC.

c. Parameétres mesurés :

A T’aide d’un chronometre, les parametres suivants sont calculés :

Pour révéler le niveau d’anxiété du rat, on mesure :

- Le temps passé au compartiment clair (CC) en secondes.

- Le temps passé au compartiment obscur (CC) en secondes.
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- Le temps de latence (s) : le temps mis par 1’animal pour passer du CS au CC pour la 1ére fois,
pour renseigner sur 1’activité locomotrice et exploratoire du rat testé, on mesure :
- Le nombre de redressement.

- Le nombre d’alternance entre le CC et CO.

2.2.2.4. Test des billes (marble burying test) MB
a. Description générale

Le test d’enfouissement du marbre a été utilisé pour mesurer l'enfouissement défensif induit
par I'anxiété, l'augmentation de I'anxiété dans ce test est traduite par le nombre de billes enterrées
(Lo et al., 2014). Ce test a €té réalisé en suivant un protocole modifié de Deacon (2006) et Angoa-
Pérez et al. (2013). 15 billes en marbre de 1,5 de diametre ont été espacées de 5 cm et uniformément
placées dans des cages tapissées d’une litiére propre et fine de 8 cm d’épaisseur. Le rat est laissé
seul a explorer la cage pendant une période de 15 minutes ; aprés le nombre de billes enterrées aux

deux tiers par de la sciure de bois a été compté (figure 44).
b. Procedure

Ce test a ¢été réalis€ au niveau de I’animalerie, en absence de toute personne sauf
I’expérimentateur, pour assurer le calme.
1. L’éclairage est allumé, et I’enregistrement de la vidéo sur microordinateur est lancé.
2. une cage standard (26 cm x 48 cm x 20 cm) a été remplie d’environ 5 cm de profondeur avec
une sciure de bois propre et fine, Iégerement tapissée pour obtenir une surface plane et uniforme.
3. 15 billes en marbre uniformes et standard de 1,5 cm de diamétre ont été placées a la surface de

la sciure, espacées régulierement, chacune d'environ 5 cm (figure 44 a).

4. Chaque rat est placé seul dans la cage et laissé libre a explorer la cage avec les billes pendant
15 min definies par un chronometre.

5. A la fin du test, le rat est enlevé et le nombre de billes enterrées est compté. (La bille est
considérée enfouie si 2/3 de sa surface ou plus sont recouverts par la sciure).

6. Pour le test suivant (rat suivant), la sciure de bois est remplacée par une autre propre, les billes

sont nettoyées par une serviette contenant de 1’éthanol 70 %.
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Figure 44. Test des billes enterrés, a : début du test, 15 billes sont rangées en trois lignes ; b : pendant le
test, un seul rat est laissé libre dans la cage contenant les billes pendant 15 min ; ¢ : fin du test, le rat est
retiré et le nombre des billes enterrés est compté.

c. Parameétres mesurés :

- Nombre de billes enterrés.

2.2.3. Tests de dépression

2.2.3.1. Test de la nage forcée (Forced Swim Test) FST

a. Description générale

Le test de la nage forcée (FST) a été introduit par Porsolt (1977) pour étudier le comportement
dépressif chez les rongeurs. La méthode était basée sur I'observation du rat, lorsqu'il est forcé de
nager sans possibilité de s'échapper (Belovicova et al., 2017). Les rats ont été soumis a une épreuve
de nage forcée d’une durée de 5 minutes (figure 45 b). On a mesuré la durée pendant laquelle
I’animal nage activement ou flotte seulement de maniere a conserver la téte hors de 1’eau (Kahloula
et al., 2014). Apreés s’étre débattu dans I’eau, I’animal devient presque immobile, bougeant les
pattes de temps a autre pour rester a flot ou retrouver son équilibre. Cette immobilité est interprétée
comme étant le reflet d’un « désespoir comportemental », qui survient lorsque 1’animal réalise
qu’il ne pourrait s’échapper. Cet état d'immobilité comportementale facilement identifiable a été
décrit comme un état de « désespoir », lorsque le rat se rend compte que la fuite est impossible et
abandonne la nage (désespoir comportemental). Dans le cadre de cette interprétation, I’immobilité
est vue comme un comportement dépressif (Porsolt et al., 1977).
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b. Procédure

On a suivi ce protocole modifié de Kahloula et al. (2014) et Yankelevitch-Yahav et al. (2015).
1- Un récipient transparent cylindrique de 20 cm de diamétre et de 80 cm de hauteur, est rempli
d’eau de 22°C + 1 jusqu’a 45 cm de la profondeur (figure 45 a) de fagon que les pattes inférieures
du rat ne touchent pas le fond, afin d’empécher le rat de s’échapper.
2- L’enregistrement de la vidéo est lancé en indiquant le numéro de rat et de lot.
3- Le rat est mis doucement dans le récipient et laissée a nager librement pendant 5 minutes.
4- Aprés 5 minutes, I’enregistrement de la vidéo est arrété, le rat est retiré et séché par un papier
absorbant et laissé dans une cage de séchage.

5- Le récipient est nettoy¢ pour 1’essai suivant.

c. Paramétres mesurés :
Apres avoir visionné les vidéos en utilisant un chronometre, les parametres suivants sont mesures :
- Letemps d’immobilité (secondes).

- Le temps de latence d’immobilité (secondes)

Figure 45. Test de la nage forcée (forced swim test) ; a : le récipient de (80 cm x 20 cm) est remplie
d’eau a 45 cm de profondeur ; b : chaque rat est laissé nager librement pendant 5 min.
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2.2.3.2. Test de sucrose (test d’anhédonie)
a. Description générale

L’un des principaux symptomes des troubles dépressifs est ’anhédonie, décrite comme « ...
un intérét ou un plaisir nettement diminué dans toutes ou presque toutes les activités...» (Hoffman,
2015), I’anhédonie est mesurée par un test de préférence de sucrose chez le rat, basé sur un
paradigme de choix entre deux bouteilles (Liu et al., 2018), I’'une contient de I’eau de robinet,

I’autre une solution de saccharose de 2 % (Eagle et al., 2016).

La procédure de choix de deux bouteilles citées par Eagle et al., (2016) avec quelques
modifications, permet de comparer la préférence comportementale pour la solution de saccharose
dans I’eau de boisson par rapport a I’eau uniquement (figure 46). La préférence est mesurée par le
volume ou le poids du liquide consommé quotidiennement, qui est ensuite converti en pourcentage
de préférence. La préférence pour le saccharose est atténuée par une diversité de facteurs de stress

chroniques (Eagle et al., 2016).

b. Procédure

- Chaque lot a été logé dans une seule cage (07 rats) et a été présenté avec deux bouteilles
uniformes de 400 ml de volume, 1’une contenant de 1’eau de robinet (A), ’autre contenant une
solution de saccharose (B) (figure 46).

- la consommation d’eau et de solution de saccharose a été mesurée (en notant le volume de départ
— le volume aprés 24 h) a 14h00 chaque jour pendant 4 jours.

- pendant la méme heure (14 h) la position de la bouteille de saccharose (gauche ou droite) a été
inversée pour contréler la préférence latérale.

- Durant les 4 jours du test, et a cause de 1’urination fréquente, les cages sont nettoyées et la sciure
de bois et renouvelée par une autre propre et seche chaque jour.

- La préférence de saccharose a été calculée comme le rapport entre la consommation de I’eau

sucrée et la consommation totale des liquides (eau de robinet + eau sucreée).
d. Parametres mesurés :

A partir de ce test, et aprés la prise des volumes des liquides bus de chaque bouteille pendant

4 jours, on calcule :

114



Partie expérimentale

. ey =N

T
((LUL{{{{/8

Figure 46. Test d’anhédonie (test de sucrose). La mise de 2 bouteilles de choix aux rats, bouteille A
contenant l’eau de robinet, bouteille B contenant la solution de sucrose a 2 % (Eagle et al., 2016).

Le volume d’eau sucrée consommé par chaque lot pendant 04 jours.

le volume de 1'eau sucrée consommée

Le pourcentage de sucrose/ |IQUIde total = le volume d’eausucrée+le volume d’eau de robinet %100

3. Résultats

3.1. Effets des pyréthrinoides et de la quercétine sur le neurocomportement des rats

3.1.1. Test de Morris

Un des tests les plus utilisés pour évaluer 1’apprentissage spatial chez le rat est le labyrinthe
aquatique de Morris. Il s’agissait a I’origine de tester la capacité des rats a apprendre et a mémoriser
la position d’une plate-forme immergée dans une piscine d’eau opaque par rapport a des repéres
visuels extérieurs.

La figure 47 montre les résultats de la moyenne du temps passé, dit temps de latence en
seconde, de chaque lot pour retrouver la plateforme pendant les 6 jours d’acquisition du test. On
constate une diminution significative (p < 0,05) du temps de latence pendant le 2™ jour du test
chez les rats traités par la DLT et MIX+QUER par rapport au témoin. Au 3°™ jour, une diminution
significative du temps de latence est enregistrée chez les groupes DLT, MIX et BIF+QUER apres
comparaison avec le témoin. Au 4°™ jour, une diminution significative est enregistrée chez le
groupe BIF, ainsi qu’une diminution tres significative (p <0,01) est constatée chez les groupes
DLT et BIF+QUER par rapport au témoin. Concernant la comparaison entre les groupes, une
diminution significative (p < 0,05) est enregistrée chez le groupe DLT lorsqu’il est comparé avec
le groupe DLT+QUER pendant le 1°" jour et le 6°™ jour ; tandis que durant le jour 4, on a noté une

diminution tres significative (p < 0,01).
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Figure 47. Effet des BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine sur le temps de
latence du test de la piscine de Morris pendant les scéance d’aquisition chez le rat. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM, n=7. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes :
(*)comparaison avec le témoin: * p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; (A) : comparaison de DLT avec DLT +QUER
A :p<0,05;AA:p<0,01.

La figure 48 montre les résultats de la moyenne du temps passé dit temps de latence en seconde
de chaque lot pour trouver la plateforme pendant chaque essai (04 essais) pendant le 3™ jour du
test de Morris. Ce parametre est utilise pour évaluer I’apprentissage a court terme. En comparant
les groupes traités avec le groupe témoin pendant le 1°" essai de nage du 3°™ jour , une diminution
significative ( p <0,05) du temps de latence chez les rats traités par BIF, ainsi une diminution trés
significative (p < 0,01) du temps de latence chez les groupes traités par DLT et MIX+QUER ont
été enregistrés ; tandis que pendant le 2°™ essai de la nage, une diminution significative (p< 0,05)
du temps de latence est notée chez les groupes DLT, MIX, et DLT + QUER par rapport au témoin
alors qu’une diminution trés significative ( p < 0,01) est révelée chez le groupe BIF+QUER.
Concernant la comparaison entre les groupes, le groupe DLT a présenté une diminution tres
significative (p <0,01) par rapport au groupe DLT+QUER. Or, aucune différence significative n’a

été enregistrée durant le 3°™ et le 4°™ essai.
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Figure 48. Effet de I’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la
quercétine sur le temps de latence des essais du 3°™ jour du test de la piscine de Morris (mémoire
de travail). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=7. Le test de Student a été utilisé pour la
comparaison entre les groupes : (*)comparaison avec le témoin: *p < 0,05; ** p < 0,01, ) :
comparaison de DLT avec DLT +QUER : 44 p <0,01.

La figure 49 montre les résultats obtenus apres traitement des vidéos du test de sonde. L’analyse
statistique a montreé que le temps passé dans le quadrant cible est significativement supérieur (p <
0,05) chez les rats traités par DLT+QUER et MIX + QUER par rapport a celui des rats témoins,
alors qu’aucune variation significative n’est constatée chez les autres groupes traités. Concernant
la comparaison entre les groupes, le groupe DLT montre une diminution trés significative (p <
0,01) par rapport au groupe DLT+QUER ; d’autre part, le groupe MIX a présenté une diminution
significative (p < 0,05) par rapport au groupe MIX+QUER.
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Figure 49. Effet de I’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine
sur le temps passé dans le quadrant cible durant le test de sonde de la piscine de Morris (probe test). Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=7. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre
les groupes : (*)comparaison avec le témoin :nsp >0,05 ; * p< 0,05, (4) : comparaison de DLT avec DLT
+QUER (£) : comparaison de MIX avec MIX +QUER : £ p <0,05.

3.1.2. Test de Barnes

Un deuxieme test de la mémorisation spatiale, moins stressant a I’animal que le test de la
piscine de Morris est le test de Barnes. Ce test met en jeu les capacités de mémorisation spatiale
et d’orientation qui sont sous-tendues par la région cérébrale hippocampale (de Toledo-Morrell et
al., 1984).

Les résultats obtenus apres la réalisation du test et traitement des vidéos sont représentés
dans la figure 50. Dans le test de Barnes, les animaux ont présenté une tendance de performance
spatiale durant les 7 jours d’acquisition, révélée par une diminution du temps total de latence
(figure 50A) (facteur jour : F (5250) = 3,692, p < 0,01) ainsi qu’une diminution de 1’erreur totale
(figure 50B) (jour : F (5,252) = 4,551, p < 0,001).

Le groupe DLT a présenté une augmentation significative du temps de latence le troisiéme
jour, et une augmentation significative de I’erreur durant les jours 1, 2, 3 par rapport au témoin, ce
qui reflete une détérioration de la performance spatiale. D’autre part, le traitement par la quercétine

a inversé cet effet ou on a constaté une diminution significative du temps de latence
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Figure 50. Effet de I’exposition chronique des animaux aux DLT, MIX, seuls ou associés & la quercétine sur la
mémorisation spatiale pendant les 7 jours du test de Barnes. A : latence totale (en secondes) en fonction des essais
(jours) pour trouver le trou cible (p< 0,01, facteur jours, n =7 ; p< 0,001, facteurs traitement, n =7). B : erreur totale
par essai (jours). Une diminution du nombre d’erreur totale en fonction des jours chez tous les groupes (p< 0,001,
facteur jour, n =7 ; p< 0,001, facteur traitement, n =7). C : latence primaire (en secondes) en fonction des essais
(jours) pour trouver le trou cible. Les rats ont tous amélioré la recherche du trou cible (p< 0,05, facteur temps, n=
7 : p< 0,001, facteur traitement, n= 7).
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D : erreur primaire par essai (jours). Une diminution du nombre d’erreur primaire en fonction des jours
d’essai chez tous les groupes (p< 0,001, facteur jour, n =7 ; p< 0,001, facteur traitement, n =7) a été
trouvée entre les groupes traités (p< 0,001, ANOVA a deux facteurs, n=7). E : latence primaire entre le
jour 2 et le jour 5. Jour2 : les rats traités passent plus de temps a chercher le bon trou par rapport au
témoin (* p<0,05 ; ** p<0,01) ; aucune différence significative n’a été trouvé entre les groupes traités par
rapport au témoin au jour5. F : erreur primaire entre le jour 2 et le jour 6. Jour2 : le groupe DLT fait plus
d’erreurs en essayant de trouver le trou cible par rapport au témoin (* p<0,05) ; jour 6 : aucune différence
significative n’a été trouvé entre les groupes traités par rapport au témoin au jour 6. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM, n=7. Le test de Student a été utilisé pour la multicomparaison entre les
groupes ; (*)comparaison avec le témoin: * p < 0,05 ; ** : p< 0,01 ; (A) : comparaison de DLT avec DLT
+QUER : A p <0,05;(£) : comparaison de MIX avec MIX +QUER : £ p < 0,05.

et Perreur totale chez le groupe DLT+QUER par rapport au DLT. Le groupe DLT a présenté
également une augmentation significative de I’erreur primaire par rapport au témoin, tandis que la
QUER a inversé cet effet a partir du deuxieme jour du test. La latence primaire a montré une
augmentation significative seulement pendant le 1% et le 2°™ jour de test (p<0,001 ; p<0,01)
respectivement. Or cette fois, la quercétine n’a pas inversé I’effet exercé par la mixture sur le

parametre de latence primaire ; MIX+QUER (p<0,05) par rapport au témoin.
3.1.3. Test de reconnaissance d’objet

Le test de reconnaissance d'un nouvel objet est un test de mémoire dépendant de
I’hippocampe, il repose sur la tendance innée des rongeurs a explorer préférentiellement de
nouveaux objets par rapport a des objets familiers lorsque les deux objets sont simultanément
présents dans un champ ouvert de leur environnement. La reconnaissance d'un nouvel objet est un
test de mémoire dépendant de I'hippocampe, basé sur la tendance naturelle des souris a étudier un
nouvel objet plutdt qu'un objet familier. Avant I’évaluations de 1’effet des différents traitements,
on a constaté que les rats normaux passaient un temps égal a explorer les objets utilisés dans cette
¢tude. Aucune différence significative dans les temps totaux d’exploration des deux objets pour
chaque groupe n’a été constatée entre la séance d’habituation (figure 51A) et la séance du test
(figure 51B) chez les différents groupes traités (tableau 9). Il faut éliminer les rats qui ont un

probleme moteur de ce test.

Apres une séance d’habitation, les rats sont mis avec 1 paire d’objet identique pendant 5 min
(séance d’entrainement), et 24 h aprés, un test de 5 min a été réalisé dans lequel les rats ont été
laissés a explorer 1’objet familier précédent et un nouvel objet qui remplace le deuxiéme objet

familier.
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Tableau 9. Effet de I’exposition chronique aux DLT, MIX, seuls ou associés a la quercétine sur le temps

total passé a explorer les deux objets au cours de la session de formation et de la session du test.

Groupes Nombre Temps d'exploration d’objet pendant Temps d'exploration d’objet
d’animaux la séance d'entrainement (s) pendant la séance du test (s)

Témoin 7 91,00 + 22,16 76,33 £ 23,51

DLT 7 97,50 £ 24,55 61,33 £ 14,42

MIX 7 96,14 £ 26,95 92,57 £20,12

QUER 7 133,33 £ 13,77 163,33 + 26,16

DLT+QUER 7 76,71 + 15,98 111,57 £ 21,46

MIX+QUER 7 68,57 + 16,15 86,57 + 21,44

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, Il n'y a pas de différence significative entre les groupes.

Lafigure 51A, et 51B, montrent que le groupe QUER passe plus de temps a explorer les objets
par rapport aux autres groupes (activité motrice élevée). Cette augmentation est non significative
pendant la séance du test (figure 51B), par contre le groupe DLT a montré une exploration réduite
non significative par rapport a tous les groupes, et réduite de facon significative par rapport au
groupe DLT+QUER (A p < 0,05). Tous les groupes des rats ont montré un temps d’exploration
élevé passé avec le nouvel objet par rapport a celui passé avec 1’objet familier sauf le groupe DLT
ou le temps d’exploration de I’objet familier est plus prolongé que celui de I’exploration du nouvel

objet (figure 51C).

Apres ’évaluation de la discrimination permettant de mettre en évidence une €ventuelle
disparité entre les différents groupes par rapport a la différence des temps d’exploration de nouvel
objet et I’objet familier, le groupe DLT présente une discrimination absolue négative, le groupe
MIX présente un indice faiblement positif, alors que le groupe QUER présente une discrimination

non significative entre 1’objet familier et le nouvel objet (figure 51 D).

Le premier indice de discrimination (d2) entre les deux objets, chez les groupes témoin et
mixtures présentent des valeurs plus élevées que la valeur nulle (0), ce qui signifie une préférence
envers le nouvel objet, donc ces groupes ont mémorisé 1’objet. Le d2 inférieur a 0 chez le groupe
MIX signifie une préférence pour 1’objet familier (figure 51 E). La figure 51F, montre un
pourcentage < 50% du temps passé avec le nouvel objet seulement chez le groupe DLT, tandis

qu’un pourcentage > 50% est noté chez tous les autres groupes.
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Figure 51. Effet de I’exposition chronique au DLT, MIX, seuls ou associés a la quercétine sur le test de la
reconnaissance de nouvel objet. A : temps d’exploration totale durant la phase d’entrainement (s) (el=al+a2). B :
temps d’exploration totale durant la séance du test (S) (e2=a+b). C : temps total d’exploration durant la séance du
test (s). D : indice de discrimination absolue (d1=b-a). E : indice de discrimination (d2=d1/(a+b)). F : pourcentage
du temps passé avec le nouvel objet ; al : temps passé avec le 1°" objet pendant la séance d’entrainement ; a2 . temps
passé avec le 26™ objet pendant la séance d’entrainement ; a : temps passé avec le 1 'objet familier pendant la séance
d test ; b : temps passé avec le nouvel objet pendant la séance du test. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM,
n=7. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes ; (*)comparaison avec le témoin: * p <
0,05 ; (4) : comparaison de DLT avec DLT +QUER : A p < 0,05.
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3.1.4. Test du champ ouvert (open field test)

L’Open Field Test (OFT) est un test couramment utilisé pour mesurer le comportement

exploratoire et I’activité générale chez les souris et les rats, ou la qualité et la quantité de l'activité
peuvent étre mesurées (Gould et al, 2009).
La locomotion dans I’open field a été évaluée en relevant I’indice de la locomotion dans la partie
périphérique, dans la partie intermédiaire de I’enceinte et dans la partie centrale en fonction du
temps ainsi qu’en fonction de carreaux traversés. Ces indices cumulés nous donnent I’indice de
locomotion totale dans le dispositif. D’autres paramétres sont mesures aussi tels que le nombre
total de redressements (animal positionné sur ses deux pattes postérieures, droit, en équilibre dans
le vide ou contre une paroi), le nombre total de défécations. Le nombre de carreaux traverseés et le
nombre de redressements refletent son activité exploratoire et son état émotionnel. Les autres
parametres sont plutdt des indices de son état émotionnel (Kahloula et al., 2014).

Les résultats de cette présente étude ne montrent aucune variation significative du
redressement entre les différents groupes, le groupe BF présente le plus faible nombre, alors que
BF+QUER présente le nombre le plus élevé des redressements (figure 52).
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Figure 52. Effet de I’exposition chronique aux BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine
sur le nombre de redressement dans le test du champs ouvert (open field). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM, n=7, le test de Student ne révele aucune différence significative entre les différent groupes.

Le paramétre de défécation est présenté par la figure 53, le groupe BF+QUER présente un
nombre de defécation significativemet différent par rappot au groupe témoin (p < 0,01) et par

rapport au groupe BF (P< 0,01).
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Figure 53. Effet de I’exposition chronique aux BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine
sur le nombre de défécation dans le test du champs ouvert (open field). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM, n=7, le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes ;
(*)comparaison avec le témoin: ** : p < 0,01 ; (#) : comparaison de BF avec BF +QUER : ## : p < 0,01.

Le nombre de carreaux totales traversésés évalue la locomotion chez le rat. La figure 54 ne
présente aucune variation significative entre les différents groupes (p > 0,05), a part le groupe
DLT.
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Figure 54. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=7, le test de Student ne révele aucune
différence significative entre les différent groupes.

La zone de locomotion, renseigne sur 1’état émotionnel des ras. La figure 55 présente le
nombre de carreaux traverseé et le temps passé dans chaque partie du champ ouvert (partie centrale,
intermédiaire et périphérique). Le temps passé dans la zone périphérique n’a pas été affecté chez

tous les groupes de 1’étude, cependant le nombre des carreaux traversés dans la
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Figure 55. Effet de I’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine sur le nombre de

la zone périphérique en secondes.

carreaux et la zone du champ ouvert dans le test de I’open field. A : temps passé dans

B : nombre de carreaux traversés dans la zone périphérique. C : temps passé dans la zone intermédiaire en secondes. D :

nombre de carreaux traversés dans la zone intermédiaire. E : temps passé dans la zone centrale en secondes. F : nombre

7, le test de Student a été
:p <0,01; (A : comparaison de

de carreaux traversés dans la zone centrale. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n

utilisé pour la comparaison entre les groupes ; (*) comparaison avec le témoin :

DLT avec DLT +QUER : A : p <0,05.

**
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méme zone a été réduit significativement chez le groupe traité par la DLT et la DLT+QUER (p <
0,05, p < 0,01 respectivement). Le groupe DLT a présenté également une diminution significative
du temps passé dans la zone intermédiaire ainsi de nombre de carreaux traversés dans cette zone
par rapport au groupe DLT+QUER (p < 0,05), tandis que dans la zone centrale le groupe DLT a
présenté une diminution significative de temps et carreaux traversés par rapport au groupe témoins

(p < 0,01 et p < 0,05) respectivement.

3.1.5. Test de labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze Test)

Le labyrinthe en croix surélevée est un dispositif qui mesure I’anxiété et I’activité locomotrice
chez le rat, il exploite I’aversion des rongeurs pour les espaces vides et la hauteur lors d’une séance
d’exploration libre, entre les bras fermés, les bras ouverts et le centre. Cette série
d’expérimentation consiste a mesurer le nombre d’entrée et la durée de séjour dans chaque
compartiment.

L’analyse statistique ne révele aucune variation significative entre les différents groupes
d’études pour le nombre d’entrée en bras ouvert et fermé (figure 56A), seulement le nombre
d’entrée en bras fermé chez les groupes DLT et témoin est supérieur au nombre d’entrée en bras
ouvert. Le nombre total d’entrée (figure 56 B) montre une augmentation chez le groupe DLT et
une diminution chez le groupe MIX non significatives par rapport au témoin. Le pourcentage
d’entrée en bras ouvert (figure 56 C) présente une augmentation significative seulement chez le
groupe DLT+QUER par rapport au témoin (p < 0,05) et par rapport au DLT (p < 0,05). Le temps
passe au bras ouvert en secondes (s) a montré une diminution significative chez le groupe Mix par
rapport au témoin, tandis que le groupe DLT a montré une diminution non significative par rapport
au groupes témoin et DLT+QUER (figure 56 D). Le temps passé au bras fermé (figure 56 E) ne
montre aucune variation significative entre les différents groupes, tandis que le temps passé au
centre (figure 56 F) a montré une diminution significative chez le groupe DLT par rapport au

groupe DLT+QUER et non significative par rapport au témoin.
3.1.6. Test de chambre claire/obscure (Dark Light Box Test)

Ce test met le rat dans un conflit entre la tendance innée a explorer un nouvel environnement
qui est le compartiment clair (CC), et la peur d’un milieu aversif lumineux et stressant. Les
parametres mesurés a partir de ce test sont le temps passé dans chaque compartiment, le temps de
latence, le nombre de transition et le nombre de redressements. Les résultats obtenus sont

mentionnés la figure 57.
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Figure 56. Effet de I’exposition chronique au DLT, MIX, seuls ou associés a la quercétine sur les parametres du test de
labyrinthe en croix surélevée. A : nombre d’entrée dans chaque bras (fermés et ouverts) ; B : nombre totale d’entrée dans
les bras ouverts et fermés ; C : pourcentage d’entrée en bras ouvert par rapport au nombre total d’entrée ; D : temps passé
au bras ouvert en seconde (s) ; E : temps passé au bras fermé en secondes ; F : temps passé au centre en seconde. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n=7. Le test de Student a été utilisé pour la multicomparaison entre les
groupes ; (*)comparaison avec le témoin: * p < 0,05 ;(A) : comparaison de MIX avec MIX +QUER : Ap <0,05; AAp
< 0,01.
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Les résultats enregistrés concernant ce test d’anxiété, montrent que les groupes traités par la
mixture et co-traites par la quercétine, présentent un temps de séjour dans le compartiment obscur
(CO) significativement élevé par rapport au groupe témoin (figure 57A), et un temps de séjour
dans le CC significativement réduit par rapport au témoin (figure 57 B), ce qui refléte un état
d’anxiété ¢€levé par rapport au témoin. Cependant, ces mémes groupes montrent aussi une
diminution significative du temps de latence pour entrer dans le compartiment obscur sauf les
groupes traités par les pesticides seuls ou en mixture qui prennent une diminution non significative
par rapport au témoin (figure 57 C). Le nombre de transition présenté par la figure 57D, montre
d’une part une diminution significative chez le groupe MIX+QUER par rapport au témoin, ainsi
par rapport au groupe MIX (p < 0,05 ; p < 0,05 respectivement), d’autre part une diminution chez
le groupe DLT non significative est noté par rapport au groupe témoin (p> 0,05) et significative
par rapport au DLT+QUER (p < 0,05). Les autres groupes ne présentent aucune variation
significative. Le nombre de redressements (figure 57 E) présente une diminution significative chez
les groupes MIX et MIX + QUER par rapport au témoin (p < 0,05 ; p < 0,01) respectivement, BF
présente une augmentation significative par rapport au BF+QUER (p< 0,05), tous les autres

groupes ont présenté une diminution non significative (p > 0,05).
3.1.7. Test des billes enterrés

L’enfouissement défensif est un comportement largement observé chez les rats, ils enterrent
rapidement les choses nuisibles, tels qu’un mauvais gott et / ou odeur et les objets insolites comme
les billes de verre, sous leur literie de sciure. Ce comportement est considéré comme une
expression de la défense, certaines formes d'anxiété. L’augmentation de I’anxiété dans ce test se

traduit par un nombre élevé des billes enterrées.

Les données de la figure 58 montrent une diminution significative du nombre des billes enterrées
chez le groupe QUER (p < 0,05) par rapport au témoin, par contre aucune variation significative
n’est constatée chez les groupes restants par rapport au témoin. D’autre part, une diminution
significative est observée chez MIX par rapport au MIX+QUER (p < 0,001) mais non significative

par rapport au témoin.
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Figure 57. Effet de I’exposition chronique au BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine sur les
parameétres comportementaux du test de champ clair/obscur chez le rat. A : temps passé dans le compartiment obscur
(CO) en secondes. B : temps passé dans le compartiment clair (CC) en secondes. C : temps de latence pour entrer dans
le compartiment obscur. D : nombre de transition entre (CC) et (CO). E : Nombre de redressement (rat positionné sur
ses deux pattes postérieures, droit, en équilibre dans le vide ou contre une paroi dans le compartiment clair. Les résultats
sont exprimés en moyenne = SEM, n=7, le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes ; (*)
comparaison avec le témoin : * p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ;(#) : comparaison de BF avec BF+QUER ; (A) : comparaison
de DLT avec DLT +QUER : A p < 0,05 ; (£) : comparaison de MIX avec MIX+QUER :£ p < 0,05 ; ££ p < 0,01.
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Figure 58. Effet de I’exposition chronique aux DLT, MIX, seuls ou associés a la quercétine sur le nombre
des billes enterrées. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM, le test de Student est utilisé pour
la comparaison entre les groupes. (*) comparaison avec le témoin: * p < 0,05 ; (E) comparaison de MIX
avec MIX+QUER : £££ p < 0,001.

3.1.8. Test de la nage forcée

Le test est basé sur I’observation d’un rat forcé a nager pendant 5 min, pour mesurer le temps
pris pour cesser & nager (temps de latence) ainsi le temps total d’immobilité, cet état est considéré
comme un comportement dépressif.

Les résultats obtenus dans la figure 59A montrent une diminution tres significative dans le
temps cumulé d’immobilité en secondes (s) chez le groupe DLT+QUER (p < 0,01), et trés
hautement significative chez les groupes DLT, QUER et MIX+QUER par rapport au témoin (p <
0,001), tandis que le groupe MIX a présenté une diminution non significative par rapport au témoin
(p>0,05), ainsi le groupe DLT a présenté une diminution significative dans le temps d’immobilité
par rapport au groupe DLT+QUER (p < 0,05), par contre le groupe MIX a présenté une
augmentation significative par rapport au MIX+QUER (p < 0,001). Les résultats obtenus dans la
figure 59 B montrent une augmentation significative du temps de latence chez les groupes DLT,
MIX+QUER et DLT+QUER par rapport au témoin (p < 0,001; p < 0,01; p < 0,05
respectivement, par contre aucune variation significative n’a été constatée chez les groupes MIX
et QUER par rapport au témoin. D’autre part, le groupe DLT a montré une augmentation
significative du temps de latence par rapport au témoin (p < 0,05), par contre le groupe MIX a

présenté une diminution significative par rapport au MIX+QUER (p< 0,05).
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Figure 59. Effet de I’exposition chronique aux DLT, MIX, seuls ou associés a la quercétine dans le test de
la nage forcée (forced swim test FS). A : le temps total (cumulé) d’immobilité en secondes durant le test de
FS. B : le temps de latence pour la premiere immobilité en secondes (s) pendant le test de FS. Les résultats
sont exprimés par la moyenne + SEM, le test de Student est utilisé pour la comparaison entre les groupes.
(*) comparaison avec le témoin: * p < 0,05 ; **p < 0,01 ; *** p < 0,001 ; (A) comparaison de DLT avec
DLT+QUER : A p < 0,05 ; (£) comparaison de MIX avec MIX+QUER : £ p < 0,05 ; £££ p < 0,001.

3.1.9. Test de sucrose (anhédonie)

Normalement, les rats autorisés de choisir entre deux solutions : une sucrée et I’autre eau de
robinet, vont choisir I’eau sucrée. Une consommation réduite de 1’eau sucrée est expliquée par un

comportement dépressif.

Les résultats exprimés dans la figure 60A, ont montré que le volume de consommation d’eau

sucrée est significativement plus élevé chez le groupe BF pendant les 4 jours du test par rapport
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au témoin (p < 0,05), tandis qu’il y a une diminution significative chez les groupes MIX+QUER
(p<0,01), DLT+QUER (p<0,05), MIX (p<0,05). Alors qu’on a enregistré une diminution non
significative dans ce volume consommé chez DLT durant les jours 3 et 4 seulement (figure 60 A).
La figure 60 B montre le pourcentage d’cau sucrée consommée par rapport au liquide total
consommé pendant 4 jours. Les groupes DLT et MIX+QUER ont présenté une diminution
significative du pourcentage de sucrose consommé par rapport au témoin (p < 0,05), ainsi le groupe
DLT a présenté aussi une diminution significative par rapport au DLT+QUER (p < 0,05),

néanmoins aucune variation significative n’a été observée chez les autres groupes (p > 0,05).
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Figure 60. Effet de I’exposition chronique aux BF, DLT et leur mixture, seuls ou associés a la quercétine
sur la consommation de sucrose et I’eau sucrée au cours du test de I’anhédonie. Les résultats sont exprimes
en moyenne + SEM, n=7, le test de Student a été utilisé pour la comparaison entre les groupes ;
(*)comparaison avec le témoin: * : p < 0,05 ; (A) : comparaison de DLT avec DLT +QUER : A : p <0,01.
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4. Discussion

Cette partie de la thése avait pour but d’étudier les effets d’une exposition chronique a la DLT
et BF et leur mixtures sur les fonctions neurocomportementales des animaux d’une part, et
I’association des perturbations de ces dernieres avec la quercétine d’autre part, pour évaluer son
effet neuroprotecteur. Les tests neurocomportementaux sont des tests standards congus pour
évaluer différents aspects du fonctionnement du systeme nerveux central, dont la performance

motrice, I’apprentissage, la mémorisation, I’anxiété et la dépression.

4.1. Effet de BF, DLT et leur mixture associés ou non 2 QUER sur P’activité locomotrice chez
les rats

La fonction motrice est le critére neurocomportemental de 1’intoxication par les PYRs le plus
largement étudié, qui ne dépend pas de la voie d’administration ou de type d’éspéce ; la majorité
des PYRs entrainent une diminution de 1’activité motrice générale chez les mammiféres (Rajawat
et al., 2019). Le nombre de redressements ainsi que le nombre total des carreaux traversés sont
évalués dans le test de I’open field comme mesure de 1’activité locomotrice, le redressement est
considéré comme indicateur de 1’activité exploratoire. Le redressement et I’ambulation sont des
comportements positivement corrélés. Un taux élevé de ces comportements indique une

augmentation de la locomotion et de I’exploration et un niveau bas d’anxiété (Rajawat et al., 2019).

Les résultats obtenus aprés 16 semaines d’exposition des rats femelles adultes au DLT ont
montré une diminution significative de I’activité locomotrice et exploratrice dans le test de I’open
field, ces résultats sont conformes avec les résultats précédents aboutis par les travaux de plusieurs
auteurs ( Ricci et al., 2013 ; Nieradko-Iwanicka et Borzgcki, 2015; Gasmi et al., 2017 ; Zhang et
al., 2018), ainsi que les travaux de Pitzer et al. (2019) lors de I’exposition postnatale au DLT qui
a provoqué ainsi une diminution spontannée de I’activité motrice chez les souris. Ce déficit
locomoteur observé chez les animaux, peut étre expliqué par la neurotoxicité de ces PYRs
notamment la DLT, agissant en premier lieu sur les cannaux sodiques voltage-dépendant des
cellules exitables (les neurones et les muscles). Cette altération des cannaux sodiques peut causer
des ouvertures répétées, puis un blockage dans la dépolarisation des neurones (Seck, 2009 ;
Nieradko-Iwanicka et Borzgcki, 2015). Des résultats sémilaires sont trouvés, aprés exposition des
abeilles a un autre PYR, la cyperméthrine a des faibles doses, qui ne provoquent pas la mort des
abeilles mais diminue 1’efficacité des taches réalisées par les abeilles (Collet et Charreton, 2016).

On peut conclure que la DLT altére les capacités locomotrices et exploratrices du rat. L’ACh

intervient dans le control des muscles par I’intermédiaire des terminaisons neuromusculaires
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apportés en exces au niveau de la plague motrice, il peut inhiber donc les contractions musculaires
consecutives et la stimulation du nerf (Gamet-Payrastre et Lukowicz, 2017). Les paramétres de
locomotion dans les différents tests réalisés dans cette étude, le nombre de transition dans le test
de chambre claire/obscure, le nombre total d’entrée dans le test de labyrinthe en croix surélevée et
le nombre de carreaux totale dans le test du champ ouvert), indiquent une variation par rapport au

témoin soit par une hypomotricité, soit par une hypermotricite.

Des études montrent que les PYR exercent une inhibition non spécifique sur les canaux
ioniques opérés par le récepteur de I'ACh. On peut proposer ainsi, que les PYRs puissent avoir
leur cible au site synaptique en plus des canaux Na axonaux ou du corps cellulaire, ils ne se lient
pas au site de liaison de I’ACh ou du GABA pour produire leur effet de blocage, mais se lient dans
un autre site a faible affinité différent du site agoniste,pour engendrer une inhibition non spécifique
des canaux ioniques (Kiss et Osipenko, 1991). Cependant, il est trouvé que 1’administration
chronique des PYRs peut induire soit une augmentation de I’activité de I’AChE (Hossain et al.,
2005) soit une diminution de cette activité qui peut s’attribuer par I’occupation de son site actif
par la DLT (Mani et al., 2017), alors qu’une simple injection de la DLT a la dose de 60 mg/kg
(Hossain et al., 2005) ou 10 mg/kg (Habr et al., 2014) n’a aucun effet sur la locomotion ainsi sur
’activité de I’AChE dans n’importe quel région du cerveau testé. Il est évident donc que le
changement de ’activité de I’AChE n’est pas impliqué dans les effets aigus des PYRS sur le
systeme cholinergique central (Hossain et al., 2005 ; Habr et al., 2014 ). Le nombre de carreaux
totaux traversés dans cette étude a diminué par rapport au témoin, ces résultats sont en concordance
avec Syed et al. (2017) qui trouvent que les niveaux de la dopamine et de ces métabolites sont
diminués dans toutes les régions du cerveau. Cette modulation dopaminergique induite par la BF

peut étre détectée par le niveau de locomotion €levé observé dans le test d’OF (Syed et al. 2017).

L’exposition des rats a la mixture (DLT+BF) ne présente aucune variation significative par
rapport au témoin concernant le nombre de carreaux totales traversés, dans le test de I’open field,
cela peut étre explique par un effet antagoniste entre les deux PYRs (Gamet-Payrastre et Lukowicz,
2017). En revanche la BF et la DLT appartiennent a 2 types différents des PYRs, le type 1 comme
la BF induit une large dépolarisation post synaptique, générant des signaux nerveux répétitifs.
Tandis que le type 2 des PYRs peut produire une dépolarisation de la membrane conduisant a un

blocage de I’influx nerveux (Eriksson et Fredriksson, 1991 ; Vester et al., 2019).

La QUER a amélioré le déficit locomoteur induit par les PYRs, par la dose de 5 mg/kg avec

la DLT et la BF et la dose de 10 mg/kg avec la MIX, cette amélioration peut étre expliquée par la
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capacité de la QUER a augmenter la production de I’AChE, d’une part, ainsi par le pouvoir de
neutraliser les radicaux libres générés par ces PYRS impliqués dans I’inhibition de I’ AChE (Gasmi
et al., 2017). Un autre effet de la QUER qui améliore 1’activité motrice est I’activation du systéme

dopaminergique ou a des enzymes liées a la synthese de la dopamine (Kaur et al., 2019).

4.2. Effet de BF, DLT et leur mixture associés ou non a la QUER sur ’apprentissage spatial
et mémorisation chez les rats

Un des tests les plus utilisés pour évaluer I’apprentissage spatial chez le rat est le labyrinthe
aquatique de Morris. Il s’agissait a 1’origine de tester la capacité des rats a apprendre et a mémoriser
la position d’une plateforme cachée dans une piscine d’eau opaque par rapport a des reperes
extérieurs. La présente étude prouve que, d’une part, une intoxication chronique aux PYRS chez
des rats Wistar femelles adultes a eu comme conséquence la diminution des performances
d’apprentissage spatial au cours du test de piscine de Morris. Et d’autre part, la co-administration
chronique de la QUER a amélioré de maniére significative les déficits cognitifs notamment chez

les rats exposés a la DLT.

L’exposition a la DLT cause une perturbation cognitive chez les rats, cette perturbation se
traduit par une diminution d’apprentissage. Ces résultats se concordent avec les résultats de
Nieradko-lwanicka, (2012). Cette réduction est révélée par la diminution de la latence par rapport
au témoin avant de trouver la plateforme immergée durant tous les jours du test, la mémoire de
travail (mémoire a court terme) testé pendant le 3°™ jour du test, présente également une
diminution du temps de latence dans chaque essai par rapport au témoin tandis que la comparaison
entre les différents essais chez les groupes DLT et MIX montre une perturbation du temps de
latence , notamment entre I’E2 et E3, ainsi entre I’E3 et E4. Cette diminution de latence peut étre
expliquée donc par I’hyperactivité trouvée chez les animaux traités par les PYRS, cette
hyperactivités est trouvée aussi méme au cours de la manipulation des rats a partir d’un mois et
plus de gavage ; le milieu aqueux est un milieu trés stressant pour les rats, la mise dans une telle
situation aversive provoque les rats a s’enfouir, ou de nager rapidement, la rapidité de la nage
laisse I’animal trouver la plateforme dans une latence réduite ; cette hyperactivité peut étre
expliquée comme cité précédemment, par une inhibition de I’AChE par les PYRSs (Gargouri et al.,
2018a), ce qui permet de prolonger 1’action de I’ACh au niveau de son site d’action et par la suite
des contractions musculaires élevées. Donc la diminution du temps de latence ne s’explique pas
par une bonne mémorisation spatiale, mais par une hyperactivité de la nage qui facilite de trouver
la plateforme. Les mémes résultats sont trouvés lors du test de sonde, le groupe DLT présente un
temps passé dans le quadrant cible le plus réduit, ce qui signifie une faible mémorisation par
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rapport aux autres groupes notamment le groupe DLT+QUER, le groupe MIX présente aussi un
temps faible, ce test justifie ’effet des PYRS a atténuer la mémorisation spatiale. Les résultats du
test de sonde corroborent des résultats récents, montrant également la diminution du temps passé
au quadrant cible apres exposition chronique a la DLT, mais s’opposent avec le temps de latence
pendant les jours du test (Gasmi et al., 2017). La QUER corrige ces atteintes par une augmentation

du temps passé au quadrant cible pendant le test de sonde, ainsi elle améliore la mémoire de travail.

L’hyperactivité provoquée par le milieu aqueux se chevauche avec le paramétre de
mémorisation. Le test de Barnes est un autre test qui a le méme but que le test de Morris mais
moins stressant a 1’animal, et qui est réalisé pour évaluer également la mémoire spatiale. Les
résultats obtenus a partir du test de Barnes révelent clairement que les rats exposés a la DLT
surtout, et a la MIX présentent un deficit des performances concernant la cognition spatiale
dépendante de I’hippocampe (Terunuma et al., 2014). Ce déficit d’apprentissage spatial peut
s’expliquer par une inhibition extréme apres la liaison de la DLT au le site actif de I’AChE. Le
récepteur au NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique), un type de récepteur au glutamate, présent en
grande quantité dans le cortex cérébral et 1’hippocampe. Il est impliqué dans de nombreux
mécanismes physiopathologiques tels que la locomotion, la douleur (Mohamad et al.,2013) la
mémorisation et I’apprentissage (Oliet et Papouin, 2013 ; Zhang et al., 2018) ; en revanche,les
NMDARs ont été prévus pour étre impliqués dans le processus pathologique de la neurotoxicité
induite par les PYRs (Zhang et al., 2018). Une étude récente de Patel et Pitzer (2019) ont montré
que I’exposition a long terme a la DLT, fait diminuer 1’expression du récepteur de glutamate

NMDA.

D’autres études révelent que les systemes noradrénergiques, glutamatergique et
cholinergiques sont également impliqués dans les mécanismes conduisant & des désordres
comportementaux comme ’anxiété, la dépression, D’altération de I’apprentissage et la
mémorisation (Gargouri et al., 2018a). La DLT interfére avec les mécanismes de la transmission
dopaminergique, par I’inhibition de la synthése de la dopamine et la réduction de I’enzyme tyrosine
hydrolase, ce qui met en ceuvre une diminution des niveaux de la dopamine par la suite dans
I’hippocampe et le striatum (Souza et al., 2018). L’exposition a la BF induit des dommages
neuronaux, altére le statut redox et cause des neuro-inflammations dans I’hippocampe, ce qui
conduit a des troubles cognitifs et de la mémoire, bien que les mécanismes associés a ces déficits
restent mal connus (Gargouri et al., 2018b). La QUER a différents effets pharmacologiques dans
le systéme nerveux et agit comme neuroprotecteur, elle est connue pour son pouvoir d’améliorer

la mémoire d’apprentissage et de reconnaissance, par l’atténuation du dysfonctionnement
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mitochondrial indiqué par I’augmentation des niveaux de potentiel de la membrane mitochondrial

et de I’ATP et la diminution des ROS (Babaei et al., 2018).

4.3. Effet de BF, DLT et leur mixture associés ou non a la QUER sur I’apprentissage non
spatial et la mémorisation chez les rats

Chez les rongeurs, les taches pour accéder a la reconnaissance de la mémoire d'un nouvel
objet sont basées sur la tendance naturelle des animaux a explorer les nouveautés. A partir de
I'exploration d'un nouvel objet au détriment de ce qui est déja connu (Montanha et al., 2016).
L’ensemble des résultats obtenus dans la tache de reconnaissance d’objet confirme les effets des
PYRs sur la reconnaissance d’objet. lls agissent sur les performances de reconnaissances en
modulant les mécanismes permettant la conservation de représentations internes des
caractéristiques d’un objet pour détecter une nouveauté dans leur environnement, ces

représentations sont également appelées traces mnésiques (Ennonceur et Dalcour, 1988).

Cependant, le groupe DLT a montré des déficits de mémoire a court terme dans la nouvelle
tache de reconnaissance d'objet, cette tdche estime la mémoire par le biais du paradigme de
reconnaissance, dans lequel I'animal est présenté a deux objets similaires, alloués a des points fixes
d'un champ ouvert lors de la session de formation. 24 h plus tard, les mémes animaux ont été
présentés a I'objet déja connu et a un nouvel objet (Souza et al., 2018), le trouble cognitif est révélé
surtout chez le groupe DLT, qui présente un pourcentage de reconnaissance du nouvel objet faible
par rapport au témoin. Les informations visuelles et la mémoire de nature spatiale et non spatiale
est régulée par des aires associatives du cortex et par I'hippocampe ainsi que par le systeme du
lobe temporal qui transitent par des voies différentes vers les différentes couches de ce complexe
(Levin, 2015). Des résultats similaires concernant le déficit de reconnaissance d’objet induit par
la DLT est trouvé chez les travaux de Mani et al (2014), la DLT induit une diminution significative
du taux de ’AChE dans le cerveau en général, ainsi qu’une diminution plus significative dans
I’hippocampe surtout, cette inhibition excessive méne a des mal-fonctionnements du systeme
nerveux, des dysfonctionnements métaboliques, des déficits comportementaux et d’apprentissage
(Mani et al., 2014). L’indice de discrimination est calculé en utilisant la proportion de temps que

I'animal passe a rechercher un nouvel objet par rapport a celui qui lui est familier.

Un large éventail de preuves obtenues a partir d'études sur des lésions de rongeurs implique
le cortex périrhinal en tant que région cérébrale nécessaire a la reconnaissance d'un nouvel objet,
basée sur des reperes visuels, tandis que la détection d'un nouvel objet basé sur des suggestions

nécessite I'utilisation de la fonction hippocampe, para hippocampe, cortex et cortex entorhinal.
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Suivant ce raisonnement, les preuves tirées de cette tache dans nos expériences n’excluent pas une
action de la DLT affectant la région du périrhinal du cortex cérébral (Montanha et al., 2016). Le
groupe DLT a montré une différence dans le temps passé a explorer les deux objets. Ces résultats
suggerent que la DLT cause une altération de la mémoire de reconnaissance, une discrimination

altérée des objets, une anxiété qui fait craindre les espaces ouverts dans lesquels ils sont forcés.

Le GABA et I’ACh, sont connus par leur implication depuis longtemps dans les fonctions
cognitives. L'ACh joue un réle important dans la formation de la mémoire dans I'hippocampe, cela
est prouvé par l'altération de I'apprentissage apres I'administration d'antagonistes a leurs récepteurs
respectifs (Montanha et al., 2016). Cela pourrait étre di a un blocage induit par I’inhibition du
GABA et de I'AChE provoquée par la DLT, produisant ainsi une augmentation indirecte de la
transmission excitatoire par le neurone, tandis que la diminution de I'exploration et I'augmentation
du temps passé pres du mur sont des indicateurs d'un comportement semblable a celui de I'anxiété
(Mani et al., 2014). La MIX entre DLT et BF semble n’avoir aucun effet additif ou de synergie, la

DLT semble avoir plus d’impact sur I’atteinte de la mémorisation chez les rats qui y eXposes.

Les résultats de cette étude concernant la co-administration orale de la QUER avec la DLT,
ou avec la MIX montre une modification de ’effet des PYRS vers une amélioration de la
mémorisation. Ces résultats sont en accord avec des résultats précédents (Gasmi et al., 2017 ;
Babaei et al., 2018), il est prouvé que la QUER prévient les troubles de mémoires, et augmente
lI'indice de reconnaissance, par I’empéchement de la diminution de ’activit¢ de ’AChE dans

I’hippocampe (Babaei et al., 2018).

4.4, Effet de BF, DLT et leur mixture associés ou non a QUER sur le comportement anxieux

chez les rats

Les rats exposés chroniquement aux PYRs et a la QUER sont testés pour évaluer leur anxiété
en utilisant différents tests : open field (OF), light dark box (LDB), elevated plus maze (EPM), et
marbles burying (MB) (Patki et al., 2013 ; Belovicova et al., 2017).

Dans le test d’OF, il a été propos€ que la réponse a la peur (ou anxiété) de I'animal exposé a
une nouvelle menace potentiellement dangereuse de I'environnement est accompagné d'une haute
défécation ainsi que par une faible mobilité, en particulier dans la zone centrale (Sestakova et al.,
2013). Un niveau élevé d'anxiété conduit généralement a une diminution du rapport du nombre de

carrés visites dans le centre pour le nombre de carrés visités a la périphérie (Rajawat et al., 2019).

138



Partie expérimentale

Sur cette base, les résultats de cette étude ont montré I’installation d’un état d’anxiété chez le
groupe intoxiqué par la DLT qui est observe par une baisse significative du nombre de visite au
centre comparé au téemoin, le groupe exposé a la BF présente également une baisse non
significative de ce nombre , cela se produit probablement lorsque les PYRs affectent divers
composants du systéeme nerveux(Rajawat et al., 2019). Les rats exposés a la DLT étaient moins
actifs dans un nouvel environnement cela est décelé par le nombre faible des carreaux traverses
soit au centre soit aux périphériques, ces résultats se concordent avec les résultats de Pitzer et al.
(2019) qui expliquent I’atténuation des canaux sodiques voltage-dépendants (VGSC) par I’effet
de la DLT (Pitzer et al., 2019).

Les souris males exposées a 3 mg / kg de DLT tout au long de la gestation et de la lactation
présentent une diminution de I'expression de I'ARNm de sous-unité codant pour les VGSCs
mesurée quand elles étaient adultes, mais aucune d'altérations similaires n’est vu dans 1'expression
du gene VGSC par PCR, ce qui suggere que la différence d’especes pourraient expliquer cette
différence de résultat (Pitzer et al., 2019). Des résultats similaires sont trouvés chez Saoudi et al.
(2019), expliquant ces résultats par I’induction de la DLT d’un blocage de I’effet inhibiteur du
GABA ainsi que I’inhibition de I’ACh qui sera la conséquence d’une augmentation indirecte de la

neurotransmission excitatoire qui provoque I’anxiété (Mani et al., 2014 ; Saoudi et al., 2019).

En plus de Iactivité exploratoire, le nombre de redressements dans le test d’OF et DLB reflete
aussi 1’état émotionnel du rat (Mani et al., 2017); cependant dans la présente étude, il ne montre
aucune variation significative entre les différents groupes, tandis que dans le test de DLB il montre
un niveau élevé de redressement chez le groupe BF mais un niveau significativement réduit chez
le groupe MIX , ces résultats sont en accord avec les résultats de Habr et al. (2014), alors que rien
n'indique clairement que le comportement de redressement soit anxiolytique ou anxiogeéne.
Certaines études indiquent que I'augmentation de redressements correspond aux niveaux d'anxiété
élevés chez les souris, tandis que d'autres postulent qu'un comportement de redressement réduit

indigue une anxiété accrue (Seibenhener et Wooten, 2015).

L’effet de I’exposition chronique aux PYRS sur le niveau d’anxiété a été étudié dans 2 autres
tests différents : LDB et EPM. Le test de LDB permet d’étudier I’impact des PYRS ou d’autres
xénobiotiques sur le comportement anxieux en analysant les préférences de 1’animal pour les
parties claires et sombres de la boite (Belovicova et al., 2017). Les rats traités par les PYRS

présentent un temps réduit passé au compartiment clair par rapport au autres groupes, qui se traduit
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comme un comportement anxiogéne. La littérature ne montre aucune expérimentation du

traitement par les PYRs réalisant ce test de LDB.

Le test d’EPM, un autre test relatif a évaluer le degré d’anxiété, les résultats montrent que les
rats traites par la MIX surtout et par la DLT ont passé moins de temps dans les bras ouverts, alors
que le groupe DLT seul passe moins de temps dans le centre, qui semble refléter une aversion
envers les bras ouverts, cela est généré par la peur des espaces avec un indiced’anxiété élevée
(Belovicova et al., 2017). Ces résultats se concordent avec les résultats de Ricci et al. (2013) qui
I’expliquent par la diminution des taux de sérotonine (5-HT) et ses métabolites 5-hydroxy-3-acide
indolacétique (5-HIAA) apres exposition a la DLT (Ricci et al., 2013) ou apres exposition aux
PYRs (Rodriguez et al., 2016), ce qui signifie que la synthese et le métabolisme de la 5-OH,
néanmoins son activité n’est pas touchée (Ricci et al., 2013). Selon la méme étude, des niveaux
faibles de ce neurotransmetteur dans la fente synaptique est fortement corrélée avec 1’anxiété. Des
lésions de I’innervation du striatum par la 5-HT entraine des effets anxiogenes modérés dans le
test d’EPM (Ricci et al., 2013). Rodriguez et al. (2016) ont mis 1I’hypothése qui explique la faible
teneur de la dopamine par soit une inhibition de sa synthese, soit par la diminution de la tyrosine
hydrolase (TH), ou bien par la diminution de la synthese de L-acide amino-décarboxylase
aromatique observeés apres exposition aux PYRs (Rodriguez et al., 2016). Les récepteurs exprimés
dans le cerveau des mammiféres sont les récepteurs de 5-HT. La dérégulation des récepteurs de 5-
HT a été impliquée dans les changements d'état émotionnel (Olivera et al., 2011).

Le test de billes enterrées (MB) présente un nombre des billes enterrés réduits chez les
groupes traités par les PYRs en solo ou en mixture par rapport au témoin, alors que le groupe
QUER présente une diminution significative. En effet, les animaux les plus anxieux, enterrent plus
de billes sous leur literie (Carter et Shieh, 2015). Une étude porte sur des rats recevant 3mg/kg de
DLT chaque 3 jours pendant 2 semaines ne présentent aucune différence significative dans ce test
(Vester et al., 2019). En réalité, ce test dépend de plusieurs autres parameétres, comme le nombre
de billes par cage, la texture des billes, la nature de la literie (Homma et Yamada, 2009) ; en outre,
les rats n'enterrent pas les marbres de maniére specifique, mais au cours du processus de creusage

et de fouissage, les marbres sont recouverts par la litiere (Angoa-Pérez et al., 2013).

La présente étude montre I’effet neurocomportemental protecteur de la QUER qui apparait au
niveau des différents tests réalisés contre I’effet toxique des PYRSs. Ces résultats sont en accord
avec les résultats de Gasmi et al. (2017). Plus précisément, les rats exposés a la QUER associé au

PYR ont présenté une réponse comportementale active et améliorée dans le test d’OF, ce qui
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pourrait étre interprété comme une anxiété moins forte et une motivation accrue a explorer, ou
comme une sensibilité plus forte aux nouveaux stimuli par rapport aux rats traitées par les PYRS
(Lu et al., 2006 ; Babaei et al., 2018). Des études antérieures ont montré que la QUER peut
traverser la barriere hémato-encéphalique in vivo vu son caractere lipophile, et sa faible
biodisponibilité, de sorte qu’elle puisse atteindre 1’organe cible (le cerveau) et mener des actions
neuroprotectrices (Paulke et al., 2006; Babaei et al., 2018 ).Cependant, la co-administration de la
quercétine a des animaux traités par les PYRS a pu réduire I'anxiété, ce qui peut s’expliquer par

une régulation positive du systéme sérotoninergique par la quercétine (Kaur et al., 2019).

4.5. Effet de BF, DLT et leur mixture associés ou hon a QUER sur le comportement dépressif
chez les rats

Dans le test de la nage forcée (FS), on observe bien que le temps d’immobilité était plus réduit
chez tous les groupes traités de cette étude, notamment les rats exposés a la DLT, ce qui ne reflete
pas un état de dépression, mais un état d’anxiété. Ces résultats ont été confirmés par le test de LDB
dont les rats intoxiqués par la DLT ont resté moins de temps dans le compartiment obscur. Ces
résultats sont en accord avec plusieurs travaux trouvant que les pyréthrinoides (DLT) ont un effet
antidépressif (Lazarini et al., 2001 ; Takasaki et al., 2013). Ces effets sont dus principalement
a I’action de la DLT sur la transmission sérotoninergique et glutaminergique dans le cerveau et

qui sont impliqués dans la physiopathologie de stress et de dépression (Anitha et al., 2019).

Bien que le test de la nage forcée ne permette pas d’évaluer a lui seul pleinement les
symptdmes de type dépressif (Liu et al., 2018). Le test de la nage forcée (FS) est généralement
associ¢ au test de préférence pour une boisson sucrée qui permet d’évaluer 1’état d’anhédonie des
animaux, un autre symptdme majeur des troubles dépressifs (Carter et Shieh, 2015). Dans plusieurs
modeles de dépression chez les rongeurs, comme I’exposition a des stress chroniques, la

préférence pour une solution sucrée est diminuée (Liu et al., 2018).

Le volume d’eau sucrée consommeée ne présente aucune variation significative pour la DLT
mais un volume consommée élevé significativement d’eau sucrée chez le groupe MIX. Ces
résultats ne seront clairs sauf si le pourcentage de sucrose consommeé/liquide total est calcule, il
révele que la préférence au sucrose a diminué significativement chez le groupe DLT et
MIX+QUER ce qui refléte un état dépressif. Ces résultats sont en accord avec les résultats de
Gasmi et al., 2017). Des études récentes montrent que 1’administration du DLT au neurone cortical
du rat dans une culture cellulaire augmente considérablement 1’expression d’ARNm codant pour

BNFD (facteur neutrophique issu du cerveau) (Tsai, 2006). L’administration intrapéritonéale de
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25mg/kg de la DLT augmente le taux des protéines de BDNF dans le cortex et I’hippocampe, ces
résultats indiquent que la DLT est un inducteur de I’expression neuronale du BDNF (Huang et al.,
2019), impliqué dans différents mécanismes antidépressifs; la perfusion intra-cérébro-
ventriculaire de BDNF a été rapportée pour favoriser la germination et la croissance des neurones
contenant de la sérotonine dans le cerveau du rat et augmenter les niveaux de noradrénaline dans

plusieurs zones du cerveau, y compris I'nippocampe (Takasaki et al., 2013).

Les résultats de cette étude montrent que la QUER a des effets antidépressifs, se traduisant
par 1’augmentation du volume de 1’eau sucrée lorsqu’elle est administrée avec la DLT. Ces
résultats sont en accord avec plusieurs travaux de recherche (Gasmi et al., 2017 ; Babaei et al.,
2018). L’effet neuroprotecteur de la QUER est reli¢ a 1’activation de la signalisation P13K/AKT
par la phosphorylation du récepteur TrKB (Tropomyosin receptor kinase B), a travers ce récepteur
le BDNF fait activer plusieurs voies de signalisation cellulaire, incluant I’activation de P13K/AKT

qui affecte le développement et le fonctionnement du systéme nerveux (Yao et al., 2012).

5. Conclusion

Le lien entre le stress oxydatif et le comportement est lié a une anxiété élevée est incontesté.
mais la relation de cause et effet n'a pas encore é€té complétement élucidée. Ici, les effets
comportementaux de la DLT et la BF donnés a des rats étaient évalués par une variété de tests
neurocomportementaux par rapport aux témoins, durant une exposition chronique (120 jours). Ces
PYRs ont affecté les réponses émotionnelles en induisant un comportement anxieux associé a

I'nyperactivité et un déficit des capacité d’apprentissage et de mémorisation.

Les antioxydants naturelles comme la quercétine peuvent jouer un rdle dans la prévention ou
I’atténuation des effets du stress oxydatif qui induit I’anxiété¢ la dépression et le déficit

d’apprentissage.
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Conclusion générale

L’objectif de la présente étude était d’évaluer la neurotoxicité chronique chez le rat apres
une exposition a deux pesticides nouvellement introduits et largement utilisés en Algeérie a
savoir la DLT et la BF d’une part, et I’effet préventif de la QUER, un flavonoide puissant sur

cette toxicité d’autre part. A la lumiere des résultats obtenus, on peut conclure :

- Le gavage de la BF et la DLT respectivement a la dose de 2,6mg/kg/jour et de 3,72mg/kg/jour
chez les rats femelles adultes a induit des perturbations du comportement (test du champ ouvert,

test de MWM, test de labyrinthe en croix suréleveée, test de la nage forcée) des rats.

- I’exposition chronique a la BF et la DLT a provoqué également des altérations dans le bilan
des biomarqueurs du stress oxydatif et d’apoptose cellulaire (gonflement mitochondrial) qui se
traduit par une perturbation des taux du GSH et du MDA, I’activité de CAT, SOD, GPx, GST,
mitochondriale et cytosolique, dans les quatre régions du cerveau (hippocampe, striatum, cortex

et cervelet).

- La quercétine est capable de prévenir ces effets toxiques ; au niveau comportemental et
cytologique. L’effet préventif de la quercétine comme antioxydant puissant, prouve que le stress

oxydant est le mécanisme principal de la neurotoxicité de la DLT et de la BF.

Sachant que I'utilisation de ces insecticides dans notre pays est considérable, il faut bien
rechercher donc sur le niveau moléculaire pour comprendre toutes les formes d’intoxication ou
les problémes sanitaires liées avec ces pesticides, de cet effet, ce travail de thése peut étre

complété par des études plus mécanistiques, comme perspectives on propose donc de :

- Déterminer les effets de métabolites finaux de la DLT et de la BF sur I’organisme apres une

exposition dans les mémes conditions expérimentales.

- Développer une dose spécifique et plus efficace de la QUER, capable d’étre utilisé comme
antidotes spécifiques contre les différents types d’intoxication par ces pesticides (hépato, neuro.

néphro et pneumo-toxicité).

- Il est intéressant aussi de lancer des études diététiques pour ajuster le type et la dose de ces
antioxydants (QUER) et comment les introduire dans le régime alimantaire ou sous forme des
traitements préventifs pour les populations vulnérables (sujets ageés, les prédisposés aux

maladies neurodégénératives, exposition professionnelle ...)
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- Evaluer les parametres de la neurotransmission notamment 1’acétylcholine estérase pour

trouver un lien entre les perturbations neurocomportementales et les perturbations motrices.

- Développer le but de cette étude par le dosage des autres biomarqueurs par des autres appareils
sophistiqués (HPLC, ELISA, CPG...).

- De compléter cette étude par des tests histologiques des différentes régions du cerveau pour

révéler s’il y a une dégénérescence, altération ou mort cellulaire.
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Annexe 1. La courbe d’étalonnage des protéines (Bradford, 1979)
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Annexe 2. La courbe d’étalonnage du malondialdéhyde (MDA)
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Annexe 4. Effets des pyréthrinoides administrés seuls ou en mixture associé avec ou sans quercétine apres
administration chronique par voie orale sur le comportement lié a I'anxiété dans le labyrinthe en croix surélevée.

Témoin | DLT MIX QUE DLT+QUE | MIX+QU
E

Nombre d’entrée | 2,85 + 4+146 |283+ 3,85+1,1|343+£052 |286+
en bras ouvert 0,77 0,57 0,67
Nombre d’entrée | 3,71 + 4,85+ 3+043 [(4£095 |357+£0,68 |3+£0,57
en bras fermé 0,6 1,48
Nombre total 6,57 = 7,33+ 557 7,86 = 7+1,19 5,86 =
d’entrée 1,32 3,39 0,99 2,02 1,22
% d'entrée en 41,72+ 425+ 43,81 43,26 £ 50£1,89* 47,47+
bras ouvert 3,51 2,19 A 3,03 7,90 2,60
Temps passéau | 17,28+ |8,43+ 1,00 = 19,17 £ 15,57 £ 517+
bras ouvert (s) 7,08 4,86 0,92* 7,57 11,09 11,09
Temps passé au | 252,71+ | 266,85+ | 239,43+ |190,71+ |237,57% 232,28 +
bras fermé (s) 22,09 9,04 29,61 30,09 14,21 20,55
Temps passéau | 33,43+ 2471+ |37+ 53,28 + 47 +13,23 | 42,28+
centre (S) 15,52 7,84 A 12,63 15,65 12,44

Les résultats sont exprimes par la moyenne = SEM, le test de Student est utilisé pour la comparaison entre les
groupes. (*) comparaison avec le ttmoin : * p < 0,05 ; (A) comparaison de DLT avec DLT+QUER : A p <0,05.

Annexe 5. Effet des pyréthrinoides seul ou en mixture, associé ou non associé a la quercétine sur la locomotion et
I’anxiété des rats traité a long terme (Dark Light Box test).



Temps de Temps passé Temps passé Nombre Redresseme

latence(s) dans le dans le d’alternanc nt
Lot compartiment compartiment e

clair (s) obscur (S)

Témoin 69,86 +30,9 79,43 + 28,45 230,43 £+ 24,88 243+0,75 2,43+0.84
Bif 34,43 +19,94 49+17,39 250,86 + 17,38 3+0,87 3,57 £0.71#
DLT 25,17 +16,49 25,83 + 16,33 274,17 + 16,34 1,5+0,66A 2,17+1.18
MIX 4+ 3,38 8,8+ 2,79 *£ 291,2 £ 2,79*E 26+063 02£0,17*
Bif+Que 0,17+0,15* 11,17+6,4 288,83 £ 6,4 267%1 0,83 +£0,77
DLT+Que 0* 105+1,83 * 289,5 +1,83* 3,67+0,39 0,67 +045
Mix+Que 0,86 +0,7* 0,71 +£0,71 ** 299,14 + 0, 7** 1* 0**

Les résultats sont exprimeés par la moyenne = SEM, le test de Student est utilisé pour la comparaison entre les
groupes. (*) comparaison avec le témoin: * p < 0,05 ; (#) comparaison de BF avec BF+QUER : # p < 0,05 ;(A)
comparaison de DLT avec DLT+QUER : A p < 0,05 ; (E) comparaison de MIX avec MIX+QUER : £ p < 0,05.
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Résumé

Les maladies neurodégénératives sont d’une étiologie multifactorielle faisant intervenir des facteurs environnementaux, alimentaires et génétiques. Des études
épidémiologiques et toxicologiques ont montré que la plupart de ces maladies sont associées a une exposition chronique aux produits phytosanitaires. Dans cette étude nous
nous sommes intéressés a 1’évaluation de la neurotoxicité due a ’exposition chronique a deux pyréthrinoides (PYRs), la bifenthrine (BF) et la deltaméthrine (DLT) seules
ou en mixture sur un modéle animal (rats Wistar albinos), femelles adultes d’une part et a I’étude de 1’effet préventif et cytoprotecteur de la quercétine (QUER), contre
cette toxicité d’autre part. L’approche expérimentale de la présente étude est divisée en trois axes ; le premier axe consiste a 1’étude du statut redox mitochondrial dans les
différentes régions du cerveau en I’occurrence I’hippocampe, le striatum, le cervelet et le cortex cérébral et I’intégrité structurale des mitochondries, chez le rat exposé
chroniquement aux PYRSs ; le deuxiéme axe s’intéresse a 1’évaluation du stress oxydatif cytosolique -régional afin de mettre en évidence le degré et la portée du déséquilibre
redox dans les autres compartiments cellulaires a savoir le cytosol au-dela des mitochondries ; et finalement 1I’étude neurocomportementale afin de mettre en évidence la
portée des altérations sur les facultés cognitives et comportementales de I’animal. Les résultats obtenus dans cette étude ont montré une neurotoxicité induite par les deux
PYRs utilisés (BF et DLT), a travers la perturbation du statut redox dans les mitochondries et le cytosol, phénoméne ayant provoqué un gonflement mitochondrial qui est
susceptible d’altérer I’intégrité fonctionnelle et structurale de cette organelle. En effet, I’évaluation du stress oxydatif a révélé d’importants effets toxiques des deux PYRs
se manifestant via une augmentation du taux du malondialdéhyde (MDA) cytosolique et mitochondrial ; une diminution de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)
mitochondriale et cytosolique sauf dans le striatum ou il y a une augmentation suite a I’exposition a la DLT ; le taux de glutathion (GSH) augmente dans le cytosol du
cervelet, du striatum et diminue dans les mitochondries du cortex et du cervelet et s’altére significativement dans les autres régions. L’activité de la superoxyde dismutase
(SOD) cytosolique s’induit par les PYRs dans toutes les régions ; I’activité de la glutathion-s-transférase (GST) diminue dans les mitochondries et le cytosol de I’hippocampe
et s’altére dans le cytosol des autres régions ; ’activité de la glutathion peroxydase (GPX) est altérée dans le cytosol et I’hippocampe et est induite dans le cytosol des autres
régions. Les tests neurocomportementaux révelent surtout chez le groupe DLT : une hypomotricité, une altération de la mémorisation spatiale et non spatiale provoquée,
une installation d’un état d’anxiété, une dépression évaluée par le test de sucrose. Sur un autre plan, nous avons évalué les effets préventifs de la QUER sur les parameétres
étudiés apres le traitement par les PYRs. Les résultats ont démontré que la QUER diminue le taux de MDA cytosolique, elle élimine I’altération des enzymes antioxydants
provoquée par la DLT et la mixture, mais non de la BF. Sur le plan neurocomportemental, la QUER a un effet antidépressif, améliore le déficit locomoteur, la mémorisation
et ’apprentissage et réduit le niveau d’anxiété.

Mot clés : pyréthrinoides, stress oxydant, régions du cerveau, comportement, neurotoxicité

Albstract

Neurodegenerative diseases have a multifactorial etiology involving environmental, dietary and genetic factors. Epidemiological and toxicological studies show that most
of these diseases are associated with chronic exposure to plant protection products. In this study, we were interested in the evaluation of the neurotoxicity of two pyrethroids
(PYRs), namely the bifenthrin (BF) and the deltamethrin (DLT) on an animal model (Wistar albinos rats), on the one hand, and the study of the preventive and cytoprotective
effect of the quercetin (QUER), against this toxicity on the other hand. The experimental approach of this study is divided into three axes; the study of the mitochondrial
redox status in the different regions of the brain, in this case the hippocampus, the striatum, the cerebellum and the cerebral cortex and the structural integrity of the
mitochondria, in adult female Wistar albinos rats chronically exposed to PYRs; evaluation of the neuro-regional cytosolic oxidative stress in order to highlight the degree
and the range of the redox imbalance in the other cellular compartments namely the cytosol beyond the mitochondria; and finally the neurobehavioral study in order to
highlight the extent of alterations on the cognitive and behavioral faculties of the animal. The results obtained in this study show a neurotoxicity induced by the two PYRs
used (BF and DLT), through the disturbance of the redox status in the mitochondria and the cytosol, a phenomenon that has caused mitochondrial swelling which is likely
to alter the functional and structural integrity of this organelle. In fact, the evaluation of oxidative stress revealed significant toxic effects of the two PYRs manifesting an
increase in cytosolic and mitochondrial malondialdehyde (MDA); a decrease in the mitochondrial and cytosolic catalase (CAT) enzyme activity except in the striatum
where there was an increase following exposure to DLT. The level of glutathione (GSH) increased in the cytosol of the cerebellum, striatum and decreased in the
mitochondria of other regions. Cytosolic superoxide dismutase (SOD) activity was induced by PYRs in all regions; glutathione-s-transferase (GST) decreased in the
mitochondria and cytosol of the hippocampus and was altered in the cytosol of other regions; glutathione peroxidase (GPX) was altered in the cytosol of the hippocampus
and was induced in the cytosol of other regions. The neurobehavioral tests revealed especially in the DLT group: a hypomotricity, an alteration of the spatial and non-spatial
storage caused an installation of a state of anxiety, and depression as revealed by the sucrose test. On another level, we evaluated the preventive effects of quercetin (QUER)
on recent parameters after PYRs treatment. The results of this study demonstrated that QUER decreased the level of cytosolic MDA, prevented the alteration of antioxidant
enzymes caused by DLT and the mixture, but not the effects induced by BF. On the neurobehavioral level, QUER has an anti-depressive effect, improved locomotor deficit,
memorization and learning and reduced the level of anxiety.

Key words: Pyrethroids, oxidative stress, brain regions, behaviors, neurotoxicity.
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