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ABSTRACT

Fenthion is an organophosphate pesticide widely used in agriculture, however, exposure
to these pesticides can cause neurobiological and behavioral symptoms. The aim of this work
is to study the effect of repeated exposure at a rate of 1.35 mg / kg/j of body weight for 30
consecutive days on behavioral responses, oxidative status as well as immune and

biochemical changes in Wistar rats.

Our results have shown that the chronic exposition of Fenthion induces deleterious effects
at the level of the organism translated by a deterioration of the general state of health of the
rats (a reduction in body weight and an increase in the relative weights of the livers and
decrease relative brain weight), and induces anxiogenes résponses, and olfactory disturbance
and deterioration of exploratory and locomotor activity which has been associated with the
onset of hepatic oxidative stress revealed by decreased activity of glutathione-S -transferase
(GST) and increased levels of malondialdehyde (MDA).

In addition, the onset of hepatic and anxio-oxidative stress has been associated with
immune and biochemical variations revealed by the disturbance of the leukocyte profile
(WBC, LYM, MON, GRA), metabolic (Total cholesterol, Glycemia) and activity. hepatic
enzyme (ALAT, ASAT). A negative effect on the brain (decrease in acetylcholinesterase

activity) was also observed.

We can conclude that this pesticide causes hepatic oxidative stress and behavioral and

immuno-biochemical disorders.

Keywords: Fenthion, Behavior, Anxiety, Oxidative stress, Rat



RESUME

Le fenthion est un pesticide organophosphoré largement utilisé en agriculture, cependant,
I’exposition a ces pesticides peut provoquer des symptdmes neurobiologiques et
comportementales . Le but de ce travail tend a étudier 1’effet de I’exposition répétée a raison
de 1.35mg/kg du poids corporel pendant 30 jours consécutifs sur les réponses
comportementales, le statut oxydatif ainsi que les changements immunitaires et biochimiques

chez le rat Wistar.

Nos résultats ont montré que I’exposition chronique du Fenthion induit des effets
déléteres au niveau de I’organisme traduits par une détérioration de 1’état de santé général des
rats (une réduction de poids corporel et une augmentation des poids relatifs des foies et
diminution du poids relatif du cerveau), et provoque des réponses anxiogenes , et
perturbation olfactif et une détérioration de I’activité exploratoire et locomotrice qui été
associé au déclenchement d’un stress oxydatif hépatique révélé par la diminution de
’activité de la glutathion-S-transférase (GST) et ’augmentation du taux du malondialdéhyde

(MDA).

En plus, I’apparition du stress hépatique et anxio-oxydatif a été associé a des variations
immunitaires et biochimiques révélées par la perturbation du profil leucocytaire (WBC, LYM,
MON, GRA), métabolique (Cholestérol total, Glycémie) et ’activité enzymatique hépatique
(ALAT, ASAT). Un effet négatif cérébral (diminution de I’activité de I’acétylcholinestérase)

a été également observé.

Nous pouvons conclure que le pesticide Fenthion est a 1’origine d’un stress oxydatif

hépatique et les troubles comportementaux et immuno-biochimique.

Mots clés : Fenthion, Comportement, Anxiéte, Stress oxydatif, Rat
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INTRODUCTION

Il existe un grand nombre d’organismes vivants nuisibles aux Vegétaux, aux animaux
mais aussi a 1’égard de I’homme et des batiments d’élevages et d’habitation. Beaucoup
d’activités sont confrontées a ces organismes mais les activités agricoles sont probablement
parmi les plus exposés et donc demandeuses de moyens de prévention et de lutte. Ces moyens
sont trés varies et vont des mesures prophylactiques, aux traitements chimiques généralisés en
passant par des interventions mecaniques, des interventions biologiques et des traitements
chimiques localisés (Séverin, 2002). De nombreuses substances chimiques sont ainsi utilisées
,ce sont les pesticides. Leur composition et leur structure sont tres variées, de sorte que leurs
propriétés physiques, chimiques et biologiques le sont aussi, ce qui explique leurs multiples
usages, leurs dangers, ainsi que les difficultés rencontrées pour décrire et prévoir leur devenir
dans les sols (Calvet et al., 2005).

Les organophosphorés (OP) sont des toxiques létaux, a action systémique prédominante.
En raison de leur absence d’accumulation dans ’organisme, les OP sont utilisés a large

échelle depuis 1935 comme insecticides (IOP) (Saissy et Ruttimann, 1999).

La fréquence des intoxications par les IOP est en progression constante. Selon'OMS son
incidence dans 19 pays asiatiques était evaluée en 1972 2500 000/an avec une mortalité en
1981 a 750 000, eten 1983, a 2 000 000 avec une évolution fatale dans 40 000 cas. Aux Etats-
Unis ,sur 36 541 cas d'intoxication par insecticides/pesticides déclarés aux centres anti-
poisons en 1986(Litovitz et al. , 1986) Le fenthion (thiophosphate o-(méthylemercapto-
4Améthyl-3phenyl) o,0-diméthylique) est un insecticide organophosphoré a effet rémanent mis
au point par( schrader , 1960) ; il fait ses preuves dans la lutte contre les moustiques
anopheles vecteurs du paludisme.(Francis et Barnes , 1962), le fenthion est considéré
comme la méthode la plus efficace pour préserver les céréale (blé, sorgho etmillet)
(Testud et Bougon , 2009).

La valeur de la liaison, a l'intérieur d'un méme test, entre des parametres d'activité ou
d'exploration chez le rongeur(redressements, locomotion...) est fonction du type de situation

étudié et des parametres pris en considération (Soubrié, 1971).

Nous rapportons ici comment, des réactions comportementales voisines, apparaissant

dans un test simple que nous avons mis au point, peuvent subir, en fonction des doses, des
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modifications de sens opposé, apres administration a l'animal de certaines substances
(Thiébot et al., 1973).

Le stress oxydatif causé par les espéces réactives a I’oxygene (ROS) a été rapportée
dans la peroxydation lipidigue membranaire, les dommages a I'ADN, la mutagenese et a été
associe aux différentes étapes du processus de formation de la tumeur (Sidhu et al., 2014). Le
stress oxydatif peut survenir lorsqu'il existe un déséquilibre entre la production de ROS et les
défenses anti-oxydantes (Victor, 2013).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés a étudier I’effet perturbateur du fenthion
sur un modele biologique les rats "Wistar" au niveau neurocomportementale, hémato-
biochimique et biologique suite a une exposition orale répétée pendant 30 jours, Pour

atteindre cet objectif, ce mémoire est divisé en deux parties:

>Une partie bibliographique dans laquelle seront rapportées certaines informations de

base nécessaires pour la compréhension du travail expérimental.

>Une partie expérimentale expliquant le matériel utilisé et la méthodologie adoptée ainsi

que la présentation des résultats et leur discussion.
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Chapitre | : Généralités sur les pesticides

1. Les Pesticides
1.1.Définition

Le terme "pesticide" est une appellation générique couvrant toutes substances ou
produits utilisés dans 1’agriculture et dans d’autres secteurs pour combattre les prédateurs des
cultures, des produits agricoles ou encore pour protéger les espaces publics contre les
insectes, les végétaux, les animaux ou les micro-organismes nuisibles (Stachowski-
Haberkorn ,2008). La diffusion de ces composés chimiques dans ’environnement par
contamination de 1’air, le sol, I’eau et les produits alimentaires provoque 1’exposition continue
des organismes vivants d’une manicre tant aigue que chronique a des risques de toxicité

susceptible d’engendrer des diverses pathologies (Toumi, 2013 ; panday et Mohanty, 2015).

1.2.Classification des pesticides

Les pesticides peuvent étre regroupés de manicre différente selon 1’aspect sous lequel
ils sont étudiés. Ils peuvent étre classés en fonction de leur cible, de leur structure chimique,
de leur persistance dans la nature, de leur mode ou mécanisme d’action (Guler et al., 2010 ;
Djeffal, 2014). La classification reposant sur le mécanisme d’action présente un intérét
moindre car des pesticides de structures chimiques différentes peuvent avoir des mécanismes
d’action similaires ; ¢’est le cas par exemple des organophosphorés et des carbamates (Guler
et al., 2010 ; Mohajeri et al.,2011). De plus, le mécanisme d’action de certains pesticides
n’est pas complétement élucidé (Testud et Grillet, 2007). Donc, il y a beaucoup des criteres

de classement pour les pesticides, parmi ces critéres nous citons les suivants :
1.2.1.Selon leur cible

D’apres leur cible, les pesticides sont divisés en herbicides désignés pour tuer les
mauvaises herbes ; en insecticides pour combattre les insectes ; en fongicides qui luttent
contre les champignons ; en acaricides pour tuer les acariens ; en hélicides ou molluscicides
pour éradiquer les nématoceres ; en rodenticides ou raticides pour combattre les rongeurs
vertébrés (Guler et al., 2010 ; Toumi, 2013 ; Utip et al., 2013).
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1.2.2.Selon leur structure chimique

D’aprés la nature chimique de la substance active, les pesticides peuvent étre des
organochlorés, organophosphorés, organostaniques, carbamates, benzimidazoles, triazoles,
pyréthrinoides de synthése, néonicotinoides, pyrimidines et autres (Testud et Grillet, 2007 ;
Guler et al., 2010).

1.2.3.Selon leur persistance dans I’environnement
Les pesticides sont classes en deux types principaux

- Les pesticides conservatifs (persistants) : qui ne sont pas éliminés du milieu, qu’ils soient
dissous dans I’eau ou fixes sur le matériel particulaire. Ce sont des pesticides organiques non
biodégradables (Belhaouchet, 2014). La classification de Polluants Organiques Persistants
(POPs) regroupe tous ces polluants conservatifs tels que les HAPs, PCBs, dioxines, furans,
dieldrine, chlordane, DDT, HCH, lindane, endrine, aldrine, Mirex, toxaphene, chlordeone,
heptachlore. La production et I’utilisation de ces pesticides ne sont pas autorisées par

plusieurs conventions internationales a cause de leur risques sur ’homme et I’environnement

(Ademe, 2004 ; Toumi, 2013 ; Utip et al., 2013).

- Les pesticides non conservatifs (non persistants): qui a terme, disparaissent dans peu de
temps a cause de leur biodégradabilité rapide tels que certains OP, pyréthrinoides,

néonicotinoides et biopesticides (Belhaouchet, 2014).

1.3. Devenir des pesticides dans I’environnement

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de 1’utilisation des
pesticides, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans 1’environnement
(Pimentel, 1995 ; Arias-Estévezet et al.,2008) voies de dispersion et de transfert de
pesticides sont nombreuses. Les gouttelettes de ces produits peuvent atteindre directement le
sol sans étre stoppées par le feuillage, ou alors indirectement, lorsque la pluie va lessiver les
gouttelettes, non encore absorbées par les feuilles (Belhaouchet, 2014). Les pesticides
peuvent étre entrainés par dérive loin des zones de culture visées ou étre directement
volatilisés vers 1’atmospheére lors de leur pulvérisation (Toumi, 2013). La présence de
polluants constitue un stress induisant des modifications au niveau physiologique et
métabolique dans 1’organisme (Timbrell, 1994)ce dernier peut réagir par des réponses
mécanistiques limitant les effets toxiques des contaminants en protégeant les cellules et en

facilitant leur excrétion. Bien que les mecanismes de défense cellulaire soient actuellement

4
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mieux connus, il est cependant nécessaire de les approfondir en raison notamment des
interactions existant entre les xénobiotiques présents simultanément dans le méme milieu
(Testud et Grillet, 2007 ; Guler et al., 2010).

1.4.Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans I’agriculture, mais aussi dans divers
secteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire.
Des problemes de résidus dans les légumes, les fruits etc..., sont aussi mis en évidence
(Belhaouchet, 2014). Les pesticides peuvent contaminer les organismes vivants via multiple
voies d’exposition (figure0l). En effet, ces polluants pouvant pénétrer dans 1’organisme par
contact cutané, par ingestion des matrices alimentaires contaminées et encore par inhalation
de I’air pollué (Utip et al., 2013). La grande variété de produits rend difficile 1’évaluation des

expositions chez les populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement

(agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population générale (Bourbia, 2013)

Homme
Environnement ‘\Chaine alimentaire
Alimentation Faune
Habitat Flore
Culture
Jardinage
Transferts inter- Elevage Agriculture
compartiments et
transformations Elevage
Pesticides

Figure 01 : Modes d’exposition liés a I’exposition aux pesticides(Gasmi.,2018)

1.5.Impacts sanitaires liés a I’exposition aux pesticides

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

1. Un poids et une taille réduits a la naissance et des malformations congénitales
2. Un quotient intellectuel plus faible

3. Des modifications du comportement

4. Une incidence plus importante de la leucémie et d’autres cancers

5. Une incidence plus importante de fausse couche
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Des impacts négatifs sur la santé ont été reportés chez des enfants dont les mamans ont
travaillé avec des pesticides pendant la grossesse, mais les effets sanitaires de 1’exposition aux
pesticides sont également inquiétants pour le reste des enfants, qu’ils vivent dans des zones

agricoles ou urbaines (Greenpeace, 2015).

1.5.2. Les effets des pesticides sur le systéme nerveux

De nombreux pesticides, particulierement les insecticides, sont congus spécialement pour
Attaquer le systéeme nerveux des nuisibles. C’est pourquoi ces substances peuvent également
étre neurotoxiques pour les animaux non ciblés, dont, dans certains cas, les hommes et autres
mammiféres (Bjarling, 2008). Les effets sur le développement neurologique d’une exposition
significative aux pesticides chez les enfants ont fait I’objet de nombreuses études.Le lien avec
certaines maladies neurodégénératives tels que la maladie de Parkinson (Errami ; 2012). chez
les adultes est moins connu, mais ilsemble que leur développement peut étre di a une
combinaison de facteurs environnementaux et de prédisposition génétique. Bien que la
vieillesse constitue strement le facteur de risque le plus élevé, I’exposition a de petites doses

de pesticides a long terme a éte identifiée parmi les facteurs. (Aiche, 2017).

1.5.3.Impacts sur le systeme Immunitaire
un phénomene mécaniquement possible chez ’homme, et qui pourrait mener a une

augmentation de I’hypersensibilité a certains produits chimiques (immunostimulation) , ou ,
dans certains cas, a I’immunosuppression, particuliérement chez les enfants (Corsini et al.,
2013) , Par exemple ,Certains éléments indiquent que I’exposition a différents produits
chimiques agricoles sur le lieu de travail pourrait étre liee a un asthme chronique ou
allergique, ou a des rhinite allergiques, bien que les résultats soient peu concluants (Corsini et
al., 2013)Les maladies auto-immunes qui pourraient étre potentiellement liées a I’exposition
aux pesticides dans les cadre professionnel et domestique chez les femmes ménopausées
comprennent notamment 1’arthrite rhumatoide et le lupus érythémateux systémique (Aiche,
2017).
1.5.4.Effets sur la reproduction

Actuellement, il est envisagé qu'une exposition a des pesticides possédant la proprieté
de perturbateur endocrinien puisse étre a l'origine d'effets adverses tels que des atteintes de la
fonction reproductrice chez I’homme (Errami ; 2012), L’étude menée par( Clementi et al
.,2008)semble montrer que vivre en milieu rural, ou de grandes quantités de pesticides sont
appliquées, augmente le risque d’infertilité.

1.5.5.Effets s cancérogenes des pesticides
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Dans plusieurs études épidémiologiques une association significative avec l'utilisation
des pesticides a €été retrouvée pour certaines localisations tumorales telles que les cancers des
lévres, de la prostate, de I’estomac, des reins, du cerveau, mais également la plupart des
cancers du systeme hématopoiétique (leucémies, myélomes multiples) ), le mélanome cutané
et les sarcomes des tissus mous(Van Leeuwen et al., 1999; Blair et al., 2001; Buzio et al.,
2002; Hardell et al., 2002; Hu et al., 2002; Mills and Yang, 2003; Alavanja et al., 2004;
Baris et al., 2004; McCauley et al., 2006; Van Maele-Fabry et al., 2006; Provost et al.,
2007).
1.5.6.Effets sur I’environnement

Les pesticides peuvent avoir des effets directs sur les écosystémes des zones
d’application. Ainsi, la fertilit¢ des sols peut étre ébranlée a travers la diminution voir la
disparition de certaines populations comme celles des lombrics (CPP, 2002).

Le cas des populations d’oiseaux illustre la possibilité d’impacts indirects des pesticides,
notamment via la raréfaction de la ressource alimentaire (Aubertot et al., 2005).

Les impacts négatifs peuvent se répercuter tout au long d’une chaine alimentaire. Ainsi, les
propriétés phytotoxiques des pesticides peuvent entrainer la destruction du phytoplancton et
briser la chaine trophique, cette microflore étant essentielle au maintien de la fertilité du
milieu (Errami, 2012).

L’atmosphére est un important vecteur de dissémination des produits phytosanitaires.
L’exposition via ’air concerne en principe les résidus secs et humides, ces derniers
représentant probablement une voie majeure comparativement aux résidus secs ((Errami,
2012)

2.Les Organophosphorés

2.1.Définition
les insecticides organophosphorés (OP) sont des composés dans lequel un atome de

phosphore est lié a une molécule qui contient du carbone et de ’hydrogene, ils appartiennent
a la famille chimique des anticholinestérasiques (Damien et al., 2010).

Les insecticides organophosphorés sont des agents chimiques toxiques qui agissent par
inhibition des cholinestérases. Ce sont les plus employés dans le monde. Depuis la seconde
guerre mondiale, plus de cent composeés différent sont été commercialisés. En raison de leur
disponibilité facile en milieu rural, de leur forte toxicité et de leur action rapide, ils

provoquent de nombreux cas d’intoxications accidentelles estimées & 3 millions de cas par an
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et responsables de220 000 morts sur la planéte. Ils sont également utilisés parfois a des fins
suicidaires (Jean et Pascal , 2009).

2.2. Structure et Propriétés physicochimiques d’organophosphorés
Les pesticides organophosphorés, dont la formule générale est présentée dans la figure

1, sont des esters, desamines ou des dérivés thiols de 1’acide phosphorique ouphosphonique.
Les groupements R1 et R2 peuvent étre des alkyls ou des aryleset X est un groupe
hydrolysabl aliphatique, aromatique ou hétérocyclique. En général, ils sont des composés
solubles dans I’eau. En milieu alcalin, ils sont rapidement hydrolysés et oxydés en acide (thio)

phosphorique ou (thio) phosphonique (mono- ou di-substitué) (Turdeanet al.,2011).

2.3.Mécanisme d’action des organophosphoreés
L’action des pesticides organophosphorés sur les insectes et les mammiféres se situe au

niveau du systéme nerveux.

Ces substances toxiques inhibent [’acétylcholinestérase (Ache), entrainant une
accumulation d’acétylcholine dans les tissus nerveux. Au niveau des synapses cholinergiques
,cette inhibition est due au blocage du site estérique de 1’enzyme (phosphorylation du OH de
la sérine du site actif) par les composés organophosphorés, qui agissent en compétition avec
le substrat spécifique de I’enzyme . Cette fixation conduit a la formation de complexes
intermédiaires de type phosphoryl- ou carbamylAChE, qui s’hydrolysent trés lentement
L’accumulationde 1’acétylcholine due a I’inhibition de 1’Ache peut avoir des suites graves :

maladies ou méme la mort (Turdean et al., 2011).

2.4.Toxicité des organophosphorés

2.4.1.Intoxications aigues

a.Effets muscariniques

-troubles gastro-intestinaux, augmentation du péristaltisme
-hypersécrétions (sueur, salive, larmoiement, hypersécrétion bronchique et pancréatique,
mictions involontaires,etc.,)

-dyspnée asthmatiforme, simulant un cedéme aigu du poumon
-myosis ;

-bradycardie et hypotension (Viala et Botta, 2007).

b.Effets nicotiniques

-de I’asthénie

-des fibrillations musculaires, des crampes

-des convulsions
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-une paralysie gagnant rapidement les muscles respiratoires
L’atteinte nerveuse centrale se déclare par la suite, avec :
-état confusionnel, anxiété, céphalées, ataxie
-coma avec convulsions
-troubles respiratoires qui conduisent & la cyanose, a ’anoxie et parfois a la mort par arrét
respiratoire (Viala et Botta , 2007).
2.4.2.Intoxications chroniques

Chez les hommes, les effets a long termes sont discutés, notamment autour de
I’exposition chronique des professionnels, chez qui certains auteurs aurait notés des troubles
neuropsychiques (asthénie, céphalées, baisse de 1’attention et de mémoire ...) (Damien et al .,
2010).

Certains pesticides organophosphorés sont capables de se lier d’une facon spécifique a
des protéines au niveau du cerveaux et du thymus. Ces propriétés pourraient étre a 1’origine

de leurs effets neurotoxiques et immunotoxiques a long terme(Carter et al .,2007).

La répétition des expositions aux organophosphorés peut entrainer, du fait de la lenteur de
la régénération spontanée des cholinestérases, des signes d’intoxication, a type de :

-neuropathies périphériques, ou serait impliquée la NTE.

-manifestations neurologiques , portant sur la modification du comportement , de 1’affectivite,

de la mémoire , de la vigilance

-altération électromyographiques

Il n’y aurait pas d’effet tératogéne chez les femmes exposées (Viala et Botta ,2007).
2.4.3.Toxicocinétique : le systeme ADME

a. Absorption

Les OP semblent étre absorbés facilement par toutes les voies , notamment la voie
cutanée en milieu professionnel, mais aussi digestive, respiratoire (aérosols, poussieres) et
oculaire .

La transformation rapide ne permet pas vraiment de quantifier 1’absorption surtout avec
la variabilité des molécules, 1’absorption par inhalation serait aussi rapide et importante
(Damien et al.,2010).

b. Distribution
Apres 1’absorption , les op sont transportés par le sang vers les tissus. Les demi-vies

plasmatiques des OP sont courtes et par conséquent les op s’accumulent peu dans les tissus .

9
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toutefois, lors de nombreuses études , des concentrations importantes ont étés retrouvées en
particulier dans le cceur et la rate, mais aussi dans le sang , les urines, le cerveau, le fois, et les
reins .des OPs ont aussi été retrouves dans les tissus graisseaux , avec un passage
transplacentaire rapporté chez le rat et le mouton

Enfin, les données indiquent que les op peuvent étre retrouvés dans les organes de
reproduction humains , ce qui présente un risque d’interférence avec le processus de
reproduction (Damien et al., 2010 ).
c. Métabolisme

Les OP sont transformés dans le foie , par différentes voies hépatiques . il ensuit
détoxifiés par hydrolyse enzymatique , en donnant alors des métabolites spécifiques a chaque
OP, mais aussi en grande partie des alkylphosphates, métabolites communs a de trés
nombreux OP (Damien et al., 2010 ).
d. Elimination

Les métabolites des op sont éliminés tres largement dans les urines (a plus de 50%) , de
facon rapide, mais aussi dans les féces et par 1’air expiré pour les op et leurs métabolites plus

volatils (Damien et al., 2010 ).
2.4.4.Exemple sur les organophosphoré le Fenthion
2.4.4.1.Définition

Le Fenthion [O, O-diméthylique-o (4-methylmercapto) - 3-methylphenylthio-
phosphate],La substance active de QueletoxXW (testude) est unPesticide a base
d'organophosphoré employé couramment Dans le monde entier comme large-spectre
Insecticide pour de nombreuses récoltes et également en tant que ectoparasiticide pour des

animaux de ferme (Roberts et Hutson 1999).

Figure 02 : La structure génerale du Fenthion (Testud et Bougon, 2008)

10




Chapitre 01 : généralité sur les pesticides

2.4.4.2. Caractéristiques physicochimiques

Synonyme :mercaptophos, phosphorothioate de 0,0-diméthyle o0-(4-(méthylthio)phényle)
Formule brute : CI10H1503PS2

Présentation du produit technique :liquide huileux ,jaune-brunatre, pratiguement non
hydrosoluble (2mg/l & 20c) mai lipophile et trés soluble dans les solvants organiques.
Tension de vapeur :0.004 pa a 20c

Matiere active plus homologuée en agriculture en France depuis juillet 2005
Classement : T(toxigque), R40(possibilité d’effets irréversible)

Dose journnliere admissible (DJA) : 0.007 mg/kg

Teneurs maximales autorisées en résidus : 0.02almg/kg selon le type de culture

2.4.4.3.Mécanisme d’action

Comme tout OP, le fenthion inhibe 1’acétylcholinestérase(Ache), enzyme assurant
I’hydrolyse de 1’acétylcholine, neurotransmetteur du systeme nerveux central, du systéme
nerveux parasympathique et d’une partie du systeme sympathique. L’accumulation
d’acétylcholine dans la synapse et au niveau de la plaque motrice est responsable des effets
muscariniques, nicotinigues et centraux observés (Tab I) (Testut et Bougon , 2009).
2.4.4.4. Toxicité
a. Toxicité aigue

La toxicité aigue de fenthion est importante :la DL50 par voie orale est comprise entre
180 et 295 mg/kg chez le rat, entre 88 et 145 mg/kg chez la souris ;elle est bien plus basse
encore (1 a’ 5,6 mg/kg selon les espece stestés) chez les oiseaux, d’ou’ 1’utilisation de cetOP
comme avicide. En dépit de son co(t et de ses impacts.

environnementaux (contamination des eaux, destruction des espéce non visees ( Testud
et Bougon, 2009).

11
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Tableau 01 : Intoxication sévere d’un insecticide organophosphoré (Fenthion) ( Testud

et Bougon , 2009).

Systeme

Récepteurs

Organe ou tissu

action

Effet clinique

Parasympathiqu
e

Muscarinique

S

oeil , glandes
lacrymales,salivair
es et sudoripares
cellules a mucus
des voies
respiratoires et du

tube digestif

Contraction de
P’iris et du muscle

ciliaire sécrétion

Vision trouble ,
myosis

, salivation,
hypersudation
bronchorrhée,
oédéme
pulmonaire ,

vomissements,

diarrhée
Sympathique Muscarinique | Bronches et tube Contraction du Bronchospasm
S digestif muscle lisse e, nausées,
Anus et vessie sphinctérien crampes et
Ceeur dépression du douleurs
nceud sinusal et abdominales
augmentation de | Incontinence
lapériode fécale et
réfractaireaunivea | urinaire
u du nceud Bradycardie,
auriculo- blocauriculo-
ventriculaire ventriculaire
Jonction Nicotiniques | Muscles Contraction Fasciculations,
neuromusculair squelettiques Excitation crampes,
e Ceeur relaxation de ’iris | paralysies du
ceil diaphragme et
des muscles
respiratoires
hypertension
mydriase
Systeme Nicotiniques | Cerveau Excitation Ataxie
nerveux central dépression coma
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Chapitre 11 : Stress oxydatif

1. Déefinition: Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un
déséquilibre de la balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se
traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides
avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec I’altération des récepteurs et
des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation. Un stress
oxydatif peut donc se développer suite a une surproduction des oxydants comme les especes
activées de I’oxygene et/ou a une diminution des systémes de défense antioxydants (Sergent
et al., 2000; Almasiova et al.,2012).

2. Radicaux libres : Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules)
qui possedent un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) occupant un
orbitale externe (Halliwell., 1989), ce qui augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénoméne
d’oxydation (Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ;Finaud et al., 2006). Sa durée de vie est trés
courte (quelgques millisecondes voire quelque nanosecondes) et il est symbolisé par un point
qui indique ou I’¢lectron libre se situe (Goto et al., 2008).

2.1. Type des radicaux libres : Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédés
(Evans et al., 2002; Chavan et Melinkeri, 2013)

-Addition d’un électron libre & un non radical: NR + e-— R *-Perte d’un électron par un non
radical: NR —e-— R -Scission homolytique d’une liaison covalente: A-B — A +B"Il existe
majoritairement deux grandes familles d’espeéces réactives: les espeéces réactives a 1’oxygene
(ERO) et les especes réactives a 1’azote (ERN).

2.1.1.Espéces réactives de I’oxygéne (ERO ou ROS Reactive Oxygen Species). Les
"especes réactives de 1’oxygene" sont des dérivés de 1’oxygene dont certains €lectrons se
trouvent dans un état énergétique excité, donc (tres) réactionnel. Certains de ces dérivés
portent un électron non apparié (= radical libre) (Tsumbuet al., 2012). Les radicaux libres de

I’oxygeneincluent les radicaux libres comme 1’anion super oxyde

Le radical hydroxyle (OH¢) et des composés réactifs oxydants non radicalairescomme le
peroxyde d’hydrogéne (H202), I’oxygéne singlet (102).A-Anion super oxyde (02") L’anion
superoxyde est formé par l'addition d'un électron a l'oxygene moléculaire (Birbenet al.,
2012).C'est le premier radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine
respiratoire (Harman, 2000; Sisein, 2014). Les différentes enzymes permettant cette réaction

sont : la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les cyclo-oxygénases(COX), les lipo-
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oxygénases, les oxyde nitrique synthases NOS (Nitric Oxyde Synthases), les enzymes du
réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et celles de la chaine de transport des
électrons dans la mitochondrie (Cai et Harrison, 2000; (Birben et al., 2012).
B-Radical hydroxyle(OH)Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libres de 1’oxygene les
plus réactifs qui peuvent réagir avec I'ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et sont
a l'origine de lésions de nécrose (Favier, 2003). 11 est certainement I’ERO la plus destructrice
pour la cellule et ses composants. Malgré une durée de vie trés bréve et I’impossibilité pour
lui de franchir les membranes, il possede une trés grande réactivité liée a un potentiel oxydant
tres élevé (Robineau et al., 2012).
C-Oxygene singul et (1°0Oy) : 1l correspond a une forme excitée de I’oxygéne Oy, il posséde
la méme structure électronique que I’oxygéne mais ‘agencée’ différemment, a savoir que les
¢lectrons de la couche externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas
radicalaire. Son état ‘excité’ lui confere un potentiel oxydant supérieur a celui de 1’oxygene
(Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
D-Radical peroxyde d’hydrogéne (H,O,): Le radical H,O, est tres oxydant il est
relativement stable. Il peut traverser les membranes lipidiques. Il est tout de méme capable
d’oxyder certaines macromolécules biologiques en interagissant avec des métaux de
transition(fer et cuivre).L’H,0, n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des
radicaux hautement réactifs(Saoudi et al., 2011).1l est généré dans le peroxysome, les
microsomes et les mitochondries par une réaction de dismutation (Ramirez et al., 2008).
E-Les radicaux peroxyl ROO. IlIs font plutot partie de la « deuxiéme vague » d’ERO, dans
la mesure ou leur formation fait suite a une réaction d’oxydation d’acides gras polyinsaturés
par d’autres ERO formées préalablement. La partie « R » correspond a un acide gras
polyinsaturé. Leur formation comprend 2 étapes principales : la premiére (réaction 1)
correspond a la perte d’un atome d’hydrogéne causée notamment par un radical hydroxyl, et
la seconde (réaction 2) a la liaison avec une molécule d’oxygene (Mc Michael.2007 ; Powers
et Jackson. 2008).
2.1.2. Radicaux libres nitrogénes

A-Oxyde nitrique (NO+; monoxyde d'azote) : Le monoxyde d’azote est un radical libre
ubiquitaire synthétisé a partir de I’arginine grace a I’action d’enzymesoxyde nitrique synthase
(NOS) (Arora,2002).L’oxyde nitrique est un gaz qui ainsi diffuse bien a travers les
membranes. Il est susceptible de réagiravec d’autres radicaux libres pour former des especes

oxydantes: le peroxynitrite NO3 (Ross et al, 2006; Kalender et al.,2010).
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B-Dioxyde d’azote (NO) : C’est un polluant atmosphérique qui se forme a partir de la
réaction du radical peroxyle avec le NO.

NO + 0°-2 NO*

Le NO* attaque les doubles liaisons des acides gras non-saturéset transforme ces acides soit
de cis-en trans, soit par nitration. Des lipoxygénases transforment 1’acide arachidonique en
qui
extracellulaires indispensables. Ces réactions créent des radicaux libres. Comme le O, NO,'

eicosanoides (prostaglandines, leucotrienes ...etc), sont des messagers intra et
peut exister assez longtemps dans les espaces intra membranaires aprotiques (Sisein, 2014).

C-Peroxyde nitrite (ONOO") : Le Peroxynitrite est un dérivé d’oxygéne trés toxique qui
provoque des lésions tissulaires treés graves en plus de ’oxydation des LDL. Le ONOO™non
radicalaire est instable (durée de vie <une seconde)(Ghafourifar et Cadenas,2005).1l est
capable d’oxyder les protéines et les bases azotiques des brins d’ADN par une grande
similarité de 1’oxydation par le radical hydroxyle (Monocada, 1993).La réactiondu NO avec
I’anion superoxyde donne naissance au peroxynitrite.

NO.+ 02.-—ONOO

Irradiation UV

Acide hypochloreux
Fe) +

.

OH

Radical hydroxyle

Radical superoxyde

ONOO

Peroxynitrite

oxydases 1
H.0, < 02 > 02
Peroxyde Oxygeéne singulet
d’hydrogéne
superoxyde -
dismutase Arginine
. Cycles redox/
cl mitochondrie
2 =
HOCL (o) NO

Monoxyde d'azote

Figure 3: Mécanisme de production des EROs et ERNs (Boubali, 2017)
2.2.0rigine des radicaux libres : 1l existe deux origines possibles: endogéne et exogéne.
2.2.1. Origine endogéne : Plusieurs sources sont identifiées et parmi lesquelles la chaine
respiratoire mitochondriale est considérée comme la source majeure des ERO. Au niveau de
la membrane des mitochondries, les composés réduits issus du cycle de Krebs (NADH et

FADH,;) sont oxydés, libérant ainsi de I’hydrogene (H+) et des électrons. Les électrons sont
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transférés le long de la chalne respiratoire au cours des réactions d’oxydoréduction jusqu’a
I’accepteur final, I’oxygéne, qui est réduit complétement en H,O (Carriéreet al., 2006). Les
complexes I et III de la chaine mitochondriale semblent étre a 1’origine de la fuite des
¢électrons. Ainsi, compte tenu de I’intense activit¢é de la chaine respiratoire dans les
organismes aérobies, la fuite des électrons d’origine mitochondriale semble étre la source
majoritaire d’EROs dans la cellule, devancant les activités de la NADPH oxydase
membranaire (Moller et al., 1996; Tessier et Marconnet,2015).

Il y a d’autres sources endogenes physiologiques: Les NADP (H) oxydases sont des
enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui générent 1’0,en utilisant NADH ou NADPH
comme substrat. L’enzyme xanthine oxydase joue un réle important dans la production des
ERO (particulierement]’02"et H,0,). Lors du métabolisme de 1’acide arachidonique, ce
dernier peut étre oxydé soit par les cycles oxygenases (COX), soit par les oxygenases métallo-
enzymes a fer pour former des hydro peroxydes (ROOH). La production d’oxydants par les
neutrophiles et les macrophages (au cours de I’inflammation) est également une source
importante qui dépend de I’activité enzymatique de la NADPH-oxydase.Les ERO peuvent
aussi étre produits par la NO synthétase (Pincemail, 2002 ; Valko et al., 2006).
2.2.2.0rigine exogene : Les radicaux libres exogenes proviennent d'un apport extérieur, c'est-
a-dire lors d'une exposition a un environnement toxique. Les rayonnements UV, 1’oxyde
d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre environnement (goudron,
tabac...ect), I’ingestion d’alcool, La xanthine oxydase et I’aldéhyde oxydase peuvent oxyder
le principal métabolite de 1’éthanol, 1’acétaldéhyde, avec production d’O2.-. D’autre part
J’éthanol stimule également la production d’anion superoxyde par induction de la synthese
des NADPH oxydase, NADPH cytochrome réductase et du cytochrome P450 (Robineau et
Mercier, 2012), certains médicaments anticancéreux et antibiotiques sont responsables de la
synthese de radicaux libres (Basdevant et al., 2006).

3. Conséquences du stress oxydant: Les ERO réagissent avec les premiéres molécules
qu’elles rencontrent. Elles ont comme cible les lipides, les protéines, les glucides et les acides
nucléiques (Gamet-Payrastre, 2011).

3.1. Peroxydation lipidique : L’attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes ou
les phospholipides Membranaires. Dans le premier cas, 1’oxydation des lipides ou des
lipoprotéines circulants aboutit a la formation des LDL oxydés qui peuvent étre captés par les
macrophages et formerdes dépots lipidiques de la plaque d’athérome. Dans le second cas,
I’attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidit¢ de la membrane et perturbe le

fonctionnement des recepteurs et des transporteurs se trouvant a leur surface (Favier, 2003).
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La peroxydation lipidique fournit ainsi une grande variété de produits, dont certains
peuventréagir avec les protéines et I’ADN. Parmi les produits formés lors de la peroxydation
lipidique, I’isoprostane, le malonyldialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont
été étudiés comme marqueur de la peroxydation lipidique (Uzunhisarcikli et Kalender
2011;Bonnefont-Rousselot et al., 2003; Garait, 2006).

3.2. Oxydation des protéines : A cause de leur abondance dans 1’organisme, les protéines
sont une cible importante des ERO. Les modifications oxydatives des protéines provoquent
I’introduction d’un groupement carbonyle dans la protéine (formation de protéines
carbonylées « PC ») (Fetouiet al., 2010). Ces réactions d’oxydation sont fréquemment
influencées par les métaux de transition. Elles peuvent étre classées en deux catégories : d’une
part, celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre
part, les modifications des peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique
comme le 4-HNE. 11 s’ensuit plusieurs types de modifications : fragmentation de la protéine,
oxydation des chaines latérales des acides aminés et formation de liaisons croisées entre deux
protéines (EI-Khawaga et al., 2012). Ces modifications conduisent généralement a une perte
de fonction catalytique ou structurale des protéines affectées (Fetoui et al., 2010) et
deviennent généralement plus sensibles a I’action des protéases et sont donc ¢liminées.

3.3. Dommage de ’ADN : Les ADN nucléaires et mitochondriauxconstituent une cible
cellulaire importante. Les bases qui composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont
sensibles a I'oxydation(Grandjean, 2005). L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer
I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées. Cependant le stress
oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose (Favier, 2003). En
conséquence, l'attaque radicalaire est ,en effet ,a l'origine de cassures ou d'anomalies
chromosomiques, susceptibles de favoriser la cancérogenése et le vieillissement tissulaire
(Favier, 2011).

3.4. Oxydation des glucides : Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques,
en présence de traces meétalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H,O.et OHe, qui
entraineront la coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde
(Barnoud et al., 2007).

4.Systeme de défense antioxydants : L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de
défenses tres efficaces contre la surproduction d’ERO. Le terme d’antioxydant désigne toute
substance qui, présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde
ou inhibe significativement 1I’oxydation de ce substrat (Halliwell, 1990). Les systémes

antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur
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origine (Delattre et al., 2005). Les stratégies de défense vis-a-vis du stress oxydant sont
variées (figure 04) , Deux catégories peuvent étre distinguées : les antioxydants enzymatiques
et les antioxydants non enzymatiques(figure 04) (Cadenas, 1989 ; Goudable et Favier,
1997).

Stratégie 1:

ié Stratégie 5 : l
piéger A ,

‘ recycler/ _ _>| Stratégie3: Sm'tigh 4:

renforcer protéger réparer
4
Radicaux -1 Il/
P . - /
// (0,*7, HO®, etc.) Attaque Dommages
0, < T e : | oxydatifs
N& biomolécules

\\ Especes réactives (R*, ROO", etc.)

non radicalaires Stratégies de lutte par les antioxydants contre le stress oxydant :

10,, HO*, HOCI, etc.
e ) 1- Piéger les radicaux libres : SOD, acide urique, bilirubine, vit E, vit C,...

i ™ 2- Inactiver les espéces réactives / chélater les métaux: GPx, CAT,
Stratégie 2 : I . — -
inactiver / bilirubine, acide a-lipoique, protéines de transport,...

chélater 3- Protéger les biomolécules : CoQ10, vit E, caroténoides, ...

4- Réparer les dommages oxydatifs : PON 1.

5- Recycler ou renforcer d’autres antioxydants : CoQ10, vit C, métaux.

Figure 04 : Stratégies du lutte des antioxydants contre le stress oxydant(Grandjean,
2005).

4.1.Systéemes antioxydants enzymatiques

4.1.1.Superoxydes dismutases : Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres
lignes de défense contre le stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde O2e-
par une réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene.
Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes ; la Cu/Zn-SOD cytosolique ; la Mn-SOD2
mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui different par la localisation chromosomique du gene,
leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Crapo, 1997;
Pincemail et al., 2007; Zelko et al., 2002).

4.1.2.Glutathion peroxydase (GPx): La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme
tétramérique permettant également la décomposition du H202. Elles sont présentes dans le
cytosol et la matrice mitochondriale (GPx-1), ou uniquement dans le cytosol (GPx-2), avec
toutefois moins d"affinité pour ’H202chez cette derniére, la seule dépourvue de sélénium

(Mullenbach et al., 1988). D’autres isoformes peuvent étre extracellulaires (GPx-3), ou
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spécifiques de la membrane cellulaire (GPx-4) (Takahashi et al., 1987; Comhair et
Erzurum, 2002). La GPx-4 est impliquée spécifiquement dans la réduction des peroxydes
lipidiques. Les GPx permettent la décomposition de H,O, par 1’oxydation de son Co-substrat
le GSH en GSSG qui sera réduit ensuite par 1’action de la glutathion réductase (Pincemail et
al., 2007; Reichel, 2010).

4.1.3.Catalase : La catalase (CAT) est une protéine ubiquitaire mais fortement concentrée
dans le foie et les érythrocytes. Dans toutes les cellules des mammiferes, a I’exception des
érythrocytes, elle est localisée presque exclusivement dans les peroxysomes (riches en
oxydases) ce qui limite son action par rapport a des peroxydases cytoplasmiques. La CAT est
trés efficace en présence d’un stress oxydant élevé et protege les cellules contre la production
de I’H,0, (White et al., 1989 ; Tsan et al., 1990) par le métabolisme de ce dernier résultant
de I’action des SOD ou celui généré par 1’action des oxydases pour donner de 1’eau (Reichel,
2010 ; Wassmann, 2004).

4.2.Systemes antioxydants non enzymatiques

4.2.1. Antioxydants non enzymatiques liposolubles : Etant liposolubles, ils se répartissent
au sein des membranes cellulaires et des lipoprotéines plasmatiques circulantes. On trouve
dans cette catégorie : la vitamine E, les caroténoides et I'ubiquinol.

4.2.1.1.Vitamine E(a-tocophérol) :La vitamine E est une vitamine liposoluble qui existe
sous huit dérivatifs et dont 1’alfa-tocopherols est la forme la plus active chez 1’étre humain.
D0 a son activité anti-oxydante puissante, elle a été considérée comme I'antioxydant
membranaire majeur employe par les cellules. Son réle antioxydant général est la protection
contre la peroxydation lipidique (Belyagoubi, 2011). La vitamine E oxydée pourra étre
reconvertie principalement par la vitamine C, mais également par d’autres composés comme
le GSH, la vitamine A et I’'ubiquinol (Delattre et al., 2005).

4.2.1.2. Caroténoides (Vitamine A): La vitamine A est un nom générique pour les
rétinoides (rétinol, rétinal et acide rétinoique) et les provitamines A ou les caroténoides (béta-
caroténe, lutéines, lycopenes,...). Le B-caroténe est le principal précurseur de la vitamine A. Il
désactive I’oxygene singlet 102, et piege les radicaux peroxydes ROOe (Goudable et Favier,
1997; Krinsky, 2014). En exces, elle pourrait agir comme pro-oxydants, et favoriser
I’oxydation de I’ADN (Van Helden et al., 2009).

4.2.1.3. Ubiquinol (Coenzyme Q10) : Le coenzyme Q10 est un transporteur d’électrons
présent dans la chaine oxydative mitochondriale, dans les membranes cellulaires, dans le
plasma et dans les lipoprotéines. Il est capable de donner des électrons et permet a ce titre une

protection des membranes contre la lipoperoxydation (Powers et Jackson, 2008). Il assure
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également un recyclage de la vitamine E, par réduction de la forme oxydée (Ernster et
Forsmark-Andree, 1993).

4.2.2. Antioxydantsnon enzymatiques hydrosolubles : Ces antioxydants sont répartis dans le
cytosol, le plasma et le milieu extracellulaire. On retrouve : la vitamine C, le glutathion,
I’acide urique, la bilirubine et I’acide alpha-lipoique.

4.2.2.1. Acide ascorbique (vitamine C): La vitamine C ou acide L-ascorbique est
hydrosoluble. Elle joue un rdle de prévention de I’oxydation dans le plasma et les fluides
extracellulaires, dont elle est considéréee comme le plus important antioxydant (Koolman et
Rohm, 2004). Elle permet de piéger différentes ERO, et aussi de régénérer la vitamine E
(Duarte et al., 2007 ; Powers et Jackson, 2008).

4.2.2.2. Glutathion : Le glutathion est un tripeptide, il joue un rdle majeur dans la protection
des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre I'oxydation. En situation de stress
oxydant, son rdle protecteur et detoxifiant il résulte principalement de sa fonction de
coenzyme des GPX. Le GSH intervient également dans le cycle de régénération de 2
vitamines antioxydantes : la vitamine E et la vitamine C (Powers et Jackson, 2008; Douris
et al., 2009; Jones, 2002).

4.2.2.3. Acide Urique : L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines
(Baillie et al., 2007).L’acide urique est considéré comme un antioxydant car il piege
I'oxygeéne singlet, les radicaux peroxyle et hydroxyle (Esterbauer et al., 1992; Staels et al.,
1998). La réaction de I’acide urique avec les oxydants entraine la formation du radical urate,
qui peut étre alors réduit par 1’ascorbate (Stocker et Keaney, 2004).

4.2.2.4.0ligoéléments : Les oligoéléments servent de cofacteurs aux enzymes antioxydants,
ont aussi des propriétés antioxydantes. Des métaux tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le
manganése (Mn) et dans certains micro-organismes le nickel (Ni) et le fer (Fe), jouent un role
important en tant que catalyseur de la SOD. De la méme facon le sélénium (Se) et le fer (Fe)
sont les éléments catalyseurs de la GPx et la catalase, respectivement (De moffarts et al.,
2005).

4.2.2.5.Bilirubine : La bilirubine est le produit de dégradation des hemes (ex : hémoglobine).

Ses propriétés antioxydantes sont liées a sa capacité a lutter contre les radicaux peroxyl
ROO.et contre le peroxyde d’hydrogéne po02 (Powers et Jackson, 2008). Elle est alors

transformée en biliverdine oxydée, qui sera recyclée grace a la biliverdine réductase aux
dépends d’une molécule de NADPH (Neuzil et Stocker, 1993; Liu et al., 2006).
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4.2.2.6. Polyphénols : Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés
comprenant entre autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins (Delattre et al.,2005).
Ce sont des composés ubiquistes que 1’on retrouve dans les plantes. Les actions biologiques
des polyphénols ont été attribuees a leurs propriétés antioxydantes, que ce soit par leur
capacité réductrice intrinseque ou par leur influence sur le statut redox intracellulaire
(Vauzour, 2014). En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils
sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices
(Delattre et al.,2005).
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1. MATERIEL ET METHODES

1.1.1Animaux d’élevage

Le matériel biologique de base dans notre étude est le rat blanc mal et femelle Rattus
rattus de la souche Wistar au nombre de 20 rats, provenant de I’institut Pasteur d’Alger 4gés
de 06 a 08 semaines pesant environ 220-260g.. Ces rongeurs sont des mammiferes nocturnes,
Il posséde une large téte, de petites oreilles, des yeux rouges globuleux et une longue queue,

Largement utilisés dans divers domaines de la recherche expérimentale

Figure 05: Les animaux de I'expérimentation (photo personnel)
1.1.2. Le Fenthion

Fenthion [O, O-diméthylique-o (4-methylmercapto) - 3-methylphenylthio-phosphate]
est I'un des OP le plus utilisé largement sur un grand nombre de culture contre les ravageurs
dans plusieurs pays (Krieger, 2001), il inhibe I’acétylcholinestérase (Ache) (Testud et
Bougon, 2009).

Dans ce travail, nous avons utilisé le fenthion pourchassée de Bayer Crop science
(Lebaycid, 550g/L fenthion, East Hawthorn, Australia), Pour I’évaluation des paramétres
biologiques nous avons utilisé des produits et des réactifs majoritairement provenant de
sigma, Germany et Biochem, France.

-Caractéristiques physicochimiques
Formule brute C10H1503PS2
Type de produit liquide huileux

Nature : lipophile
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DL50 comprise entre 180 et295 mg/kg chez le rat
Classement : T(toxique), R40(possibilité d’effets irréversibles

1.2. Méthodes
1.2.1. Entretien des animaux

Les rats ont été répartis en deux (02) lots a raison de dix (10) rats par lot. Ils ont été soumis a
une période d’adaptation de 15 jours dans I’animalerie de département de la biologie, La
température ambiante est de 25°C et une photopériode naturelle 12/12H, %. Les rats sont
élevés dans des cages en plastiques et ont un couvercle en acier inoxydable, munies de
biberons d’une capacité de 250ml remplis d’eau, ces derniers sont tapissées d’une couche de
litiere  renouvelés guotidiennement avant le début de 1’observation. Les animaux ont été
nourris par I’aliment de bataille.

1.2.2.Choix de la dose

Dans cette étude, nous avons utilisé un pesticide (Le Fenthion) a une faible dose de 1.35
mg/kg/j et administrées chroniquement par voie orale chaque jour pendant 30 jours. Le choix

de ces doses est basé sur des études réalisées sur 1’exploration de plusieurs doses.
Ainsi, deux lots de rats sont répartis comme suit: -
- 1% Jot témoin : constitué de 10 rats recevant par gavage de I'huile de mais (1 ml).

- 2°™ |ot expérimental : constitué de 10 rats recevant par gavage de I'huile de mais contenant
X & une dose de 1mg/kg/j( DL50/100).
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20 rats

10 rats 10 ratsTraités

- par le fenthion
Témoin

Batterie des testes comportementaux

Au 4°™ semaine du traitement

Test de labyrinthe en Test olfactif Test des champs
croix surélevee ouverts
Apreés 30 jours de traitement
D S ittt T T >
Sacrifice des rats |
Préléevement sangin Prélevement des organes

-Bioindicateur de la croissance (

-Dosage des parameétres

biochimique (Glycémie,
cholestérol, ALAT, ASAT) -Biomarqueurs du stress oxydant(
MDA, GST).

poids relative du foie et cerveau)

-Etude hématologique

-Activité de I'acetylcholin estrase

Figure 07: Hlustration schématique de I'expérimentation

24



Matériels et méthodes

1.2.3.Etude comportementale
1.2.3.1. Teste de labyrinthe en croix surélevé (Elevated Place Maze)

L’EPM est un test largement étudié pour mettre en évidence les propriétés anxiolytiques
ou anxiogenes des composés pharmacologiques. Le dispositif consiste en un labyrinthe
surélevé ayant la forme d’une croix avec deux bras ouverts (50 x10cm) et deux bras fermés
(50 x 10 x 45 cm). L’appareil se situe a une hauteur de50 cm au-dessus du sol (Patin et al .,
2005). Chaque rat est placé individuellement au centre de I’EPM dirigé vers un des bras
ouverts et son comportement en exploration libre est enregistré et examinés pendant 5 min.
Une visite était comptabilisée lorsque le rat avait les quatre pattes dans un bras (figure 08) Le
temps passé et le nombre d’entrée dans les bras ouverts et fermés sont mesurés .L’expérience
exploite le conflit, chez les rongeurs, entre la peur des espaces ouverts et le désir d’explorer
un nouvel environnement. Les bras fermés représentent une sécurité, alors que les bras
ouverts offrent une valeur exploratoire. Un animal anxieux aura naturellement tendance a
préférer les espaces clos et sombres par rapport aux espaces ouverts et éclairés. Ainsi,
I’anxiété comportementale est mesurée par le degré d’évitement des espaces ouverts du
labyrinthe. A la fin de chaque session, 1’animal est retourné a sa cage et le dispositif est

essuyé avec une solution alcoolique.

Les variables mesures sont : temps passé au centre, temps passé au bras ouverts, temps
passé¢ au partie distale et proximale du bras ouvert, nombre d’entré au bras ouvert, temps
passé au bras fermé, temps passé au partie distale et proximale du bras fermé, nombre d’entré

au bras fermé, nombre redressement.

Figure 08: Dispositif utilisé dans PM (photo personnel)

25



Matériels et méthodes

1.2.3.2. Test des champs ouverts (Open Field)

Le test de I’OF, initialement décrit par Hall (1934), a été développé dans le but de
mesurer des différences de réactivités émotionnelles chez les rongeurs. L’OF permet donc
d'évaluer les comportements ambulatoires ainsi que la néophobie environnementale des rats.
Brievement, I’OF est une unité en plexiglas (70 cm x 70 cm % 40 cm) dont le plancher est
divisé en zones centrale et périphérique (figure 09) Chaque rat est placé individuellement au
centre du compartiment et laissé pendant 5 min d’exploration (Saenz et al., 2006).

Un animal anxieux au rat en dance a préférer la zone périphérique tout en évitant
I’entrée dans la zone centrale .Chaque session est filmé, La distance totale parcourue, Le
nombre de redressements, Le temps passé dans la zone centrale et périphérique et le temps
d’immobilité sont mesurés. Le dispositif est essuyé apres chaque session avec une solution

alcoolique pour palieraux effets polarisants dus aux odeurs laissées par le rat précédent.

Figure 09: Dispositif utilisé dans I' OF( photo personnel)
1.2.3.3.Test de reconnaissance olfactif

Ce test nous permet d’évaluer la capacité des individus a reconnaitre et a s’orienter vers
les odeurs familieres. Ils sont effectués dans un labyrinthe en T constitué d’une branche
centrale (branche de départ) et de deux branches latérales fermées par des enceintes
expérimentales. Ces derniéres sont munies des portes amovibles et perforées permettant la
diffusion des molécules odorantes. Les rats sont soumis a 1’odeur provenant d’une enceint de
sciure propre et I’autre c6té contient aussi la sciure nid (sciure propre x sciures nid) le rat reste

dans labyrinthe 05min et entre chaque passage le dispositif sera nettoy¢ a I’alcool.
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Deux parameétres sont pris en compte : on a le temps de latence qui est le temps nécessaire
avant d’effectuer le ler choix et on a le temps passé dans chaque type de sciures( Dorbani et
al,2014).

Figurel0:Dispositif utilisé dans le test olfactif (photo personnel)

1.3. Prélevements
1.3.1. Prélévement sanguin

Les prélévements sanguins se font par ponction rétro orbitaire a 1’aide des tubes
hématocrites au 30°™ jours d’expérimentation pour les deux lots .le sang est immédiatement
recueilli dans deux tubes étiquétes, I'un sec et D'autre contient 1’héparine comme
anticoagulant.
-Les tubes héparines serviront pour la détermination de la formule de numération sanguine
(FNS).
-Les tubes secs sont centrifuges a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les sérums récupéres
dans les tubes eppendorf serviront a la détermination des parametres biochimiques

(Glycémie, cholestérol totale, ALAT, ASAT).

—_—

|

Figure 11 : Prélévement du veine retro-orbitale
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1.3.2. Prélévement des organes

A I’issue de la période expérimentale, les animaux sont sacrifies par décapitation le foie
et le cerveau ont été préleve rapidement et rincer dans le tampon de lavage a froid (NaCl 9%),
Puis séchés a basse température (4°C) par un papier semi absorbant et péses a 1’aide d’une
balance de précision (SCALTEC SBC 51). Le poids relatif des organes est calculé selon la

formule :

Poids relatif (g /100gPV) = (Poids de I’organe/Poids corporel individuel) x100

Figure 12 : Préléevement des organes

1.4. Etude des Parametres hématologiques

La formule de numération sanguine (FNS) a été réalisée par automate compteur de type
(d’Abacus 380) a 19 paramétres .Le tube du sang total avec I’héparine ou EDTA
(anticoagulant) est place dans 1’automate ; et la mesure de la FNS commence. Les résultats
s’affichent automatiquement sur 1’écran, et sont ensuite imprimes. Les parametres détermines
sont : globule blanc (WBC), lymphocytes (LY), monocytes (MO), granulocyte (GRA), le
comptage a été réalisé au niveau du laboratoire el Amal (Tébessa) suivant la méthode
d’Evelyne et Malloy (1938).
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Figurel3: Un automate d’Abacus 380 a 19 paramétres

1.5. Etude des parameétres biochimiques

1.5.1. Mesure de la glycémie

a.Principe : le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucométre qui utilise des
bandelettes réactives. Ces derniéres sont destinees a un usage diagnostic in vitro (externe)
pour le test de la glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le sang total
capillaire. La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le
glucose dans le sang et qui produit de 1’acide D-gluconique et du peroxyde d’hydrogéne.
b.Mode opératoire

- Le lecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandelette Réactive
Accu-Chek (dans le sens des fleches et jusqu’a la butée).

-Le symbole d’une goutte clignote.

-Déposer la goutte de sang sur la zone de dépdt orange de la bandelette. Le résultat

s’affiche en 5 secondes. La glycémie est donnée en g/dl.

1.5.2. Mesure du cholestérol
Le Dosage ce fait selon la fiche technique Biomaghreb (Fasce, 1982; Richmond, 1973,
Trinder, 1969).Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon | e

réactions ci-dessous :
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CHO
Cholestérol ester + H,O » CholestéroH Acides gras
CHOD
Cholesterol + O, *#  Cholesténe-4-one-3 + H:O;
POD
2H,0, + Phenol + 4- Aminophenazone » Quinoneimine

Tableu 03 :Réactifs utilisés dans le dosage de cholestérole

Réactif 1 : PIPES pH 6.9 90 mmol/1
tampon Phénol 26 mmol/l
Reéactif 2 : Cholestrol esterase  (CHE) 300 UL
Cholesterol oxidase (CHOD) 300 U/L
Enzymes
Peroxidase 1250 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/l
Etalon Cholesterol aqueous (standard) 2g/1

3-Reéactif de travail: dissoudre le contenu de réactif2 dans le flacon de réactiflet mélanger
Iégerement.
4-Echantillon: Plasma.

Tableau 04 :Réactifs de travail
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Blanc Etalon Echantillon
Reéactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (pl) -- -- 10

Mode opératoire

Mélanger, incuber pendant 5min a 37°C, oul15-20 min & une température ambiante. Lire
les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La coloration
finale est stable au moins 30 minutes.

Calcul de la concentration:

4 ) FEcharntill
Cholestérol (e — 2 Echaniilion . ,_ 4

() Erexlor:

A Trensite optigue

1.5.3. Dosage des transaminases plasmatiques

1.5.3.1. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

Principe :L’aspartate aminotransférase(ASAT) appelée aussi 1’oxaloacétate de glutamate
transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’aspartate
au o-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+(Murray, 1984) selon la réaction ci-

dessous :

Aspartate + o- cétoglutarate ASAT | Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH, H' MDH > Malate + NAD™

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a 1’activité
enzymatique d’aspartate aminotransférase dans 1I’échantillon (Murray, 1984).

1.5.3.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)

Principe : L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le pyruvate de glutamate
transaminase (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’alanine au

a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la
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malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+ (Murray, 1984). Ce principe est présenté

selon la réaction suivante :

Alanine + o- cétoglutarate ALAT | Glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NADH.H" MDH | Lactate + NAD™

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a I’activité

enzymatique d’alanine aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984)

1.6. Evaluation des paramétres du stress oxydant hépatique
1.6.1. Mesure du malone-dialdehyde (MDA)
a. Principe

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I'attaque
des lipides polyinsaturés par des especes réactives de I'oxygene générées par certains
contaminants. Dans notre étude, les taux du MDA hépatique a été évalués selon la méthode
d’Ohkawa et al (1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C)
entre le MDA et I’acide Thio barbiturique (TBA) d’un pigment colore absorbant a 530 nm,
extractible par les solvants organiques comme le butanol.
b.Péparation de I’homogénat : 500 mg du foie des deux lots sont broyés a froid a I’aide d’un
homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une solution de tampon phosphate (0,1
M, pH 7.4) pour obtenir un homogeénat.
a.Mode opératoire
_ Prélever 0,5 ml de I'nomogénat.
__ Ajouter 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.
_ Ajouter 1 ml d’acide Thio barbiturique (TBA) 0,67 %.
_ Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C durant 15 min.
_ Refroidir et additionner 4 ml de n-butanol.
_ Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.
_Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.
Calcul de la concentration du MDA : la quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée
en nmol/gramme de tissu (foie). Elle est obtenue grace a une courbe standard réalisee avec du
1,1°,3,3’-tetraethoxypropane faite dans les mémes conditions

1.6.2. Dosages des protéines
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a.Principe : la concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford
(1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme reactif. Les groupements amines (-
NH2) des protéines réagissent avec un réactif a base de 1’acide ortho phosphorique, de
1’éthanol et de bleu de Coomassie pour former un complexe de couleur bleue. L’apparition de
cette couleur refléte le degré d’ionisation du milieu acide et 1’intensité établit la concentration
des protéines dans I'échantillon.

b.Mode opératoire

_ Prélever 0,1 ml de I'homogeénat.

_ Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

_ Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

_ Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.

_ La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage Préalablement tracée.
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon
D’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions

1.6.3 .Dosage de ’activité de la glutathion S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférases appartiennent a une famille d’enzymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques, impliqués dans le transport et la biosynthése intracellulaire.
Elles catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogéne, en présence d’un
cofacteur le glutathion, et des molécules réactives comportant des sites électrophiles. La
conjugaison entraine la formation d’une molécule nouvelle; 1-S-Glutathionyle 2-4
Dinitrobenzéne permettant de mesurer I’activité de GST.
a.Principe : La technique que nous avons utilisée pour doser 1’activité de GST est celle de
Habig et al (1974). Elle mesure la cinétique de formation entre un substrat modeéle, le
chlorodinitrobenzene (CDNB) et le glutathion, qui absorbe la lumiere a 340 nm.
b.Mode opératoire : Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate
(0.1M, pH6).L’homogénat est centrifugé a 1400 t/min pendant 30 min et le surnageant
récupéré servira comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du
surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB. La lecture des absorbances est effectuée toutes les
minutes pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340nm dans un spectrophotometre
UV/visible contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la quantité du
surnageant.
c.Calcul de Pactivité de la GST : L’activité¢ de la GST exprimée en nanomoles de C-DNB
par minute par milligramme de protéines (nmol C-DNB/min/mg prot) selon la formule

suivante :
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GST (nmol C-DNB/min/mg prot) = A DO échantillon — A DO Blanc
g ¥ L x mg prot

*A DO échantillon —A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —moyenne
des DO des Blancs par minute
¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, eCDNB = 9.6 mM-1.cm-1
=L : Trajet optique de la cuve = 1cm.
1.7. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) cérébral

La mesure de I’activité de L’AChE a été évaluée selon la méthode (Ellman ,1961).
Ainsi, [’acétylcholinestérase contenue dans la fraction des tissus va réagir avec
I’acétylthiocholine (ASCh) en libérant ’acétate et la Thio choline (SCh). Cette dernicre réagit
a son tour avec le 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) en donnant du TNB produit de
couleur jaune qui est absorbée a 412 nm et dont la concentration est proportionnelle a la
quantité¢ d’enzymes présente dans le milieu. Brievement, 50ul de surnageant sont ajoutés au
50 pl de I’acétylthiocholine (ASCh), 50 ul 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) et
1000ul Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4). La lecture de I’absorbance se fait a 410 nm
a un intervalle de temps de 15 min (lecture de la DO chaque 3min) contre la solution blanc.
L’activité de I’AChE en nano moles par minutes par milligrammes de protéines se calcule

selon la formule suivante :

A Do/mnx 1000 x (Volume total/volume échantillon)

AChE
13.6x0.779>xmg de protéines

ADO/min : variation de la densité optique par minute

0.779 : longueur en cm du puits

1.8. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne plus ou moins 1’écart-type (mzs) et
illustrés par des tableaux et histogrammes. Le traitement statistique des résultats est exploité
en réalisant une analyse de variance a un facteur contréle (ANOVA), le test de Tukey a été
utilisé pour comparer les groupes. Toutes les analyses statistiques ont été realisees en utilisant
le logiciel statistique Minitab 17.1et Excel 16.0 (Microsoft, Inc.). Le niveau de signification

statistique était fixé a p <0,05.
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v’ . Différence significative (p < 0.05) ;v ** : Différence hautement significative (p <

0.01) ;v *** : Différence trés hautement significative (p < 0.001).
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2. RESULTATS
2.1. Etude des paramétres biologiques
2.1.1. Effet du Fenthion sur I’évolution pondérale

Nos résultats montrent une diminution du poids corporel chez les lots traités par le

Fenthion comparativement au lot témoin (Figure 16).
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245 ~
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Figure 16 : Variation du poids corporel chez rats témoins et traités au fenthion.
2.1.2. Effet du fenthion sur les poids relatif de certains organes

La figure (17) et le tableau (05) mettent en évidence 1’évolution des poids relatif (PR)
du foie et du cerveau chez les rats témoins et les rats traités par le pesticide .Les résultats
obtenus montrent qu’il y a eu une augmentation significative (p 0.05) du poids relatif du foie
chez les groupes traités par les pesticides comparant au groupe témoin. Par contre, une
diminution significative (p 0.05) du poids relatif du cerveau du lot traité par rapport au

témoin.
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Tableau 05: Variation du poids relatif du foie et du cerveau chez le lot témoin et traites

Poids relative des organes Témoin Fenthion
(9/100g du poids vif)
Poids relative du foie ( 2,206 = 0,0509 2,534 + 0,357
g/100g ) *
Poids relative du cerveau 0,429 + 0,03959 0,363 + 0,050
(9/1009) *
35 Foie * 5 05 Cerveau l*
@ 3 3 ]
‘E 2,5 - E _ 0
2F 2 HELE
s 9 2d
° W = B,
g 1 ;
2 o5 - E 0.1
0 .
0 _
T F T F

Figure 17 : Variation du poids relatif du foie et du cerveau chez le lot témoin et traiteé.
(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10)
2.2. Etude des paramétres biochimiques
2.2.1.Effet du fenthion sur certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique
2.2.1.1. Activités des transaminases

Nos résultats (figure 18 , tableau06) montrent que le traitement des rats par le fenthion
induit une augmentation trés hautement significative (p<0,01) de I’activité de ’ALAT et

ASAT (p<0,001) par rapport au témoin.

39



Résultats

Tableau 06: Variation des transaminases chez le lot témoin et traité

Parameters/lots T F
ASAT (UlN) 75,86 + 10,77 199,52 + 53,40
**%k
ALAT (UI/) 68,07 £ 6,39 97,03 + 15,96
**kxk
250 - 100 e
ASAT e 90 ALAT
200 - 80
_ 70
§ 150 - 60
= S 50
§ 100 - :..; 40
I 30
50 - 20
10
0 - 0
T F T F

Figure 18: Variation des transaminases chez le lot témoin et traité

(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10)

2.2.1.2. Concentration plasmatiques du glucose et du cholestérol

D’apres les résultats obtenus (Figurel8 ), on observe une augmentation hautement

significative (p<0,01) de la concentration plasmatique en glucose

et trés hautement

significative (p 0.001) de la concentration du cholestérol chez le lot traité par le fenthion par

rapport le lot témoin.

Tableau07 : Variation de la glycémie et du cholestérol chez le lot témoin et traité

Parameétres/lots T F
Glycémie (g/l) 1,256+ 0,077 1,668+ 0,244
**
Cholesterol (mg/dl) 0,616% 0,063 1,580+ 0,068

**k*

40




Résultats

Cholestérol -
2,5 -
= 1 -
R > — 2 - ok
20 < 1
E b0
= 1- g 15
2 e 1
O 0,5 - =
9905 -
0 .
T F 0 - F

Figure 18 : Variation de la glycémie et du cholestérol chez le lot témoin et traité.
(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10)
2.2.2. Effet du fenthion sur le statut redox hépatique
a. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Nous avons constaté une élévation hautement significative de I’MDA hépatique
(p<0.01) chez les rats recevant le fenthion par rapport au groupe témoin.

b. Activité de la glutathion S-transférase (GST)

L’administration du pesticide étudié pendant 30 jours chez les rats, induit une
diminution de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) au niveau hépatique
(p <0.01) par rapport aux rats témoins.

Tableau 08: Variation du taux du malondialdéhyde et de I'activité de la glutathion-S-

transférase (GST) au niveau hépatique chez le lot témoin et traité

Paramétres/lots T F
MDA (nmol/mg prot) 0,137 +0,030 0,515 + 0,204
**
GST (nmol/min/mg port) 0,0064 + 0,0006 0,0038 +0,001
**
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Figurel9 : Variation du taux du malondialdéhyde et de I'activité de la glutathion-S-
transférase (GST )au niveau hépatique chez le lot témoin et traite.

(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10)
2.3. Etude des paramétres hématologiques
2.3.1. : Effet du fenthion sur la population leucocytaire

Nos résultats montrent que les rats traités au fenthion montrent une augmentation
hautement significative (p<0.001) des leucocytes totaux, des lymphocytes et des monocytes
comparativement aux témoins.

Concernant les granulocytes, nos résultats montrent une diminution non significative
chez le lot traité par le fenthion comparativement au lot témoin.

Tableau 09: Variation du profil leucocytaire chez les rats témoins et traités au fenthion

Parameters/lots T F
WBC (10° /mm? 7,040 + 0,991 11,880*4_; 2,511
LYM (10°/1) 7,040 + 0,991 11,880 : 2,511
MON (10°/1) 0,528 + 0,052 0,680 ;_r*o,oso
GRA (10™/) 2,024 + 0,111 1,800 #+ 0,308
Ns
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2.4. Etude comportementale

2.5.1. Effet du fenthion sur les parametres du test des champs ouverts

Les résultats des rats traités au fenthion montrent une diminution hautement

significative (p<0.001) dans la distance totale parcourue et du temps passe au centre et du

nombre d’entre au centre ainsi que le nombre de redressement.

Par contre, une augmentation hautement significative du temps d’immobilité et le temps

passé au peripherique ont été remarque chez les rats traités au fenthion comparativement aux

rats témoins.

TableaulO : Variation des paramétres de I’OF chez les rats témoins et traités

Parametres/lots T F
Distance totale parcourue 576.30 £ 144 224.62 + 117
(Cm) **
Temps d’immobilité (sec) 177,00+ 50,72 274,20+ 15,14
**
Temps passé dans la 200,0 + 40,47 238,60 + 14,10
périphérie *
Temps passé au centre 33,000+ 12,042 7,600 + 3,647
**
Nombre de redressement 10,200+ 2,775 4,800 £ 1,789
**%
Nombre d’entrés au 2,400+ 1,517 1,400 £ 0,894
centre Ns

Nombre de redressement

14 -
12 -

10 - "~
e 8 -
2 6 -
4 .
2 4
0 .

T F

TPC (sec)

BN W A~ U
o o o o o

o

Temps passé au centre
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Figure 20 : Variation des paramétres de I’OF chez les rats témoins et traités
(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10).
2.5.2. Effet du Fenthion sur les parameétres du test de labyrinthe en croix surélevé

Les résultats du tableau (11) des rats traités au fenthion montrent une augmentation tres
hautement significative (p<0.001) du temps passé dans les bras fermés et leurs parties
distales et une diminution hautement significative (p<0.001) du temps passé dans les bras

ouverts (p<0.001) et ca partie proximale par rapport aux témoins.

Cependant, une diminution significative (p<0.05) du nombre de redressement est

remarqué chez le lot traité par le fenthion comparativement au lot témoin.

Tableau 11: Variation des parameétres de I’ EPM chez les rats témoins et traités

Paramétres/lots T F
Temps passé au centre 10,20 + 8,58 36,80 £24,51
(sec) *
Temps passé dans les bras 176,00 +48,93 19,00 = 10,30
ouverts (sec) ikl
Temps passé dans la 66,00 +48,47 2,60 £5,81
partie distale du bras e
ouverts (sec)
Temps passé dans la 22,400 + 9,762 8,600 £5,459
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partie proximale du bras
ouverts (sec)

Nombre d’entrée au bras 1,80+ 0,83 1,00 £ 0,00
ouverts Ns
Temps passé dans les bras 89,40 +£50,12 249,60 +40,43
fermé (sec)
***
Temps passé dans la 49,00 + 49,57 5,80 %4,97
partie proximale du bras **
fermé (sec)
Temps passé dans la 30,60 + 7,23 200,00 + 57,08
partie distale du bras folalel
fermé (sec)
Nombre d’entré au bras 3,000 +2,000 1,000 = 0,000
fermé *
Nombre de redressement 6,000 + 3,162 2,800 £1,483

*

(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10).

2.5.3. Effet du Fenthion sur les paramétres du test de reconnaissance olfactif

Nos résultats (Tableau 12, figure 21) montrent que le rats traités par le fenthion passent

plus de temps au centre comparativement au témoins , cependant , le temps de latence vers le

propre scissure et la familiale scissure est égale comparativement au témoins qui explorent

beaucoup la scissure familiale que la scissure propre.

Tableau 12: Variation des paramétres de test de reconnaissance olfactif chez le lot

témoin et traités.

familiale scissure (sec)

Parameéteres/lots T F
Temps au centre (sec) 95,40 +60,22 277,80 + 30,65
**k*
Temps de latence vers 9,800 + 8,408 7,200 + 5,718
propre scissure (sec) Ns
Temps de latence vers 145,20 = 90,16 7,20 £ 9,96

**
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Figure 21 : Variation des parametres de test de reconnaissance olfactif chez le lot témoin

et traités.

(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (comparaison vs T;, n=10).

Effet du fenthion sur I’activité cholinestérasique

Nos résultats montrent que les rats traités au fenthion montrent une diminution

hautement significative (p<0.001) de I’activité cholinestérasique.

Tableau 13: Variation de I’activité cholinestérasique cérébrale chez les rats témoins et

traités.
Parameters/lots T F
Acetylcholine 0,215 + 0,010 0,119 + 0,006
***k

(nmol/min/mg protéines)
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Actch nmol/min/mg)

Figure 22 : Variation de ’activité cholinestérasique cérébrale chez les rats témoins et
traités.
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3. DISCUSSION

3.1.Effet du Fenthion sur le poids corporel

L’étude du poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de 1’état de
santé¢ générale du rat, les résultats de notre expérimentation suggérent que 1’administration du
Fenthion fait diminuer la croissance corporelle par rapport a celle des témoins, Cet effet peut
étre aussi expliqué par I'action des polluants sur le transport des éléments nutritifs (les acides
aminés, le glucose et les minéraux essentiels comme le zinc, le magnésium, le fer...) par le
sang et par conséquence, ils peuvent induire une mauvaise assimilation des aliments par le
corps (Dieter et al, 1988 ;Cempel et Janicka, 2002) , et aussi pourrait étre expliqué par la
diminution des prises quotidiennes en aliment. Ces résultats permettent de suggeérer que ces
insecticides présentent des effets néfastes sur la croissance corporelle des rats. Ces effets
peuvent étre refléter des changements programmés dans I'hypothalamus, qui joue un role

central dans la régulation de I'appétit et la prise alimentaire (Mc Millen et al., 2005).

En général, la chute corporelle est due en premier a une diminution de la masse grasse
suivie de celle de la masse maigre. Elle représente la conséquence ultime d'un déséquilibre de
la balance énergétique entre les apports qui sont inférieurs aux dépenses énergétiques (Ritz et
al., 2007).

Nos resultats sont en accord avec des études antérieures réalisées sur des rats adultes
traités par des insecticides ont montré également une diminution significative de leurs poids
corporels (EI-Demerdash et al., 2004 ; Saoudi et al.,2011 ; Medjdoub, 2013 ; Mossa et al.,
2014). Contrairement a nos résultats, Bhaskar et Mohanty (2014) ont trouvé que la
coexposition au mancozeb et imidaclopride a des faibles doses provoque un gain significatif

de poids corporel relatif.
3.2.Effet du fenthion sur le poids relatif du foie

Concernant le poids des organes, nous remarquons une augmentation de poids relatif de
foie chez les rats traités par le fenthion. Ceci est explicable par I’hypertrophie tissulaire de ces
organes causée par ces insecticides d’une part, et par leurs accumulations dans ces organes

cibles de détoxification d’autre part. Une diminution significative du gain de poids corporel et
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une augmentation du poids relatif du foie ont été observées chez les animaux traités au

fenthion comparativement au groupe témoin (Bouhali, 2015, Wayland, 2015).
3.3.Effet du fenthion sur le poids relatif du cerveau

Certains auteurs rapportent que cette diminution du poids cérébral peut aussi étre due au
retard de la maturation neuronale résultat de la rupture vasculaire , ainsi que la baisse du poids
des différentes structures ceérébrales ( cortex, cervelet et hippocampe )pouvant étre traduite sur
le plan cellulaire par un accroissement de la couche moléculaire de cervelet, de la densité des

cellules granulaires et de 1’arborisation dendritique (sidhu et nehru , 2004)

L’atrophie cérébrale s’accompagne d’une dilatation symétrique des ventricules

cérébraux et d’un élargissement des sillons corticaux (Mattson, 2004).

L’amyloidose cérébrale initierait une réponse dégénérative chronique, comportant des
changements cellulaires et moléculaires multiples (inflammation, activation de kinases,
excitotoxicité, stress oxydatif, dégénérescences neurofibrillaires), conduisant a la mort
neuronale et responsable sur un plan clinique d’un syndrome démentiel (Hardy and Selkoe,
2002).

3.3.Effet du fenthion sur les parameétres biochimiques
v Sur Pactivité des transaminases :

Dans notre étude, les rats traités au fenthion ont montré une augmentation de I’activité
plasmatique des transaminases . Les organophosphorés peuvent provoquer 1’augmentation de
I’activité des ASAT et ALAT (Sharma et al.,2005). La perturbation de la fonction de
transport des hépatocytes en tant que résultat d'une lésion hépatique provoque la fuite
d'enzymes a partir de cellules en raison d'une altération dela perméabilité membranaire (Fan
et al., 2009). Cette augmentation indique aussi la présence d’une nécrose et des réactions
inflammatoires (Kuzu et al., 2007; Navarro et al., 1993). Plusieurs études ont rapporté la
perturbationdes transaminases et de la phosphatase alcaline suite a 1’exposition aux
organophosphorés (Tarek et al.,2013; Gokce Uzun et Kalender,2013). Selon (Kerem et
al .,2007).

En regle générale, ces résultats peuvent indiquer des changements dégéneratifs et

nécrotiques dans le foie (EI-Nekeety et al., 2009) .
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v Sur la concentration plasmatiques du glucose

L’analyse des résultats obtenus a montré une augmentation significative en glucose
plasmatique chez les rats traités par le fenthion. Le stress est également connu pour
l'augmentation relative du sucre sanguin dd au secrétions des corticostéroides (Kioukia et
al.,2002). Selon Surwit (1992), le stress augmente la production hépatique de glucose et
diminue sa clairance périphérique. L'un des mécanismes proposés pour I'hyperglycémie
induite par les organophosphoré est I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(HPA) qui régule le processus de synthese et de sécrétion des glucocorticoides par le cortex
surrénalien (Rahimi et Abdollahi, 2007). Dans la réponse au stress, I'hypothalamus libére
I'hnormone libérant la corticotropine (CRH) qui stimule I'hypophyse pour libérer I'hnormone
adrénocorticotrope (ACTH). L'ACTH stimule ensuite la sécrétion de glucocorticoides a partir
de la glande surrénale (Beishuizen et Thijs, 2003). Les hormones glucocorticoides
(principalement le cortisol chez I'hnomme et la corticostérone chez les rongeurs) augmentent la
glycémie en induisant la voie de la néoglucogenése (Khani et Tayek, 2001). Il a été
démontré que les organophosphorés provoquaient l'activation de I'HPA entrainant une
augmentation des taux plasmatiques de corticostérone (Joshi et Rajini, 2009; 2012). Les
¢tudes faites chez 1’animal et sur les cellules humaines, montrent que les pesticides semblent
modifier le métabolisme du glucose et I’action de l'insuline (Sargis, 2014). En plus,
I’inhibition de I’acétylcholinestérase par nos pesticides cause 1’augmentation de la libération
de I’acétylcholine dans la circulation, stimulant ainsi une hypersécrétion des catécholamines
chez les rats. Ces derniers stimulent a leur tour la glycogénolyse par I’intervention du systéme

d’adénylcyclase donc I’apparition de 1’hyperglycémie (El Missiry et Othman, 1993).

Dans la littérature, plusieurs études sont rapporté 1’effet hyperglycémiant des OP. (Eman
et al., 2013), ont montré I’hyperglycémie induite suite a 1’exposition subchronique au
chlorpyrifos-ethyl. (Carmin et al., 2012) ont montré I’hyperglycémie induite suite a

I’exposition aigué au chlorpyrifos-ethyl.
v Sur la concentration plasmatiques du cholestérol

Dans notre travail, nous avons assisté a une augmentation du cholestérol . Les OP
augmentent généralement le niveau du cholestérol (Kalender et al., 2005; Ogutci et al.,
2008; Lasram et al., 2009). L’augmentation du cholestérol dans le sérum peut étre attribuée a
I'effet des pesticides sur la perméabilité de la membrane des cellules du foie (Yousef et al.,
2006). En outre, I'augmentation des niveaux du cholestérol sérique total peuvent étre di a
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I'obstruction des canaux biliaires du foie, ce qui réduit ou arréte la sécrétion du cholestérol
dans le duodénum (Zaalouk et al., 2000 ; Ogitciiet al., 2008). L’augmentation du taux de

cholestérol sériqu epeut étre un signe de dommages du foie.
v Effets du fenthion sur le statut redox

L’administration du fenthion pendant 30 jours chez les rats, induit une diminution
significative de D’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) au niveau
hépatique (p <0.01) et une augmentation significative du taux de MDA par rapport aux rats

témoins.

L’exposition aux pesticides peut induire un état de stress oxydant (SO) par : (1)
production accrue des radicaux libres qui s’accumulent dans la cellule, (2) altération des
mécanismes de défense antioxydante ; y compris la détoxication et les enzymes de balayage,
ou augmentation de la peroxydation lipidique suite a 1’interaction entre les ERO et les

membranes cellulaires ou sous-cellulaires (Abdollahi et al., 2004).

Plusieurs recherches sur des animaux d’expérience ont rapporté que le SO joue un réle

important dans la toxicité de divers pesticides, y compris OP (Possamai et al., 2007).

En plus, les études épidémiologiques chez I’homme aprés exposition de long terme a
un mélange des pesticides ont montré la stimulation des enzymes anti-oxydantes et
I’induction de la peroxydation lipidique dans les érythrocytes méme en I’absence d’une
diminution d’acétylcholinestérase (Ogut et al., 2011).

La peroxydation lipidique (LPO) est considerée comme le principal mécanisme
moléculaire impliqué dans I'endommagement oxydatif des structures cellulaires. Il s'agit d'une
réaction en chaine initiée par l'extraction d'hydrogene ou l'addition d'un radical oxygéne,
entrainant I'endommagement oxydatif des acides gras polyinsaturés et la production de
nombreux aldéhydes (Repetto et al., 2012). Les résultats de la présente étude ont montré que
I'exposition des rats fenthion cause I'accumulation de malondialdéhyde (MDA), les principaux
produits finaux de la peroxydation lipidique au niveau cytosolique et mitochondrial.
L'exposition aux insecticides induit un stress oxydatif (Abdollahi et al., 2004 ; Che-
Mendoza et al., 2009), et le malondialdehyde est considérée comme un indicateur du stress
oxydatif (Ma et al., 2013, Akande et al., 2014), qui résultent des dommages des radicaux
libres sur les composants membranaires des cellules causant des changements dans la

structure et la fonction membranaires et méne a la diminution de la fluidité de la membrane et
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I’inactivation de plusieurs enzymes membranaires (Amin et Hashem, 2012; Halliwell et
Gutteridge, 1995). Diverses études indiquent que la production de ROS est un moyen
secondaire de la toxicité (Sidhu et al., 2014).

L'élévation du taux de MDA est un signe d'altération de la membrane des hépatocytes
(Raina et al., 2015). Cette augmentation marquée pourrait étre attribuée dans notre étude a la
capacité des pesticides utilisés a produire (ROS) au niveau cytosolique et sur les
mitochondries du foie. (Tuzmen et al ., 2008), ont démontré que des rats ont développé une
peroxydation lipidique et des dommages au foie a la suite de I'exposition au organophosphoré.

Dans la présente étude, le taux de MDA a été augmenté, tandis que Dactivité de I’
antioxydant (GST) a été réduites dans le groupe traité par le fenthion. La concentration
accrue de MDA dans les groupes traités peut étre attribuée a une production excessive de
ROS par le pesticide, ce qui peut avoir provoqué la diminution de I’activité de I’enzyme

antioxydant (Akande et al., 2014). Les travaux menés par Banerjee (1999) ont
clairement démontré que les pesticides avaient une influence sur les enzymes antioxydants.

Nos travaux sont en accord avec les travaux antérieurs (Ajay et al.,2005, Khan et al.,
2005 ; Hai et al.,1997; Yurumez et al., 2007; Mansour et Mossa 2011; Raina et al.,2015).
3.4.Effet du fenthion sur la population leucocytaire

Plusieurs études ont montré que les insecticides organophosphorés peuvent induire des
changements immunitaires chez les animaux de laboratoire (Kalenderet al., 2006). Dans le
travail présent, nous avons assisté a une leucocytose chez les rats traités au fenthion, ceci est
due la libération des catécholamines, hormones de stress, ce qui provoque la démargination
des neutrophiles qui est souvent accompagnée par une lymphocytose et par fois par

monocytose et éosinophilie (Kandil et al, 2006; Jain, 1993).

Aussi, I’augmentation des leucocytes totaux chez les rats peut indiquer une activation
des mécanismes de défense du systeme immunitaire. Ces changements sont aussi liés a
l'augmentation plasmatique de D’activité des transaminases (Elhalwagy et al., 2008) ,
L’augmentation des lymphocytes et des monocytes est due peut étre a la stimulation de la
lymphopoiese et a la libération accrue des lymphocytes de la lymphe du tissu myéloide (Das
et Mukherjee, 2003) . Il a été rapporté que 1’augmentation des taux des lymphocytes est
corrélée avec 1’augmentation des cytokines pro-inflammatoires (Lasrama et al., 2014).
Plusieurs travaux ont rapporté la capacité des OP a induire la lymphocytose (Handy et al.,
2002; Elsharkawy et al.,2013; Omyma, 2012; Lasrama et al.,2014)
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Une diminution du pourcentage de granulocytes dans le sang périphérique observée
chez les rats traités au fenthion peut suggérer que elles sont impliqués dans la phagocytose au
cours d'une intoxication aux Xénobiotiques, au cours de laquelle certains granulocytes
pourraient &tre rompus. participant a la production de pesticides liquides, une diminution

significative a été notée dans le nombre de granulocytes (Klucinski et al., 1996).
3.5.Effet du Fenthion sur les parameétres du test de labyrinthe en croix surélevé

D'apreés le test d'EPM, nous avons signalé une diminution du temps passé dans les bras
ouverts et une augmentation du temps passé dans les bras fermés chez les rats traités au
fenthion. La diminution de s’aventurer dans les bras ouverts dans le labyrinthe en croix
surélevé est interprétée typiquement par une augmentation de l'anxiété chez le rat (Elliott et
al., 2004). Cela révele de I’effet anxiogéne du fenthion. Nous pensons par exemple au
systeme gabaergique dont des perturbations du fonctionnement impliquent des troubles de
I’anxiété (Mohler, 2006; Domschke et Zwanzger, 2008). Le systéme cholinergique est
également connu pour jouer un role modulateur dans la régulation de I'anxiété (File et al.,
1998; Ouagazzal et al., 1999). Selon ce point, la stimulation des récepteurs cholinergiques
peut induire des réponses anxiogenes (Olausson et al., 1999; Ouagazzal et al., 1999). De
plus, I’anxiété relative aux OP peut résulter du stress oxydatif cérébral et de la neuro-

inflammation (Chen, 2012).

Le changement de la concentration des neurotransmetteurs est aussi impliqué dans le
développement des changements neurocomportementaux (Oswal et al.,2012). Dans la
littérature, de nombreuses études ont montré les effets anxiogenes des OP comme le diazinon
et le malathion (Fabricio et al., 2005; Maha et al., 2013). (Tayaa ,2014) a montré que
I’exposition a court terme au diazinon provoque des effets anxiogenes chez la ratte Wistar. De
plus, (Maha et al., 2013)ont montré que 1’exposition subchronique au diazinon montre des

effets anxiogenes chez le rat male Wistar.
3.6.Effet du fenthion sur les parameétres du test des champs ouverts

Au niveau de I’open field, nous avons assisté a une diminution de la distance totale
parcourue, diminution du nombre de redressements, diminution du temps passé dans la zone
centrale et augmentation du temps passé dans la zone périphérique. L’OF est un test utilisé
pour mesurer la motricité, le degré d’anxiété et la réaction émotionnelle (Prut et Belzung,

2003). Par conséquent, les rats anxieux ont tendance a passer plus de temps dans les coins et
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la périphérie de I'appareil plutét que dans le centre (Elizalde et al., 2008), La diminution de la
distance parcourue dans I’open field révele de la diminution de ’activité locomotrice. De
plus, la diminution du nombre de redressements indique une dégradation de 1’activité
exploratoire. Nous pouvons conclure que le fenthion altére les capacités locomotrices et
exploratrices du rat. L'acétylcholine intervient dans le contréle des muscles par l'intermédiaire
des terminaisons neuromusculaires. Apportée en excés au niveau de la plague motrice,
I'acétylcholine peut inhiber les contractions musculaires consécutives a la stimulation du nerf
(Bocquene, 1996).

Les OP exercent leur toxicité par la fixation de ses oxygéenes analogues sur
I'acétylcholinestérase (AChE), enzyme neuronale, provoquant ainsi une accumulation de
I'acétylcholine endogene dans les tissus nerveux et les organes effecteurs (Mayer et al.,
1991). En effet, I'accumulation de I'acétylcholine provoque des syndromes nicotiniques qui
associent des fasciculations musculaires et des crampes, puis une asthénie rapidement
croissante par atteinte de la plaque motrice évoluant vers la paralysie des muscles striés
(Bismuth, 1993). En outre, ’anxiété et la dépression peuvent aggraver 1’hypoactivité

exploratoire et ambulatoire dans I’open field.

Nos résultats sont en accord avec celles de (Bouhali,2015; Virginia, 1995 ;

Benamara et al, 2014)
3.7.Effet du Fenthion sur les parameétres du test de reconnaissance olfactif

L’olfaction constitue sur le plan physiologique une piste intéressante dans la dépression,
du fait des connexions étroites qui existent entre les voies olfactives et les aires cérébrales
impliquées dans la régulation de I’humeur et des émotions, notamment au niveau du systéme
limbique. (Brand et al 2017). En plus, le systeme olfactif interagit directement avec
I’hippocampe qui joue un rdle essentiel dans la neurogénése (Inserm, 2020). Un autre
argument en faveur du lien étroit entre I’odorat et la dépression est qu’un déficit de perception
des odeurs peut étre a 1’origine de symptomes dépressifs ; plusieurs études tendent a prouver
que les odeurs peuvent potentiellement avoir un impact sur I’amélioration de ces symptomes
(Brand et al 2017). Le bulbe olfactif sert de premiére étape du systéme de traitement de
Iinformation olfactive et peut servir de porte d'entrée pour les conséquences
environnementales (Rey et al., 2018). Les preuves indiquent que le bulbe olfactif est une

sensibilité préférentielle aux agents pathogenes exogenes ou aux toxines environnementales,
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qui peuvent déclencher et propager des changements pathologiques dans tout le cerveau via
les nerfs olfactifs (Rey et al., 2018).

Assurant la réception des molécules odorantes, les neurones olfactifs de la muqueuse
olfactive (MO) sont en contact direct avec le milieu extérieur, exposés aux agressions
permanentes des micropolluants, dont les pesticides. lls constituent une voie d’entrée

privilégiée de toxiques vers le bulbe olfactif (BO) puis le systéme nerveux central.

Nos résultats montrent, une perturbation olfactif chez les rats traités par le fenthion, ceci
est put étre du a la neurotoxicité induit par le fenthion (Bouhali , 2015).qui influence la
fonction olfactive normale et provogue une dégénérescence severe des neurones DA dans

SSN ainsi que dans le bulbe olfactif.

Des études antérieures sur le modéle d'administration intranasale de roténone ont montré
que la neurotoxine influence la fonction olfactive normale et provoque une dégénérescence
sévére des neurones DA dans le SN ainsi que dans le bulbe olfactif (Rodrigues et al., 2014;
Sasajima et al., 2015 ; Xiaoling et al, 2020), la neurotoxicité induite par la roténone s'est
produite non seulement dans la voie nigrostriatale, mais a également conduit a de graves
déficits dans le bulbe olfactif. L'analyse des changements pathologiques du bulbe olfactif a
démontré que lI'administration systémique a long terme de roténoné réduisait le nombre de
neurones dopaminergiques dans le bulbe olfactif, ce qui était cohérent avec les résultats
obtenus chez des souris traitées au roténone administrées par voie intranasale. Des études in
Vvivo et vitro ont montré que les neurones dopaminergiques du bulbe olfactif jouent un réle clé
dans le traitement de I'information sensorielle et la discrimination des odeurs (Banerjee et al.,
2015; Liu et al.,, 2013). Outre les preuves de plus en plus nombreuses que la réponse
inflammatoire dans le bulbe olfactif est un signal régulateur majeur pour le

dysfonctionnement olfactif des maladies neurodégénératives.

3.8.Effet du fenthion sur P’activité cholinestérasique

Il est connu que la plupart insecticides organophosphorés possedent des effets
neurotoxiques. Récemment, certaines études ont montré cet effet neurotoxique chez d’autres

famille de pesticides (Kamel et Hoppin, 2004).

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme caractéristique des jonctions

neuromusculaires des insectes et des vertébres responsables de [I'hydrolyse du
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neurotransmetteur acétylcholine (ACh), de sorte que I'activation des récepteurs cholinergiques
est transitoire. L'AChE des insectes est la principale cible des organismes nuisibles aux OP

en phosphorylant le groupe hydroxyle sérine situé dans le site actif de I'AChE, inhibe son
activité (Ozmen et al., 1999).

Nos résultats ont révélé que chez les groupes de rats traités par le fenthion il y a une
diminution de l'activité de I'AChE. Cette diminution peut étre expliquée par la production et
I'accumulation de ROS suite a I'administration de ce pesticide, ce qui entraine des dommages
a I'ADN et aux phospholipides membranaires ainsi qu'une inhibition de I'AChE (Yu et al.,
2008). Le mecanisme principal de la toxicité du fenthion implique I'inhibition d'AChE (Yu et
al., 2008; Liu et al., 2013 ; Bouhali, 2015), qui régule la neurotransmission aux synapses

cholinergiques centrales et périphériques (Campbell et al., 1997, Steevens et Benson, 1999).

Plus récemment, il a été démontré que l'exposition a court terme au chlorpyrifos (un
organophosphore) sur le corps entier chez le rat provoquait une inhibition significative de
I'activité de I'AChE dans différents tissus, notamment le foie, les reins et la rate (Tuzmen et
al., 2008).

Nosrésultats sont compatibles avec d'autre études (Verma et al., 2007; Acker et
Nogueira, 2012 ; Wang et al., 2014 ; del Pino et al., 2015 ; Bouhali, 2015).

L'inhibition irréversible de I'AChE par lesOP conduit a une accumulation de
I’acétylcholine dans les synapses neuronales induisant un état de stress cholinergique et ainsi

la dépréciation ultérieure de nombreuses fonctions du corps (Bartling et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

4. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous pouvons conclure que I’exposition répétée pendant 30 jours consécutifs au
Fenthion a raison de 1.35 mg/kg /j de poids corporel chez les rats méales et femelles adultes de
la souche Wistar provoque des réponses anxiogénes associées a des altérations olfactives et
diminution de  Dactivit¢  exploratoire et locomotrice. ~ Ces  perturbations
neurocomportementales sont associées d’une part, au développement d’un stress oxydatif
hépatiques, se manifestant notamment par une augmentation de la peroxydation lipidique
(MDA) avec une diminution de la quantité de GST, et d’autre part, a la perturbation des
paramétres immunitaires (leucocytes) et biochimiques (Glycémie, Cholestérol, ALAT,
ASAT). En outre, une diminution de D’activit¢ de I’enzyme acétylcholinestérase a été

observée.
A partir de ces résultats, il serait intéressant de dégager les perspectives suivantes:

v' Approfondir I’étude par une étude histologique visant a localiser les dégats tissulaires
engendrés par le pesticide.

v Etablir un modéle de neurotoxicité développementale et apprécier I’effet sur la
progéniture.

v Appuyer les résultats par une exploration hormonale notamment en déterminant le
taux de certains Neuro médiateurs récepteurs dans le comportement animal.

v Apprécier le réle neuro-protecteur de quelques plantes médicinales anti-oxydantes

comme éphédra alata , Ashwaghanda , spiruline....
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Figure 15: Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovine



