AANAANANANAANAN NN AN ANAANAANANAANNA A NA AN AN A ANA NN A NN

s% Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

/

. .., R . , heapd
Université de Larbi Tébessi —Tébessa- Jasisy
Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie \@ 5

Département: Biologie Appliquée " -
MEMOIRE DE MASTER
Domaine: Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere: Sciences Biologiques
Spécialité: Toxicologie.

Theme:

o L’IMPACT DE L’EXIREL SUR LE )
COMPORTEMENT ET LA CAPACITE DE
_ MEMORISATION DESRATSWISTAR

Présenté par:
M'® FERHATI Meriem

Me'® BRAKNI Souha

Devant le jury:
Mr. GOUDJIL Taher M.C.B U.L.T. Tébessa Président

Mr. ROUABHI Rachid Pr. U.L.T. Tébessa Rapporteur

Me.ROUACHDIA Roukaya |+ M.A.A U.L.T. Tébessa Examinatrice

Date de Soutenance: 19/06/2019

‘V\r‘\"V\r‘V\r‘\r‘\o‘\‘\r‘\o‘\‘\‘\‘\r‘\"V\r‘V\‘\r‘\o‘\‘\r\‘\r‘\‘\r‘\r‘\"\‘\r\\\\‘\N\‘\\\N\\N\\\\\N‘»\"p\"\‘V\r‘\"\'\v

Note:..... 120. Mention:.....................
PSS LSS LS LSS LS L LS LLPLLLLLLLLLLLPLLLS

(’l/‘/‘f/‘J‘J‘/‘J‘II«/‘/«/‘II/‘J‘/‘J‘J‘/‘/‘J‘/‘/‘/‘/‘l«/«”«’l«*«/‘/‘/‘f«/‘/‘l«/‘l!l’/‘«"/‘/‘/‘l«/‘la/’J‘lI«/‘/‘«"«/‘/}



Résumé

Notre travail a pour objectif d’évaluer les effets neurotoxique d’un nouvelle pesticide
au niveau des certains paramétres enzymatiques et sur le comportement chez les rats wistar
exposé de fagon chronique & I’Exirel a différentes doses (0,025mg/kg/j, 0,050mg/kg/j,
0,075mg/kg/j, 0,1mg/kg/j) par voie orale, pendant une période de 3 mois.

Pour les activités enzymatiques I’administration par voie orale de 1’Exirel a différentes
doses (0,025mg/kg/j, 0,050mg/kg/j, 0,075mg/kg/j, 0,01mg/kg/j) a provoqué une diminution
de I’activité de glutathion peroxydase (GPx) et le catalase (CAT) et une augmentation du

I'activité de glutathion s-transférase (GST) en comparaison avec les rats témoins.

L’ AChE est une enzyme responsable de beaucoup des processus neurologiques tel que
la contraction musculaire et la mémorisation ; toutes perturbations dans son activité se
refletent sur le bon déroulement de ces fonctions. Nos résultats ont montré une diminution de

I’activité catalytique de cette enzymatique et une perturbation générale de ce paramétre.

Nous avons également mis en évidence des changements du comportement des rats
qui se sont manifestés par des cas d’anxiété, de perturbation de la mémoire et de

I’apprentissage.

Mots clés : Neurotoxicité, Exirel, Rats Wistar, Stress Oxydant.



Abstract

The objective of our work is to evaluate the neurotoxic effects of a new pesticide on
some enzymatic parameters and on behavior of wistar rats chronically exposed orally to
Exirel at different doses (0.025mg/kg/day, 0.050mg/kg/day, 0.075mg/kg/day, 0.1mg/kg/day)
over three months period.

Enzymatic activities after oral administration of Exirel at different doses
(0.025mg/kg/day, 0.050mg/kg/day, 0.075mg/kg/day, 0.01mg/kg/day) caused a decrease in
glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) activity, and an increase in glutathione

transferase (GST) activity compared to the controls rats.

AChE is an enzyme responsible for many neurological processes such as muscle
contraction and memorization; any disturbances in its activity are reflected in the proper
performance of these functions. Our results showed a decrease in the catalytic activity of this
enzyme and a general disruption of this parameter.

We also found many changes in the behavior of rats that manifested in anxiety,

memorization and learning disorders.

Keywords: Neurotoxicity, Exirel, Rats Wistar, Oxidant Stress.
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Introduction

Introduction

Il existe un grand nombre d’organismes vivants nuisibles aux végétaux, aux
animaux mais aussi a 1’égard de ’homme et des batiments d’¢élevage et d’habitation,
beaucoup d’activités sont confortées a ces organismes mais les activités agricoles sont
probablement parmi les plus exposées et donc demandeuses de moyens de prévention
et de lutte. Ces moyens sont tres variés et vont des mesures Préventif aux traitements
chimiques généralisés en passant par des interventions mécaniques, biologiques et des
traitements chimiques localises, de nombreuses substances chimiques sont ainsi
utilisees ce sont les pesticides. (Calvet, 2005). L'utilisation de ces produits chimiques
dans les pratiques agricoles modernes est considéré partie intégrante du succés de
I'industrie agricole (Margni, 2002).

Les pesticides constituent un groupe tres hétérogéne de substances chimiques
adaptées a la lutte contre les plantes et les animaux indésirables : herbicides,
fongicides, insecticides, acaricides, nématicides et rodenticides (Cherin et al., 2012),
sont largement utilisés en agriculture pour maintenir et augmenter les rendements des
cultures, et ils sont également appliqués dans les maisons et des jardins.Ainsi, de
nouveaux outils ou techniques plus fiables que ceux existants nécessaires pour prévoir
les dangers potentiels des pesticides et contribuer ainsi a la réduction de la effets
néfastes sur la santé humaine et I'environnement (Damalas, 2011).

Les insecticides parmi les types des pesticides la plus important qui jouent un
réle dans la lutte contre les insectes nuisibles. Ce dernier agit en empoisonnant le
systéeme nerveux des organismes cibles. (Lucio et al., 2008)

Au vu de ces données, dans notre étude nous allons dans un premier temps
présenter quelques connaissances acquises sur les pesticides et sur le produit qu’ont a
utilisé « I’Exirel » et leur toxicité sur I’organisme. Nous avons ensuite abordé au
second chapitre sur le stress oxydant, en particulier la notion des radicaux libres
biologiques, les cibles de stress oxydant et le systeme de défense antioxydant.

La partie expérimentale, est consacrée a étudier les effets de I'exposition
chronique de I’Exirel a deférentes doses sur les parametres enzymatiques de cerveau
et sur le comportement et la capacité de mémorisation chez les rats Wistar, pour cela
on a fixe des buts a atteindre :

» Etude le comportement des rats apres exposition chronique par 1’Exirel pour

évaluer la capacité d’apprentissage et la mémorisation.
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» L’évaluation des effets neurotoxique de 1’Exirel par le dosage des parametres

enzymatiques de cerveau.



Chapitre I : les pesticides

1. Les pesticides
1.1. Definition des pesticides

Le terme «pesticide» combine les mots : « pest » mot anglais qui désigne toute espece
végétale ou animale nuisible aux activités humaines et «cide» (du latin pour «tueur» ou «acte
de meurtre»). Aujourd'hui, le terme pesticide est un terme générique qui s'applique a des
milliers de produits différents (Bouchon & Lemoine 2003 ; Donham, 2016).

Il existe plusieurs définitions d'un pesticide; (FAO) définit un pesticide comme toute
substance ou mélange de substances destinées a prévenir, détruire ou combattre tout
organisme nuisible, y compris les vecteurs de maladie humaine ou animale, espéces
indésirables plantes ou animaux causant des dommages pendant ou autrement interférant avec
la production, le traitement, le stockage ou la commercialisation de denrées alimentaires, de
produits agricoles, bois et produits du bois ou aliments pour animaux ou pouvant étre
administrés a des animaux pour lutter contre les insectes, les arachnides ou d’autres
organismes nuisibles se trouvant dans ou sur leur corps (Jeyaratnam, 1990).

1.2. L’intérét de I’utilisation des pesticides
1.2.1. En agriculture

Les pesticides chimiques ont toujours fait leurs preuves en augmentant la productivité
agricole mondiale (Ecobichon, 2001).

Les pesticides sont largement utilisés en agriculture pour lutter contre les insectes,
microorganismes, champignons, mauvaises herbes et autres parasites. Le controle de ces
parasites sert a augmenter le rendement de la culture. (Calvert et al., 2008)

Les pesticides sont largement utilisés dans la plupart des secteurs de la production
agricole pour prévenir ou réduire les pertes nuisibles et peut donc améliorer le rendement
ainsi que la qualité du produit, méme en termes d’attrait esthétique, qui est souvent important
pour les consommateurs (Oerke et Dehne, 2004 ; Cooper et Dobson, 2007). Les pesticides
peuvent également améliorer la valeur nutritionnelle des aliments (Damalas et
Eleftherohorinos, 2011).

1.2.2. En médecine

Les pesticides sont utilisés aussi pour le controle de la santé humaine mondiale et la
lutte contre les vecteurs des maladies telles que la malaria, la leishmaniose, avec I’utilisation

d’insecticides efficaces permettant d’enrayer les épidémies (Saadane, 2018).

Page 1



Chapitre I : les pesticides

1.3. Classification des pesticides

Les pesticides peuvent étre classés en fonction de leur toxicité, groupe chimique,
environnement persistance, organisme cible ou autres caractéristiques (Velazquez et al.,
2012).

1.3.1. Selon leur cible

Les pesticides sont généralement classés en fonction de leur espece cible. Les quatre
grandes classes sont ceux des insecticides (insectes), herbicides (mauvaises herbes),
fongicides (champignons, moisissures) et rodenticides (rongeurs), ajout a un certain nombre
de classes «mineures» telles que, par exemple, les acaricides (acariens) ou les molluscides
(escargots, autres mollusques). Dans chaque classe, il existe plusieurs sous-classes, avec des
caractéristiques chimiques et toxicologiques substantiellement différente (Costa et al., 2008).
1.3.2. Selon leur persistance

Historiquement, en termes agricoles, un pesticide persistant était considéré comme un
pesticide dont les résidus demeuraient dans le sol en quantités importantes apres I'application
jusgu'au la prochaine saison de croissance ou jusqu'a I'ensemencement ou la plantation d'une
culture suivante (Craven, 2000).

La persistance des pesticides dans 1’environnement est due soit a leurs propriétés
physico-chimiques, soit le mangue d'organismes capables de les dégrader. La lumiére, la
chaleur ou I'hnumidité peuvent entrainer une perte de certains pesticides par volatilisation ou
dégradation (4). En revanche, les dégradations causees par des organismes (biodégradation)
pourraient aider a reduire considérablement la persistance des pesticides dans
I'environnement. (Velazquez, 2012).
1.3.2.1. Pesticide persistant

Sont, par définition, des substances qui ont de longues demi-vies ou des taux de
disparition dans 1’environnement, principalement en raison de leur stabilité chimique, mais
aussi souvent dues a des conditions défavorables pour la minéralisation environnementale,
biologique (Bro-Rasmussen, 1996).

Les organochloré sont considérés comme des pesticides persistants. Celles-ci les
pesticides ont de longues demi-vies environnementales et ont tendance a se bioaccumuler
chez I'nomme et d'autres animaux et ainsi bioamplifier jusqu'a 70 000 fois dans la chaine
alimentaire chaine (Albanis et al., 1996).( Borga et al., 2001).
1.3.2.2. Pesticide non persistant

Les pesticides non persistants sont aussi appelés pesticides contemporains ou

pesticides d'usage courant. Ces pesticides ne persistent pas dans I'environnement, la plupart se
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décomposant apres plusieurs semaines d'exposition au soleil et a I'eau. (Barr et Needham,
2002). Les pesticides comprennent les organophosphates, les carbamates, les triazines, les
chloroacétanilides, les pyréthroides synthétiques et d’autres, et sont considérés comme non
persistants. Ces pesticides ont des demi- vie beaucoup plus courts (Ingerslev & Nyholm,
2000). (Castillo-Sanchez et al., 2000) et ont tendance & ne pas se bioaccumuler. En fait, la
plupart de ces pesticides sont excrétés par I'hnomme dans les 48 heures qui suivent, sous la
forme du pesticide d'origine, un produit de détoxification du mercapturate, des métabolites
libres et / ou des meétabolites liés au glucuronide ou au sulfate (Uhl, S., Schmid, P., &
Schlatter, C. (1986). (Vasili¢ et al., 1993).
1.4. Modes d'exposition aux pesticides

Les individus peuvent étre exposes aux pesticides par des voies directes et indirectes.
L'exposition directe se produit chez les personnes qui appliquent elles-mémes des pesticides
en milieu agricole, professionnel ou résidentiel et est susceptible d'entrainer les niveaux les
plus élevés d'exposition, alors que les expositions indirectes se produisent par l'eau potable,
I'air, la poussiere, et les aliments et représentent des voies d'exposition a long terme,
généralement faibles. L’exposition personnelle aux pesticides en milieu professionnel et
résidentiel est influencé a la fois par les caractéristiques d’application du pesticide et par le
comportement personnel (Alavanja et al., 2004).

Les modes de pénétration des pesticides chez ’homme sont de quatre ordres:
la voie oculaire ; la voie digestive ; la voie respiratoire ; la voie cutanée (Cherin et al.,
2012)

1.5. L’impact des pesticides sur ’environnement et ’homme

Les pesticides ont contribué a une productivité agricole impressionnante, mais en
méme temps, leur utilisation a causé de graves problémes de santé et d’environnement
(Pimentel et Lehman, 1993).

1.5.1. Sur ’environnement

La plupart des pesticides appliqués sur les terres agricoles peuvent affecter des
organismes non ciblés et contaminer le sol et les milieux aquatiques (Margni,et al., 2002).
Nombre de ces effets dépendent de la toxicité du pesticide, les mesures prises lors de son
application, le dosage appliqué, l'adsorption sur les colloides du sol, les conditions
météorologiques qui prévalent apreés I'application, et comment longtemps le pesticide persiste
dans I'environnement (Damalas et al., 2011).
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1.5.1.1. Contamination du sol

Le sol est le principal réservoir de pesticides environnementaux, représentant ainsi une
source d'ou les résidus peuvent étre libérés dans lI'atmospheére, les eaux souterraines et les
organismes vivants (Goncalves et Alpendurada, 2005). Grace a leur stabilité, les pesticides
peuvent persister dans le sol pendant des mois ou des années. (Turdean et al., 2002)
1.5.1.2. Contamination des eaux

De grandes quantités des pesticides peuvent étre apportées au milieu aquatique, soit
directement (par dispersion), soit indirectement (par lavage des terrains agricoles), ou méme
accidentellement. La nature, la concentration, la solubilit¢ dans 1’eau et la capacité de
dégradation des pesticides sont des facteurs qui influencent leur transport dans le milieu
aquatique (13). (Turdean et al., 2002)

La mortalité des poissons causée par divers pesticides a €té rapportée a I'échelle
mondiale. Les pesticides sont introduits dans les systémes d'approvisionnement en eau a partir
de diverses sources: effluents industriels, eaux de ruissellement agricoles et déversements de
produits chimiques. Méme si ces composés ne sont présents qu'en trés faibles concentrations
(Eichelberger et al., 1971).

1.5.2. Sur ’homme

Les pesticides sont également dangereux pour la santé humaine (Mamadou et al.,
2005). Ces produits phytosanitaires possédent tous une toxicité d’intensité variable pour
I’homme. En effet certains produits peuvent présenter une toxicité aigu€ importante mais étre
¢éliminés facilement par I’organisme, a I’inverse d’autres substances, de toxicité aigué moindre
peuvent s’accumuler dans 1’organisme (ou étre transformés en métabolites eux-mémes
toxiques), et induire des effets a plus long terme (Cherin et al., 2012)

A ce jour, les atteintes de la fonction de reproduction, les troubles neurologiques et les
pathologies cancéreuses sont les effets sanitaires les plus fréquemment évoqués en relation
avec des expositions chroniques aux pesticides, les effets aigus des pesticides retiennent
principalement : Les brllures chimiques au niveau des yeux, Les lésions cutanées (Bretagne
et al., 2001 ; Multigner, 2005).
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1. Les diamides anthraniliques
1.1. Définition
Les insecticides anthraniliques de diamide sont une nouvelle classe d'insecticides avec
un nouveau mode d’action ciblant les récepteurs de la ryanodine (Jacobson et al., 2011).
qui jouent un role critique dans la fonction musculaire (Tiwari et al., 2013).
1.2. Mode d’action

Les diamides anthraniliques ont un mode d'action unique qui implique 1’activation des
récepteurs a la ryanodine (RyR), (Tiwari et al., 2013). Ces récepteurs, qui sont les canaux
calciques non dépendants du voltage dans le réticulum sarcoplasmique des cellules
musculaires, régulent la libération des réserves de calcium intracellulaire essentielles a la
fonction musculaire (Dong et al., 2017).

RyRs tirent leur nom du produit naturel, la ryanodine, trouvé dans les arbres et les arbustes
du genre Ryania Ryanodine et extraits de I'écorce apparentés de ces arbustes interférent avec
la contraction musculaire par modification de la conductance du canal état (Cordova et al.,
2006).

Les diamides anthraniliques activent ce récepteur avec force (Cordova et al., 2006).,
L'activation des récepteurs a la ryanodine provoque une libération et un épuisement
incontrélés de l'ion calcium des cellules musculaires, ce qui entraine une alimentation
déficiente et la paralysie, et par conséquent la mort (Dong et al., 2017).

2. Exirel
2.1. Définition

Exirel un insecticide fait partie de la classe des insecticides diamides anthraniliques.
Une formulation contenant 100 g / L de cyantraniliprole. Insecticide destiné a étre utilisé dans
le coton pour lutter contre certains insectes suceurs et macheurs - la mouche blanche des
feuilles. L’exirel a un nouveau composant actif tell que le cyantraniliprole. (Ludlow, 2010).
2.2. Application

Appliquer par pulvérisation foliaire a I’aide de matériel terrestre sur
toutes les cultures mentionnées. Le produit peut étre appliqué a 1’aide de
matériel aérien sur les cultures de petits fruits des genres, ainsi que sur les
cultures de legumes-bulbes, de lIégumes-feuilles, de Iégumes-fruits (Onyette,

2014).
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3. Cyantraniliprole

3.1. Définition

Cyantraniliprole est le nom commun approuvé par ['Organisation internationale de
normalisation ~ pour  3-bromo-1-  (3-chloro-2-pyridyl)  -4’-cyano-2’-méthyl-6 -
(méthylcarbamoyle) pyrazole-5-car- boxanilide, avec le numéro de référence du 736994-63-1
Il s’agit d’un nouveau type d’insecticide a base de récepteurs a la ryanodine. (Zhang et al.,

2014)

Figure(01) : la structure de Cyantraniliprole (Yoshida et Gregor, 2013)

3.2. Utilisation

Le cyantraniliprole est utilisé pour lutter contre les insectes nuisibles dans les cultures
fruitieres, les noix, les oléagineux, le coton, les raisins, le riz, les légumes, les plantes et le
gazon dans le monde. (Yoshida et Gregor, 2013)

3.3. Mode d’action

Le cyantraniliprole se lie a les RyR, provoquant une libération et un épuisement incontrolés
du calcium des cellules musculaires, empéchant ainsi toute contraction musculaire ultérieure
et entrainant finalement la mort (Tiwari et Stelinski ,2013).

3.4. Toxicocinétique et métabolisme

3.5. Aspects biochimiques

Absorption, distribution et excrétion

L'absorption, la distribution et I'excrétion du cyantraniliprole chez le rat aprés administration
orale ont été évaluées dans le cadre d'une étude quantitative d'une étude a doses répétées. Les
expériences ont été réalisées en dosant des rats avec du cyantraniliprole sous la forme d'un

mélange (étude a doses repétees). (Yoshida et Gregor, 2013).
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3.6. Toxicocinétique et métabolisme

> L’administration de cyantraniliprole a été par voie orale unique a faible dose
(10 mg / kg de poids corporel). (Ludlow, 2010).
> La distribuions était largement dans le corps et il restait de trés faibles doses

(<1%) de la dose administrée dans les tissus individuels aprés 7 jours. (Ludlow,
2010).
> Le métabolisme du cyantraniliprole était important et consistait-en des
processus : d'hydroxylation, de N-désalkylation, d’oxydation, de conjugaison. On
n’observe aucune différence de métabolisme liée au sexe ou a la dose. (Ludlow,
2010).
Le profil métabolique des expériences marquées au C14 les métabolites de cyantraniliprole :
IN-JSE76, IN-PLT97, IN-F6L99, IN-N5MO09. (Ludlow, 2010).
> L'élimination du cyantraniliprole était approximativement équivalente par les
voies urinaire et biliaire. (Ludlow, 2010).
3.7. Potentiel de bioaccumulation
Le potentiel de bioaccumulation généralement considéré comme faible, les résidus dans
les graisses soient Iégerement supérieurs a ceux dans les muscles aprés l'administration de

100% de cyantraniliprole pendant 28 jours. (Lessard et al., 2007).
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Figure(2) : les métabolites de cyantraniliprole (Ludlow, 2010).
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3.8. Dose aigué de référence
3.8.1. Population générale

La dose aigué de référence n’a pas été établie, car aucun effet
attribuable a une exposition unique au cyantraniliprole n’a été dégage de la
base de données toxicologique. (Trudeau, 2016).
3.8.2. Dose journaliére admissible

Aux fins de 1’estimation du risque de toxicité associé a des expositions
répétées, 1’étude de toxicité par le régime alimentaire La dose journaliére
admissible (DJA) est calculée selon I’équation suivante :
DJA =DSENO =1 mg/kg p.c./jour = 0,01 mg/kg p.c./jour de cyantraniliprole

FG 100

3.9. Devenir dans I'environnement

3.9.1. La dégradation dans le sol

La dégradation du cyantraniliprole dans un sol aérobie peut étre classée a légerement
dégradable (60-180 j). La dégradation du cyantraniliprole semblait étre plus rapide dans des
conditions anaérobies (4 jours). (Lessard et al., 2007).
3.9.2. Devenir et comportement dans I'eau

Le cyantraniliprole peut étre classé comme légérement hydrolysant (Lessard et al.,
2007).
3.10. Principales mesures de réduction des risques
3.10.1. Santé humaine

Parce qu’on se préoccupe de la possibilité que les travailleurs soient directement
exposeés au Cyantraniliprole par voie cutanée ou par inhalation, il est recommandé
d’augmenter I’équipement de protection individuelle et d’ajouter des mesures de réduction
(Trudeau, 2016).
3.10.2. Environnement

Des mentions de danger et de risque de toxicité visant a proteger les prédateurs, les
Parasites, les abeilles et les organismes aquatiques devront figurer sur 1’étiquette des
Insecticides exirel. (Trudeau, 2016).
-Des mentions de danger et de risque de toxicité visant a proteger les végetaux devront figurer
aussi sur 1’étiquette des insecticides exirel.
-Des mesures de réduction du ruissellement devront étre indiquées sur 1’étiquette.
-Des mesures de réduction de la dérive de pulvérisation devront étre indiquées sur 1’étiquette
(Trudeau, 2016).
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Chapitre 111 : Stress oxydatif et le systéme nerveux central

1. Stresse oxydatif
1.1. Définition

Etat de déséquilibre entre la production d’espéces réactives et les défenses de
I’organisme. Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions
suivantes est présente:

- Exces des especes réactives d’O,, N2 ou CI2

- Défenses insuffisantes (endogenes et exogenes)

- Mécanismes de réparation insuffisants (Mercan, 2010).
L’augmentation significativement de la production de ROS dans notre organisme. Associé a
un risque accru de développer des pathologies liées au vieillissement telles que les maladies
cardiovasculaires et le cancer (Haleng et al, 2007).
1.2. Les radicaux libre

Les radicaux libres sont des molécules trés instables, aux quels manque un électron ou
plusieurs électrons. lls sont formés de fagon normale dans I'organisme et sont essentiels au
bon fonctionnement du métabolisme (Koechlin, 2006).

1.2.1. Production des radicaux libres dans I’organisme
1.2.1.1. Au niveau mitochondrial :

La réduction de lI'oxygene moléculaire par les cytochromes respiratoires cellulaires
s'accompagne d'une formation paralléle d'environ 2% d'ions superoxyde, d'eau oxygénée et
éventuellement de radicaux OH.
1.2.1.2. Cytosolique :

Par des réactions enzymatiques peuvent produire des radicaux superoxydes et de
I'eau oxygénée (Wilson., et Salamantian, 2003).
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Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire.
Deux sites de production d’O," sont reconnus : le complexe I et le complexe III. L'utilisation de la
roténone (Rot) et de l'antimycine A (AA) a permis de localiser la production de ROS au niveau de ces
complexes et de mettre en évidence le flux inverse d'électrons remontant du complexe II au complexe L

Figure(3) : Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire (Garait, 2006)

1.2.2. Radicaux libres oxygénés (ROS)

L’anion superoxyde ( O,*) et sa forme acide ont une faible réactivité. En
revanche et en présence de cation métallique, 1’anion superoxyde ( O,* )donne
naissance au radical hydroxyle HO® trés réactif (Bouguerne, 2012).

1.2.3. Radicaux libres azotés (RNS)

Les especes réactives de 1’azote (ERN) produites par les cellules ont été longtemps
vues comme des produits toxiques du métabolisme pouvant altérer les constituants lipidiques,
protéiques ou le DNA de la cellule (Beaudeux, et al, 2006).

L’oxyde azotique NO® est principalement produit par un systtme enzymatique, la NO-
synthase, qui transforme 1’arginine en citrulline en présence de la NADPH (Raccah, 2004).
1.2.4. Radicaux libres soufrés

Ils ont comme origine 1’oxydoréduction a un électron du couple disulfure/
dithiol de protéines ou de petits peptides. Le principal disulfure cellulaire est le
glutathion (Morel, 2007).

1.3. Principales cibles biologiques

1.3.1. Peroxydation lipidique: Les premiéres cibles des ROS sont les lipides, La
peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la permeabilité et de
I'excitabilité des membranes. Elle fournit également une grande variété de produits qui

peuvent réagir avec les protéines et I'ADN (Garait, 2006).
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1.3.2. Oxydation des proteines

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les
EOA sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs
mécanismes incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés (Pincemail, et al,
1999).

1.3.3. Oxydation de ’ADN

Les EOA peuvent réagir avec la guanine, base constitutive de ’ADN, pour la
transformer en déoxyguanosine qui est capable d’induire des mutations spécifiques pouvant
conduire au développement du cancer (DWASSY, 2014).

2. Les défenses antioxydants
2.1. Les systemes antioxydants

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL (1999) comme « toute substance qui,
en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat (Pastre, 2005).

2.1.1. Les systemes non-enzymatiques :

Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont le glutathion, la vitamine E, la
vitamine C, les caroténoides et 1’acide urique. (Koechlin, 2006).
2.1.1.1Glutathion :

Le glutathion (y glutamyl-cysteinyl -glycine ou GSH) est un tri peptide qui joue un
réle a divers niveaux dans la lutte contre le stress oxydant. Le glutathion peut intervenir
directement avec les espéces oxygénées activees (Calmes, 2011).
2.1.1.2 L'acide urique

Constitue le produit terminal majeur du métabolisme, possédant des propriétés
antioxydants, Il apparait comme étant I'antioxydant plasmatique le plus efficace.(Koechlin,
2006).
2.1.1.3. La vitamine E

La vitamine E est un antioxydant liposoluble. De ce fait, elle est capable d’empécher
ou d’arréter la propagation de la peroxydation lipidique. La vitamine E est produite dans les
chloroplastes des plantes (Béguel, 2012).
2.1.1.4. Les caroténoides :

Sont egalement des molécules liposolubles produites par les organismes photo
autotrophes et qui doivent étre acquis par I’alimentation chez les animaux. Leur potentiel

antioxydant pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré (Charpy et al., 2008).
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2.1.2. Les systemes antioxydants enzymatiques :
2.1.2.1. Le superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en H202 et en
OH + et OH- (Mn SOD dans la mitochondrie, CuzZn SOD dans le cytosol). Elles permettent
d'éliminer les radicaux superoxydes mais provoquent l'apparition de peroxyde d'hydrogéne
diffusible et dangereux a distance. La synthése des SOD subit un rétrocontréle negatif par les
fortes concentrations de peroxyde d'hydrogene. L'activité des SOD est dépendante des apports
nutritionnels en cuivre et a un moindre degré en zinc. (Mohammed, 2010).

O2e- + 2H —O»+ H202

2.1.2.2. Catalase

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d'hydrogéne en eau et
en oxygene moléculaire. La réaction catalysée par cette enzyme consiste en une dismutation

du peroxyde d'hydrogéne : (Vamecq, et al, 2004).

2H202 —2H20 + Oo.
2.1.2.3. Les glutathion peroxydases (GPxs)
La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de
son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en

I’élimination des peroxydes lipidiques (Pincemail, et al., 2007).

plus de 100 maladies peuvent étre associées aux méfaits des radicaux libres, dont
principalement les maladies neurodégénératives.

Le cerveau est un des organes les plus susceptibles a l'attaque des radicaux libres
(Bureau, 2006).
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3. Le systéme nerveux (SN)

Centre de I’intégration et de la transmission de I’information. Anatomiquement, on
distingue le systeme nerveux central (SNC, le névraxe), qui comprend 1’encéphale et la
moelle épiniere, du systéme nerveux périphérique (SNP), formeé des systemes ganglionnaires
sympathique et parasympathique, entérique et sensoriel. Chez ’homme (Goffinet,1994)

3.1.1. La barriére hémato-encéphalique

La BHE est une barriere sélective formée par les cellules endothéliales qui tapissent la
microvasculature du SNC elle agissent comme une barriére physique grace a la présence de
jonctions serrées qui connectent les cellules endothéliales, empéchant la diffusion
paracellulaire des molécules hydrophiles ce qui est en soi une barriére de transport, permettant
ou facilitant I’entrée des nutriments nécessaires aux cellules (Chevalier, 2011).

3.1.2. Barriere sang-LCR

Les plexus choroides consistent en un réseau de capillaires, séparés des ventricules
par des cellules épithéliales entourant les capillaires. Les cellules épithéliales des plexus
choroides sont interconnectées par des jonctions serrées a leur pble apical, inhibant la

diffusion paracellulaire de molécules hydrophiles du sang vers le LCR (Mullier, 2009).
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Figure(4) : anatomie de systeme nerveux central (Imbert, 1988).

3.2. Les neurotransmetteurs
La transmission chimique de I’information nerveuse au niveau de la synapse impose

un délai de transmission de 0,5 ms, alors qu’il ne serait que de 1,10 a 6 s dans le cas d’une
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transmission purement électrique. Mais la nature chimique de ce mode de transmission permet
d’agir sur la propagation de I’influx nerveux (Imbert, 1988).
3.2.1. Acétylcholine (Ach)

Une fois arrivé a la terminaison nerveuse, 1’influx moteur provoque 1’ouverture des
canaux calciques, ce qui déclenche une entrée massive des ions de calcium a I’intérieur de la
cellule.

Le calcium favorise la sécrétion d’Ach dans la fente synaptique Chaque deux
molécules d’Ach diffusent de 1’autre coté et liées avec un récepteur cholinergique, ce derniere
provoque I’ouverture d’un canal sodique. (El Dirani, 2018).

4. L’hippocampe au sein du Systeme nerveux central
4.1. Hippocampe et apprentissage

Dans la face médiane du lobe temporal leur r6le dans certaines formes
d’apprentissage et de mémoire n’est plus a démontrer donc les souvenirs anciens restent
conservés, les événements nouveaux ne peuvent étre retenus que pour quelques secondes.
L’hippocampe est reconnu comme étant le support de différents types d’apprentissage, Ce
type d’apprentissage peut étre mis en évidence chez le rat et la souris grace au labyrinthe

aquatique de Morris (Salem, 2012)
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Figure(5) : L’hippocampe au niveau du Systéme nerveux central (Salem, 2012)
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4.2. La mémoire

Les physiologistes la définissent comme I’ensemble des systémes biologiques et
psychologiques qui permettent le codage, le stockage et la récupération des informations
localisée dans le cerveau au niveau des lobes temporaux, et plus particulierement au niveau de
I’hippocampe
4.2.1. La mémoire a court terme

La mémoire a court terme est « une mémoire consciente, elle permet de se souvenir
pendant une courte durée d’un nombre limité d’éléments ». elle permet un stockage
temporaire des éléments : au bout de vingt-quatre heures, nous avons oublie 80 % des
informations enregistrées.
4.2.2. La mémoire a long terme

La mémoire dite « profonde » est la derniére étape du mécanisme de mémorisation :
c’est le domaine de ce qu’on n'oublie pas ( Varnier, 2005). La perte ou la perturbation au

niveau de la mémoire provoque la maladie d’ Alzheimer (BRION, et al.,1985).
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1. Mateériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Choix de I’animal

Pour notre expérimentation, nous avons utilisé 30 rats Wistar males, proviennent
de I’institut Pasteur d’Alger, Ce sont des mammiféres de 1’ordre des rongeurs. Largement
utilisés dans divers domaines de la recherche expérimentale, ayant un poids compris entre
190 g et 260 g et leur &ge est de 6 semaines.
1.2. Produit chimique

Dans ce travail, nous avons utilisé L’exirel & 4 doses différentes.
L’exirel : nouvelle insecticide a base de cyantraniliprole poudre a un couleur blanc cassée
2. Méthodes
2.1. Méthodes d’élevage

Les rats sont mis a I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie a
I'université Chikh Larbi Tebessi. Ils ont été soumis a une période d’adaptation de 2 mois
aux conditions de I’animalerie a température ambiante de 25+2°C et une photopériode
naturelle 12/12H, Les rats sont élevés dans des cages qui sont tapissées d’une litiere
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée

quotidiennement jusqu’a la fin de I’expérimentation.

Figure (06).Conditions d'élevage des rats (photo personnelle)
2.2. Traitements des animaux
Apreés la période d’adaptation, nous avons commencé le traitement. Les 30 rats ont
été répartis en 5 groupes chague groupe contient 6 rats (n=6).
Notre expérimentation consiste a administrer aux rats 4 doses croissantes de I’exirel.
Groupe témoin (T) : gavage d’eau distillée pendant 90 jours.
Groupe A : traités par voie orale a une dose de 0.025mg/kglj.

Groupe B traités par voie orale & une dose de 0.05mg/kg/j.
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Groupe C : traités par voie orale a une dose de 0.075mg/kg/j.
Groupe D : traités par voie orale (gavage) a une dose de 0.1mg/kg/j.
Le produit est administré une fois par jour a I’aide d’une micropipette pendant 3 mois

successifs.

Figure( 07).Traitement des rats par voie orale (photo personnelle)

3. Tests de comportement
L’ensemble des tests ont été effectués aux cours des séances entre 8:30h a 16h,
3.1. Test de labyrinthe classique
3.1.1. Description du test

Le test classique du labyrinthe (CLT) est un moyen simple d’évaluer les
comportements chez les rongeurs tels que capacité d'apprentissage, mémoire et anxiété.
Le CLT est réalisé dans un boitier en plastique de forme carrée (125 x 125 x 40 cm) avec
un point de départ et un point d'arrét et plusieurs passages de largeur et hauteur identiques,
mais avec longueur variable (Fig. 01). Ce labyrinthe est posé sur une table de 90 cm de
hauteur. Une fois I’animal entrainé, il est autoriseé a voir et explorer le labyrinthe librement
pendant 10 min. Les rats de contréle peuvent rapidement se déplacer dans le labyrinthe
entre le point de départ et le point d'arrivée. Quand I'animal explore le labyrinthe, il
augmente le temps passé dans les passages du labyrinthe, ce qui sera considéré comme
aversif ou anxiogéne pour l'animal stresseé; tandis que le comportement de fuite sera
observé lorsque I'animal passe plus de temps au point de départ ou dans les virages, qui
seront associés a un refuge. (Gasmi, 2018).
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Figure (08). Labyrinthe classique (photo personnelle)

NB : Nous avons nettoyé labyrinthe aprés chaque passage de rat par I’éthanol.
3.2. Test d’open Field
3.2.1. Description du test

Depuis son développement par Hall 1’open Field (OF) est devenu un outil trés
largement utilisé dans la recherche comportementale. En raison de ce large emploi de I’OF,
il existe beaucoup de variabilité dans les procédures et les protocoles utilisés. (Choleris et
al., 2001). Ce test, consiste a placer un animal dans un environnement inconnu entouré de
murs, de maniére a observer un certain nombre de comportements, dont la tendance a
rester a la périphérie du champ sans entrer dans le centre (appelé thigmotaxis et souvent
interprétés comme comportement anxieux) Les animaux sont testés individuellement et
toujours étre placé dans la méme position. Son comportement a été observé pendant
quelques minutes pour mesurer la distance parcourue par les rats (PETIT, 2007). Le
champ ouvert (OF) est une enceinte généralement de forme carrée. (Gould et al., 2009).
3.3. Test de reconnaissance d’objet
3.3.1. Description du test

Le principe de cette technique est tres simple et repose sur le comportement naturel
d’exploration des rongeurs.
Les animaux explorent naturellement préférentiellement un objet inconnu. Aprés une phase
d’habituation a I’aréne, les rats sont traité€s puis placés dans I’aréne en présence de deux
objets similaires (phase d’entrainement). Les temps passés a explorer chacun des objets
sont enregistrés. Pendant la phase de test, les animaux sont en présence d’un objet familier
(exploré pendant la phase d’entrainement) et d’un objet nouveau. Un animal qui n’a pas de
troubles mnésiques passera son temps d’exploration sur le nouvel objet
L’administration d’une substance a effet amnésiant entrainera un déficit cognitif lors de

I’entrainement et un défaut de mémorisation. Pendant la phase de test, I’animal explorera
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I’objet familier autant que le nouvel objet, ce qui suggére qu’il a « oublié » sa phase
d’entrainement. Les tests d’évaluation de ’addiction et de la mémoire chez le rongeur
(David et al., 2011).
4. Sacrifice et extraction du cerveau

Apres 90 jours de traitement les rats ont été sacrifiés
Apres la dissection, les cerveaux sont prélevés rincés, puis pesées, apres ils ont été stockés

au congélateur pour le dosage des parametres du stress oxydant (GST, GSH, GPXx).

Figure (09). extraction des cerveaux (photo personnelle)

5.Dosage de ’acétylcholinestérase (AChE)

La méthode de dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellman
et al., 1961) consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine, dont I’hydrolyse
libere de la thiocholine et de I’acide acétique.

Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de solution détergente (38,03mg
éthyléne glycol tris-p-aminoéthy éther, 1ml triton X 100%, 5,845g NaCl, 80ml tampon tris
10mM) a I’aide d’un homogénéisateur a ultrasons

Centrifugés a 5000t/min pendant 5mn.

Le surnageant est utilisé immédiatement pour la mesure de I’activité AChE. Les étapes du
dosage d’ AChE sont les suivantes :

100ul de surnageant sont additionnées & 100ul de DTNB (0,1M, pH 8) (39,6mg de
DTNB, 15mg CO3Na, dans 10ml tris 0,1M, pH 7)

1ml du tampon tris (0,1M, pH 7). Aprés 5min de repos nécessaire pour épuiser la
réaction spontanée

100ul de substrat acétylthiocholine (118mg ACh dans 5ml d’ecau distillée) sont
ajoutés.
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La lecture des densités optiques s’effectue a 412nm toutes les 4min pendant 20min.
6. Evaluation des paramétres de stress oxydatif
6.1 Dosage de glutathion (GSH)
Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de (Weckbeker et Cory.,
1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acide5, 5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois
I"homogénat doit subir une déprotéinisation (par 1’acide sulfosalycilique 0.25%) afin de
protéger les groupements-SH du glutathion.
La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :

Ont posé 200 mg de tissu sont mis individuellement en présence de 8 ml de solution
d’EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique) a0.2M.
-Le mélange mis dans des glagons est broyé a 1’aide d’un pilon en porcelaine.
Une fois prépare, I’ homogénat est déprotéinisé, Prélever 0.8 ml de ce dernier auquel on
ajoute 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%.

- Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

- Centrifuger & 1000 tours/min pendant 5 min.

- Prélever 0.5 ml du surnageant.

- Ajouter 1 ml de tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), PH=9.6.

- Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5"-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a

0.01M dissous dans le méthanol absolu.

- Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412

nm.

- La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x 1x 1.525
GSH (mol GSH/ mg protein) =

13100 x0.8 x 0.5 x mg
DO: Densité optique
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat + 0.2 ml
de I’acide salicylique).
1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).
13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

0.8: Volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouve dans 1 ml.
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0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
6.2. Dosage de glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de (Flohe et
Gunzler., 1984).Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H202)
en presence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en(GSSG) sous
I’influence de la GSH-Px.

6.2.1. Préparation des solutions
Solution du GSH (0.1mM) : Dissoudre 3.073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
Solution TCA (1%) : Dissoudre 1g TCA dans 100 ml d’eau distillée.
Solution DTNB (1.0mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.
Homogénéisation par le tampon phosphate pH 7.8 (Pour L’extraction de I’enzyme).
Centrifugation 10 min a 3000t/min.
Récupération de surnageant (extrait enzymatique).
0.2 ml de surnageant +0.4 ml de GSH (glutathion forme réduite) a 0.1 mm (réaction
enzymatique) + 0.2 ml TP a 0.067M (tampon d’extraction pH7.8).
Préparer un blanc avec 0.4 ml de GSH +0.2 de TP (réaction non enzymatique).
Incubation au bain marie a 25°C pendant 05 min.
0.2 ml d’H,0, (1.3 mm) pour initier la réaction.
Laisser agir 10 min.
Arréter la réaction par addition de 1 ml de TCA 1%(acide tri chloro-acétique).
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 min.
Centrifuger durant 10 min a 3000t/min.
Prélever 0.48 ml de surnageant et place dans une cuve + 2.2 ml de Na2HPO4 (0.32M) +
0.32 ml de DNTB (1mM).
Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.
La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant :
e Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.
e Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit -DOb
e Extrait=0.04 micro mole de GSH réduit — DOe
Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue)= DOe-DOb
X= (DOe—DOb) x0.04/D0 b= quantité de GSH réduit disparue (oxydée) dans 0.2 extrait

dans 1ml.

L’activité de la GPx = la quantité de GSH réduit oxydée disparue X

[Protéine]
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6.3. Dosage de I’activité de glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la méthode
de (Habig et al., 1974),Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un
substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la
conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle; 1-S-Glutathionyle 2-4Di

nitrobenzéne permettant de mesurer I’activité¢ de GST selon la réaction suivante :

/T\/ NO2

GST + —_— > O21J SG+C1 +H

\/T/// NO2

NO2

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de

conjugué formeé elle-méme liée a I’intensité de 1’activité GST.
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :
Homogénéisation par 1 ml de tampon phosphate (0.1M, pH6).

L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira
comme source d’enzymes.

Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB
(ImM), GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0.1M, pH 6)].

La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une
longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la
quantité de surnageant.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant'min — DO blanc/min)

GST(nmol GST/min/mg protéine) = Y d T
.6 mg de protéine

Do : Densité optique de 1’échantillon /min.

Do/min blanc : Densité optique du blanc /min.
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6.4. Dosage de I’activité Catalase (CAT)

Le dosage spectrophotométrique de 1’activité catalase (CAT) est réalisé selon la méthode
de (Cakmak et Horst., 1991). La décroissance de 1’absorbance est enregistrée pendant
trois minutes par un spectrophotomeétre pour une longueur d’onde de 240nm et un
coefficient d’extinction linéique molaire € =39400 uM™. Cm-*.L pour un volume final de
3ml, le mélange réactionnel contient : 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de
peroxyde d’hydrogéne H,0, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2).
L’étalonnage de 1’appareil se fait en I’absence de 1’extrait enzymatique (Jenway 6300), la
réaction est déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée.

L’activité de catalase est calculée selon la loi suivant :

AA .Vt

Act= ——FF—
€.At.L.Ve.p

Act: Activité enzymatique en pmole/min/mg de Protéines.
g : Coefficient d’extinction linéique molaire en.uM™. cm™

AA : pente de la droite de régression (variation de la densité optique en fonction du temps).
Vt : Volume total du mélange réactionnel en ml.

Ve : Volume de I’extrait enzymatique en ml.

L : Largeur de la cuve de mesure en cm.

P : Teneur en protéines en mg.

T : temps de lecture en min.

Est due a la longueur d’onde 520 nm.
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7. Analyses statistique

L’analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel Minitab® 17.1. Le résultat de
comparaison comme suivant :

- p > 0.05 = la différence n’est pas significative,

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

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

- (***) P < 0.001 = la différence est tres hautement significative.
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IV. Résultat

1. Pimpact de ’exirel sur les parametres de croissance
1.1. Le poids relatif du cerveau (PRc)

Le résultat de I’évaluation du poids relatif du cerveau montre qu’il ya une

augmentation mais cette augmentation n’est pas significative selon I’analyse statistique.
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Figure 10 : Variation du poids relatif du cerveau chez les rats traités par rapport aux témoins
2. L’impact de ’Exirel sur le comportement des rats

2.1. Comportement des rats au cours du test du labyrinthe

2.1.1. Point de départ jusqu’a point final

La figure 12 montre que le temps de départ jusqu’a point final des rats traités et plus
long par rapport aux témoins.

L’analyse statistique de ces résultats a montré que cette augmentation est tres
hautement significative (p<0,000).
2.1.2. Temps d’exploration

Les rats traités prennent un temps d’exploration moins long par rapport aux témoins.

En effet I’analyse statistique révéle une diminution trés hautement significative (P<0.000).
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Figure 11.Variation du temps d’exploration des rats traités par rapport au témoins.
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Figure 12 . Temps d’arrivé jusqu’a point final des rats traités par rapport au témoins
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2.2. Comportement des rats au cours du test d’open Field (OF)
2.2.1. Nombre d’entrés des rats dans la zone centrale

Le nombre d’entré des rats traités dans le centre est plus faible que le nombre d’entrés
chez les témoins (fig. 13) En effet 1’étude statistique révéele qu’il ya une diminution trés
hautement significative (P<0.000).
2.2.2. Nombre d’entré dans la zone périphérique

Cependant les rats traités passent un temps plus grand dans le périphérique et le
nombre d’entré dans cette zone est plus grand par rapport aux témoins (fig.14), L’analyse
statistique montre que cette augmentation est trés hautement significative (P<0.000).
2.2.3. Nombre total des mouvements

La figure 15 présente une diminution tres hautement significative de nombre des
carreaux traversés par les groupes des rats traités par rapport aux témoins. Selon 1’analyse
statistique, cette diminution est tres hautement significative (P<0.000).
2.2.4. Le temps d’immobilité :

Le temps d’immobilité chez les rats traités est plus grand par apport aux témoins (fig.
16). Selon I’analyse statistique, I’augmentation de temps d immobilités est trés hautement
significative (P<0.000).
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Figure 13 : Nombre d’entré des rats traités dans la zone centrale par rapport aux témoins
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Figure 15. Variation du nombre total des carreaux traversés chez les rats traités et témoins
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Figure 16 : Variation du temps d’immobilité chez les rats des lots expérimentaux.

2.3. Effet de P’exirel sur les rats au cours du test de reconnaissance

Les rats traités ont passés moins du temps a explorer le nouvel objet par rapport a

I’objet familial, contrairement au groupe témoin indiquant que ces derniers ne se souvenaient

pas de l'objet familier. En effet 1’étude statistique montre qu’il y a une différence trés

hautement significative (p<0.000).
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Figure 17 : Variation du temps d’exploration de nouvel objet chez les rats traités par rapport

aux témoins.
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Figure 18. Variation de temps d’exploration de I’objet familial chez les rats traités par rapport
aux témoins.

3. Effet de I’exirel sur le neurotransmetteur chez les rats

Les résultats obtenus sont représentés sous la forme (moyenne + écart type).Ces
moyennes sont comparées par des tests statistiques qui servent a comparer entre les
échantillons gréce au logiciel MINITAB (version 17.01).
3.1. Effet d’Exirel sur I’AchE

Le figure (17) montre qu’il ya une diminution dans I’activité de 1’AchE chez les rats
traités par rapport aux témoins, cette diminution est trés hautement significative selon
I’analyse statistique.

Tableau 01 : variation de I’ AchE dans les différents lots expérimentaux

Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D

expérimentaux

L’activité de 4,586 + 3,413 £ 3,139 + *xk 3049 + *** 2723+
PAchE 0,265 0,676 0,656 0,661 0,649
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Figure 19. Variation de I’activité de I’ AchE chez les rats traités par rapport aux témoins.

3.2. Effet de I’Exirel sur les parameétres du stress oxydatif

3.2.1. Effet d’exirel sur le taux de GSH

Les variations des taux de GSH observées chez les rats témoins et traités par I’exirel

sont représentées dans la (fig. 18). L’analyse statistique montre une diminution de taux de

GSH d’une fagon trés hautement significative (p<0,000) par apport aux témoins.

Tableau 02 : variation de taux de GSH chez les rats traités dans les différents lots

expérimentaux.

Lots Témoin Dose A

expérimentaux

Dose B Dose C Dose D

Taux de GSH
(umol/mg/protéine)

150,553 +
1,676 4,156

*135,04 +

**111,683  **101,683  ***91,683
+ + +

1,160 1,160 1.160
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Figure 20.variation de taux de GSH chez les rats traités dans les différents lots
expérimentaux.
3.2.2. Glutathion-s-transférase (GST)

L’analyse statistique des résultats obtenus aprés 1’évaluation de ’activité cytosolique
de GST a montré une augmentation trés hautement significative (p<0,000) chez les lots traités
comparés au groupe témoin (fig19).

Tableau 03: variation de I’activit¢ de GST chez les rats dans les différents lots

expérimentaux (m = 0).

Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D

expérimentaux

L’activité de GST 0,672 + *0,717 £ **0,762+ **0,782+ ***(,802 +
0,003 0,013 0,014 0,014 0,014

(umol/mg/proteine)
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Figure 2 : Variation de I’activité de GST chez les rats dans les différents lots expérimentaux.

3.2.3. Effet d’Exirel sur Pactivité de la glutathion peroxydase (GPX)

Une diminution trés hautement significative de I’activité de GPX cytosolique a été
enregistrée dans le cytosol des cellules cérébrales chez les rats traités par rapport au groupe
témoin (fig. 20)

Tableau04 : variation de I’activit¢t de GPX chez les rats dans les différents lots

expérimentaux.

Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D

expérimentaux

L’activité de GPX 0,293 0,238 = 0,238 + 0,241 + 0,245 +

.. 0,014 0,012 0,012 0,012 0,012
(umol/mg/proteine)
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Figure 22. Variation de ’activité de GPX chez les rats dans les différents lots expérimentaux.

3.1.5. Effet de I’Exirel sur ’activité de catalase

Le suivie de D’activité catalase chez les rats témoins et traités par 1’exirel est
représenté dans la figure. La figure montre que cette activité est diminuée d’une fagon trés
hautement significative (p=0.000) par rapport aux témoins.
Tableau 05: Variation de I’activité enzymatique de Catalase chez les rats dans les différents
lots expérimentaux (m % 6)

Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D

expérimentaux

L’activit¢ de CAT 20,453 + *18,141+  ** 150941+ ***14041 ***13,941
0,130 0,089 0,089 * *

(umol/mg/protéine) 0.089 0,089
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Figure 23: Variation de ’activité de cat chez les rats traités par rapport aux témoins.
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Discussion

Cette partie a pour objectif de faire la synthése des résultats obtenus lors d’un
traitement des Rats wistar par 1’exirel afin de rechercher ces effets neurotoxique, Par
I’investigation des Paramétres enzymatiques, les paramétres de poids ,les testes
comportementaux. Cette Expérience nous a permis de mettre en évidence les relations entre le
comportement des rats et les effets toxiques qu’ils induisent en fonction de la matrice
d’exposition au niveau du cerveau, donc dans ce chapitre nous allons discuter les résultats
obtenus et les comparer a ceux rapportés dans la bibliographie.

1. Effets de I’exirel sur le poids relatif de cerveaux :

Les résultats de I’évaluation de poids relatif suggerent que 1’administration de 1’exirel
provoque une augmentation non significative de la croissance de cerveau des différents
groupes des rats traite. Cette augmentation peut étre traduite par la perturbation du
métabolisme cellulaire sous D’effet du stress oxydatif engendré par les ROS. Cette
augmentation s’accorde avec les travaux de (Gueddou et al., 2017) qui ont trouvé une
augmentation de poids Dans le cerveau, I'nippocampe et le cortex frontal chez les rats exposé
Hexaconazole et chlorothalonil+azoxystrobine .

2. Effet de I’exirel sur le taux de GSH au niveau du cerveau chez rat wistar :

Le glutathion (-glutamyl cystéinyl glycine) est un antioxydant intracellulaire majeur
présent a des niveaux élevés dans les cellules animales, le GSH joue un role fondamental
dans la détoxification des espéces réactives de I'oxygene(. Terpstra et al., 2003). Et d’apres
nos résultats on observe une diminution tres hautement significative de ’activit¢ GSH dans
les cellules nerveuse chez les rats traités par I’exirel. Cette diminution s’accorde avec la
diminution du taux de glutathion (GSH) dans le cerveau, | ‘hippocampe et le cortex frontal
chez les rats exposé aux pyréthrinoides pesticides utilisés dans l'agriculture et les
exploitations agricoles pour protéger les cultures des mauvaises herbes, des insectes, des
champignons et des moisissures. De plus, I'administration de cette pesticides a de dose de (5
mg / kg). (Beghoul et al., 2017). le glutathion réduit (GSH) a un rdle principal consiste en
I’élimination des peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides
gras polyinsaturés (Defraigne et al., 2008).

1. Effet de I’exirel sur I’activité de GPX au niveau du cerveau chez rat wistar :

La glutathion peroxydase est une enzyme antioxydant qui intervient dans le contréle
de I'état oxydant cellulaire (Crack et al., 2001). et d’aprés nos résultat on observe une
diminution trés hautement significative de 1’activité GPX dans les cellules nerveuse chez les

rats traités par 1’exirel cette diminution s’accorde avec la diminution hautement significative
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(p<0,01) de activité (GPX) dans le plasma de cerveau chez les rats expose a deux pesticide
(Pacetamipride et la deltamethrine) seuls ou en mixture a des doses consécutives de(
3,14mg/kg/j et 0,32mg/kg/j) administrées chroniquement par voie orale pendant 90 jours dans
cette étude et par 1’évaluation de ces paramétres est portée sur le cerveau total et régional
(Hippocampe et striatum). Les résultats obtenus montrent la variation de ces parametres
biochimiques chez les différents groupes (Salim, 2018). La glutathion peroxydase (GPx) agit
en Synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et
02. Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en
glutathion-Disulfure (GSSG) il existe également une glutathion peroxydase associée a la
membrane mitochondriale, la phospholipide-hydro peroxyde glutathion peroxydase (GPx)
qui est spécifiqguement impliquée dans la diminution de la peroxydation lipidique (Garait. B,
2006).

2. Effet de I’exirel sur I’activité de Catalase au niveau du cerveau chez rat wistar :

La catalase est une enzyme qui catalyse la décomposition du peroxyde d'’hydrogéne
en Oxygene et eau, et est présent dans toutes les cellules aérobies. Tous les catalases
étudiés a ce jour sont tétramere, chaque sous - unité (poids moléculaire ~ 60 000) étant
formé d'une Seule chaine polypeptidique avec hémine. (Vainshtein et al., 1981). et d’aprés
nos résultat on observe une diminution tres hautement significative de 1’activité de catalase
dans les cellules nerveuse chez les rats traités par 1’exirel cette diminution s’accorde avec la
diminution significativement observées dans le cortex et I'hippocampe chez des rats femelle
exposé aux pyréethrinoides dans Différentes zones du cerveau (hippocampe, striatum, cortex)
aux doses de( 3,72 et 2,6 mg / kg, Seuls ou en mélange ) (Beghoul et al., 2017). La catalase
est I’enzyme la plus rapide caractérisée, capable de métaboliser 42000 molécules mais d’une
manicére générale, la fixation de I’inhibiteur sur la molécule enzymatique entraine son
inactivation partielle ou totale, ce qui se traduit par une baisse ou une annulation de la vitesse
initiale. La catalase subit une inhibition compétitive par les substances chimique (Dib et al.,
2014).

3. Effet de I’exirel sur I’activité de GST au niveau du cerveau chez rat wistar :

Le glutathion S-transférases (GST) représentent un groupe majeur d'enzymes de
détoxification. Toutes les especes eucaryotes possedent plusieurs isoenzymes cytosoliques et
membranaires de la GST , chacune d'elles possédant des propriétes de liaison catalytiques et
Non catalytiques( Hayes et Pulford, 1995).d’aprés nos résultat on observe une augmentation
tres hautement significative de ’activité GST dans les cellules nerveuse chez les rats traités

par I’exirel cette augmentation s’accorde avec augmentation significativement de (GST)
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observées chez les rats expose aux pyréthroides, tels que la deltaméthrine par une dose
unique de 2 png / L dans le cervelet( Dinu et al., 2010).

4. Effet de I’exirel sur Activité de I’acétylcholinestérase au niveau du cerveau chez rat
wistar :

Les niveaux d'activites des cholinestérases, parmi les biomarqueurs utilises pour la
surveillance des effets des polluants sur I'environnement marin notamment des pesticides et
des métaux. (Forget. J, 1998). L’AChE dans les synapses cholinergique fonctionne
schématiquement en quatre temps. Le neurotransmetteur, 1’ACh, est d’abord libéré, diffuse a
travers la fente synaptique, se lie réversiblement au récepteur nicotinique et est finalement
hydrolysé. C’est lors de cette derniére étape qu’intervient I’AChE. Elle remplit sa fonction
cholinergique en assurant la terminaison de la transmission de I’influx nerveux au sein des
jonctions neuromusculaires et des synapses cholinergiques. Cette action est réalisée par
I’hydrolyse de son substrat, 1’acétylcholine (ACh), en acétate et choline (Sanson.B, 2009). Et
d’aprés nos résultats on observe une diminution trés hautement significative de 1’activité
AChE dans les cellules nerveuse chez les rats traités par 1’exirel. Cette diminution s’accorde
avec la diminution non significatif (AChE) dans le cerveau des rats expose aux insecticide
du chlorpyrifos administré par voie orale par une dose de (3,0 mg / kg / jour) (Collister et al.,
1974).

4. Effets de I’exirel sur le comportement des animaux

Les effets de pesticide agissent sur lamémoire spatiale et la mémoire de
reconnaissance.. Les preuves convergentes de plusieurs taches comportementales suggérent
que le pesticide et le Stresse perturbe la récupération de la mémoire spatiale et de la mémoire
de reconnaissance, que le stress soit vécu avant ou apres l'apprentissage (Cazakoff et al.,
2010). Une perturbation comportementale a été observée suite a 1I’évaluation des différents
parameétres liés a la biologie neurocomportementale en appliquant les différents tests chez les
rats exposés aux pesticides afin d’évaluer leur activité locomotrice, émotionnelle,
exploratoire, mémorisation et apprentissage. Les résultats du test d’Open-Field (OF), test
labyrinthe classique (CL), test de reconnaissances d’objet (TRO) qui Ont montré un
changement comportemental telles que I’augmentation ou la diminution cette perturbation
sous les effets de I’exirel sur la mémoire dépendent du moment du stress par rapport a
I'apprentissage. (Schwabe et al., 2012).

Pour le test (OF) nous avons constaté que : le nombre d’entrée dans le centre, le
nombre dans le périphérique, la distance totale changé par rapport aux rats témoins, en

mettant en évidence une augmentation de maniére hautement significative de I'activité


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/recognition-memory
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/recognition-memory
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/recognition-memory
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locomotrice des rats dans le périphérique et diminution hautement significative de 1’activité
des rats dans le centre aussi une augmentation de temps de I’immobilit¢é de maniére
hautement significative pendant 10min par rapport aux rats témoins. Ce changement
comportemental présent I’augmentation d’anxiété, 1a peur, la nervosité, la perte de la mémoire
a court terme, et I’incapacité a penser. Ces en raison de I’augmentation progressive des ROS
mitochondrial dans le cerveau donc I’effet de I’exirel Sur le comportement perturbe la
mémoire et les apprentissages (Shuichi , 2012)

Les résultats des testes suivant sont conforme aux travaux de (Porsolt et al., 1978).

Le test de labyrinthe classique est les plus importants pour évaluer l'anxiété,
la mémorisation et I’apprentissage I'augmentation du temps d’arrivée et le temps passé et la
diminution de temps d exploration dans le milieu chez les rats traité par I’exirel de maniére
hautement significative par rapport aux rats témoins. Ce changement comportemental présent
et explique les émotions négatives comme la perte d’apprentissage, de mémorisation et la
dépression chez les rats traitée, I’apprentissage et la mémoire sont grandement affectés par le
stress généré par I’exirel. Les résultats des testes suivant sont conforme aux travaux de stress
aigué ou chronique peuvent étre plus sensibles aux déficits de la mémoire par rapport aux
situations non stressantes de (Borst et al., 1978.), (Salim,2018). .et aussi de la
neurodégénérescence touchant les zones principales de la mémorisation et d’apprentissage,
cette perturbations provoquent I’augmentation du risque des troubles avec une étiologie
inflammatoire ou nécrotique, et I’¢1évation de I’activité inflammatoire peut étre un médiateur
important des relations émotionnelles (Kahloula et al., 2014).

Pour le teste de reconnaissance I’exirel altere la mémoire et la stratégie
d’apprentissage des rats la diminution de temps d’exploration pour les nouveau objets chez
les rats traités et I’augmentation par rapport les témoins et le contraire pour I’objet familiales
nous a permis de déterminer que I’exirel altéere la mémoire spatiale et la mémoire de
reconnaissance des rats, I’impact de 1’anxiété et de la peur ralentie le taux d’acquisition et la
mémoire spatiale. Cependant, nos résultats sont conforme par I’effet de CPF a dose de

20mg/kg/jr pendant 21 jours chez les rats (Aouci et al., 2017).



Conclusion et Perspectives

L’Exirel parmi les insecticides responsables de [1’apparition d’importants
remaniements induisaient par le stress oxydatif qui perturbe les systémes enzymatiques de
détoxificationet la capacitéd’apprentissage etla mémorisation.

Notre objectifque nous avons mené et consacré a 1’étude de I’effet du I’Exirel a
déférentes doses (0.025mg/kg/j, 0.050mg/kg/j,.,075mg/kg/j, 0.01mg/kg/j) sur le GSH et les
parametres enzymatiquesde systéme nerveux (GPx,GST,CAT, AChE) et sur le comportement
(test open Field, test de labyrinthe, test de reconnaissance d’objet) chez les rats de la
soucheWistarpendant 3 mois de traitement.

A la lumiére des résultats obtenus :

e Une meilleure caractérisation de 1’neurotoxicité vis-a-vis a la toxicité du I’Exirel a
travers le dosage de GSH, GPx, GST, CAT au niveau de cerveau qui est expliqué par
une deplétion du systeme de détoxification a glutathion, une diminution de I’activité
du glutathion peroxydase, la catalase et une augmentation deglutathion-transférase en
comparaison avec les rats témoins.

e L’AChE est une enzyme responsable sur le catabolisme de 1’Ache et donc supprime
I’effet de ce neuromédiateur qui est responsable dans beaucoup de processus nerveux
tel que la contraction musculaire et la mémorisation. Nos résultats ont reflete une
hypoactivité de I'AChE ce qui affecte le taux normal de 1’acétylcholine (Ache) et donc
réduire la capacité de ce neuromédiateur inclus la mémorisation (maladie
d’Alzheimer).

e Le gavage de I’Exirel a différente doses (0.025mg/kg/j, 0.050mg/kg/j, 0.075mg/kg/j,
0.01mg/kg/j) du poids corporel chez les rats males adultes a induit des perturbations
du comportement (test open Field, test de labyrinthe, test de reconnaissance d’objet)
des rats.

Enfin, nous pouvons confirmer que 1I’Exirel a des effets neurotoxiques, a raisons de
leurs effets sur les parametres enzymatiques du cerveau, et sur le comportement.
En perspectives, il sera souhaitable de développer cette recherche par :
v Développer les dosages des Biomarqueurs de stress oxydant (SOD, MDA)

v Etude histopathologie.

v" Rechercher les Biomarqueurs des maladies neurodégénératives telle que I’ Alzheimer.

v Etude sur les métabolites (lipides, protéines, glucides)
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Annex

1 .Matériels

1.2. Matériels chimiques

YV V.V VYV V V VY V V VYV V V V V V

>

Acétylcholine

GSH.

-H,0,.- Méthanol absolu.

-HC1.- Na2HPO4.

-Huile de tournesol.- Phénol.

-Mhéthanol. - Sodium phosphate dibasique.
ASS (Acide sulfosalicylique). - Eau distillée.
Nacl.- Sucrose

BHT (Butylhydroxytoluéne).- TBA.

BSA (Albumine sérum de boeuf). -TCA
CDNB.

Sodium phosphate monobasique.

-DTNB (I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique).

-EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).
Tris.

éthanol.

2. Matériels et appareils de laboratoire

2.1. Grands matériels et appareils

>

vV V.V V V V VYV V VY

>

-Agitateur magnétique (WITEG).
Centrifugeuse (SELECTA).
-Agitateur Vortex (THERMOS).
Centrifugeuse sigma 1-15.
-Balance analytique

Etuve (HERAEUS).

-Balance de précision (KERN).
pH meétre.

-Bain marie (MEMMERT).
Réfrigérateur.

Spectrophotomeétre (UV mini 1240, SHIMADZU).

2.2. Petits matériels et appareils

>
>

-Baro magnétique.
Pissette.
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vV VV V V VYV VYV V V VYV V V V VYV V

Becher.

Pipettes graduees.

Erlenmeyers.

Portoirs

Entonnoirs.

Papier d'aluminium.

Eprouvettes graduées.

Spatule.

-Mortier + Pilon (Broyeur manuel).

Tubes a essai.

Micropipettes de (10ul, 100ul, 200ul et 1000ul).
Tubes secs en verre et en plastique.

Tubes eppondorf pour les centrifugeuses sigma.
Verre de montre.

Cuve et micro cuve pour la spectrophotométrie (en plastique et en quartz).




