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Cette étude est consacrée a une évaluation phytochimiques et la bio-activité in vitro de ’extrait
hydroalcoolique de P. armeniaca; a I’évaluation in vivo, de la neurotoxicté régionale chez les
rats adultes via deux fenétres d’exposition (exposition des les adultes et pré et pos-natale) ; a
I’évaluation de I’hépathotoxicité de THI a un microdosage de 0.02 mg/kg ; et les effets
cytoprotecteurs de cet extrait dans le cerveau et le foie des animaux a la dose de 50 mg / kg.
Plusieurs méthodes d’approches ont été appliquées, a savoir I’évaluation cognitive en
appliquant les tests de neurocomportement, approches biochimiques pour évaluer le statut
redox, I’apoptose et la fonction cholinergique des cellules striatales et hippocampales. En outre,
I’évaluation de 1’hépathotoxicité, en plus de I’étude histopathologique des deux organes ciblé.
Les résultats de cette étude montrent la présence dans I’extrait hydroalcoolique des composés
phénoliques et ’lamygdaline. D’une part, le THI a montré un effet neurotoxique, chez tous les
rats adultes indépendamment de la fenétre d’exposition, se traduisant par des altérations
cognitives. De l’autre part, cet insecticide a induit des pertes de ’intégrité structurale et
moléculaire des cellules striatales, hippocampales et hépatiques, tant chez les adultes exposés
directement que chez les adultes exposes passivement au THI, a savoir le déséquilibre redox
mitochondrial et la lipo-peroxydation, auquel on ajoute une perte de la perméabilité et
gonflement mitochondrial dans tous ces tissus. Le THI a également augmenté les indicateurs
apoptotiques tels que la Cyt-c, la caspase 9 et 3, Bax et diminution de Bcl2 dans les cellules de
striatum et d’hippocampe des rats adultes exposes activement au THI. Par ailleurs, la fonction
cholinergique a été réduite dans tous les tissus étudiés de ces animaux, pareillement a une perte
de la fonction hépatique traduite par une élévation sérique des transaminases chez les adultes
exposés activement au THI. L’étude histologique portée sur les deux organes (cerveau et foie) a
montré des dégénérescences cellulaires par nécrose hépatique ou dégénérescence neuronale
dans le cerveau. Or, I'extrait a empéché les effets toxiques de se produire tant au niveau
neurocomportemental que cellulaire ou mitochondrial. Cette étude permet de conclure que
I’exposition chronique au THI directe et exposition indirecte pré et pos-natale des rats adultes, a
produit un désordre cognitif, des altérations mitochondriales, induction apoptotique, perte de la
fonction cholinergique et hépatique et des lésions tissulaires dans le cerveau et le foie. Par
ailleurs, I’extrait utilisé a montré un potentiel cytoprotecteur et préventif contre toutes les

altérations produites par cet insecticide.

Mots clés : thiaclopride, extrait de P. armeniaca, cerveau, foie, stress oxydatif, apoptose.
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This study focuses on the phytochemical evaluation and in vitro bioactivity of the
hydroalcoholic extract of P. armeniaca (apricot). It also evaluates the regional neurotoxicity in
adult rats through two exposure windows (adult exposure and prenatal/postnatal exposure), as
well as the hepatotoxicity of THI at a microdose of 0.02 mg/kg. Additionally, the cytoprotective
effects of this extract on the brain and liver of animals were assessed at a dose of 50 mg/kg.
Several approaches were employed, including cognitive evaluation using neurobehavioral tests,
biochemical approaches to assess redox status, apoptosis, and cholinergic function of striatal
and hippocampal cells. Furthermore, hepatotoxicity evaluation and histopathological studies of
the two target organs were conducted. The results of this study demonstrate the presence of
phenolic compounds and amygdalin in the hydroalcoholic extract. On one hand, THI exhibited
neurotoxic effects in all adult rats, regardless of the exposure window, resulting in cognitive
impairments. On the other hand, this insecticide induced losses of structural and molecular
integrity in striatal, hippocampal, and hepatic cells, both in directly exposed adults and those
passively exposed to THI. These effects included mitochondrial redox imbalance, lipid
peroxidation, as well as permeability loss and mitochondrial swelling in these tissues. THI also
increased apoptotic markers such as Cyt-c, caspase 9 and 3, and Bax, while decreasing Bcl2 in
the striatal and hippocampal cells of actively exposed adult rats. Moreover, cholinergic function
was reduced in all studied tissues of these animals, along with impaired liver function indicated
by elevated serum transaminases in actively exposed adults. Histological examination of the
two organs (brain and liver) revealed cellular degeneration characterized by hepatic necrosis or
neuronal degeneration in the brain. However, the extract prevented the toxic effects from
occurring both at the neurobehavioral and cellular or mitochondrial levels. This study concludes
that chronic direct THI exposure and prenatal/postnatal indirect exposure in adult rats result in
cognitive disorders, mitochondrial alterations, apoptotic induction, loss of cholinergic and
hepatic function, as well as tissue lesions in the brain and liver. Furthermore, the used extract
demonstrated cytoprotective and preventive potential against all alterations induced by this

insecticide.

Keywords: thiacloprid, P. armeniaca extract, brain, liver, oxidative stress, apoptosis.
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Introduction

A TI’ére de I’avancée technologique tant industrielle qu’agricole, les activités anthropiques ne
cessent de s’intensifier davantage pour répondre aux besoins alimentaires et technologiques de
la population humaine grandissante. Cette intensification de la culture agricole ne peut étre
assurée que par I’utilisation intensive des produits phytosanitaires (Sparfel, 2017). Ces derniers
sont utilisés dans le but de prévenir, controler ou éliminer des organismes considerés nuisible,
tout en cntribution également a améliorer la santé publique en combattant certains vecteurs de
maladies (Messiad et al., 2015). Cependant, les pesticides, par exemple, génerent des
micropolluants de toxicité redoutable pour la population générale en dehors de son circuit
professionnel notamment via la consommation chronique des différentes matrices biologique

contaminées.

Les pesticides sont classes selon leurs cibles (herbicides, fongicide, rodenticide, biocide et
insecticide), en outre selon le mode d’entrée ou en fonction de leur structure chimique (les
organochloreées, les organophosphorées, carbamates, pyréthrinoides et néonicotinoides) (Yadav
and Devi, 2017). En réalité, I’industrie chimique cherche toujours des molécules qui sont toutes
efficaces contre les organismes cibles et moins nocifs a I’égard des organismes non ciblés, cet
objectif peut étre atteint par la recherche et I’obtention de nouvelles molécules a activité
insecticide. En effet, il y a eu ’arrivée de nouveaux membres faisant partie de la famille des
néonicotinoides, Elles ont été créées en tant qu'alternative aux insecticides organophosphorés et
carbamates connus pour leur toxicité averée. Cette famille est largement utilisée en agriculture
contre les ravages des insectes a cause de son large spectre d’action (Schaafsma et al ., 2015).
En effet, son action se traduit par sa fixation sur les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine
(RnAch) entrainant ainsi une excitation, une paralysie anormale et la mort des organismes
néfastes (Chen et al., 2014), Toutefois, plusieurs études de recherches ont montré que ces
néonicotinoides impactent I’intégrité cellulaire et moléculaire de ’organisme donnant des effets
cancérigenes, perturbateurs endocriniens (Sekeroglu et al., 2014), neurotoxiques (Cimino et
al., 2017), hépatotoxiques (Alarcan et al., 2020). Cette classe se regroupe en sept variantes
chimiques en D’occurrence l'imidaclopride, le thiaméthoxame, le clothianidine, le THI,
I’acétamipride, dinotefurane, et nitonpyrem (Pang et al., 2020). Parmi ces néonicotinoides, on
distingue le Thiaclopride (THI), le plus utilisé en Algérie. Le THI est un insecticide de la
famille des néonicotinoides chloroprynydiliques ayant le méme mode d’action que les autres
membres de cette famille faisant bloquer les récepteurs de ’acétylcholine (Galdikova et al.,

2019), il a été enregistré en 2000 sous le nom commercial Calypso 480SC (480 g.L-1)
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(Schwarzbacherova et al., 2019). Le peu de travaux que I’on a documentés ont montré que le
THI est toxique pour les mammiféres tant en exposition aigué qu’en chronique a de faibles
doses ou élevées, provoquant une neurotoxicité (EFSA, 2019), hépatotoxicité et néphrotoxicité
(Vivek et al.,, 2020), des perturbations endocriniennes (Sekeroglu et al., 2014), une
génotoxicité (Galdikova et al., 2015). Aprés la lecture d’une vaste documentation, on note que
le THI n’a pas eu une grande attention des chercheurs en neurotoxicologie environnementale ou
alimentaire. En effet, on enregistre que de trés peu d’études publiées sur leurs effets
neurotoxiques en utilisant les fenétres de 1'uterus et de la lactation comme voie d’exposition
(Kammoun et al., 2019). La rareté d’études et de travaux de recherche sur la toxicité de THI et
son utilisation extensive en Algérie interpellent la communauté scientifique et les chercheurs
pour investir en profondeur les effects toxiques de cet insecticide chez la population générale en

faisant une étude prospective de simulation sur les rats.

Dans le contexte toxicopathologique, plusieurs plantes médicinales inscrites comme étant
cytoprotectrices et donc susceptibles de prévenir ou de traiter des différents aspects
pathologiques induits par les insecticides et d’autres polluants environnementaux. Ces dites
plantes sont habituellement utilisées en entier ou en extraits par la médecine traditionnelle.
L'abricotier (Prunus armeniaca L.) est I’'une de ces plantes médicinales que 1’on peut utiliser
dans cette présente étude pour la prévention des différentes toxicités générées par 1’exposition
des animaux de laboratoire au THI. Cette plante fruitiére appartenant a la famille des Rosacées
(Kovacova et al., 2020), une espece d’origine d'Asie centrale, de la Chine occidentale, d'Iran et
du Caucase, mais aussi elle est plantée pour une raison commerciale dans les régions a climat
chaud. L’abricot renferme un noyau dur contenant une seule grosse graine, ou amande
(Aamazadeh et al., 2020). De par leur richesse en polyphénols, caroténoides, amydalines, ...
(Moradi et al., 2017), ’amande d’abricot est pourvue de propriétés antioxydantes,

anticancéreux, antiasthmatiques, antiinflammatoire (Li et al., 2016 ; Kopéekova et al., 2017).

L’objectif de cette étude, serait une contribution a 1’évaluation des effets toxiques
particulierement sur le cerveau (striatum et hippocampe) et le foie chez le rat exposé au THI, en
utilisant deux fenétres d’exposition a savoir, la fenétre adulte et la fenétre gestationnelle et
lactationnelle. Ajouté a cela, la recherche d’effet cytoprotecteur de I’extrait hydroalcoolique des

amandes ameére des noix d’abricot.
Cette étude renferme deux parties a savoir :

e Une partie de I’état de I’art de la question posée, utilisant des données bibliographiques

récentes,
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Une deuxieme partie expérimentale renfermant les travaux suivants :

- FEtude phytochimique de 1’extrait des amandes d’abricot Prunus armeniaca L.

- Evaluation des effects toxiques de THI sur les régions du cerveau (striatum et
I’hippocampe) via une exposition chronique chez le rat adulte

- Evaluation des effects neurotoxiques de premiére génération de rats aprés une
exposition gentationnelle et lactationnelle des rates au THI.

- Etude neurocomportementale et cognitive des rats exposés au THI.

- Evaluation de I’hépatotoxicté de THI en exposition chronique.

- Ftude préventive des effects cytoprotecteurs de I’extrait des amandes d’abricot

Prunus armeniaca L.
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1. Généralités sur les pesticides

1.1. Définition des pesticides

Le mot « pesticide » est un terme générique dérivé du mot « Pest = ravageur, pouvant étre tout
organisme vivant (virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs,
mammiferes, oiseaux) ». Ainsi, les pesticides sont des substances ou des mélanges de
substances utilisés dans le but de prévenir, combattre ou éliminer les ravageurs, les vecteurs de
maladies humaines ou animales, ainsi que les espéces végétales ou animales nuisibles ou
indésirables lors de la production, de la transformation ou du I’entreposage de produits
agricoles (Jeyaratnam, 1990 ; Akashe et al., 2018). Selon les résultats de plusieurs études, les
pesticides sont accusés d’€tre d’une nocivité redoutable et d’effets déléteres sur
I’environnement en raison de leur dispersion et contamination des matrices alimentaires qui
atterrissent dans les plats des populations humaines (Bagri and Jain, 2019). En effet, ces
polluants sont susceptibles de provoquer plusieurs changements biochimiques, génétiques chez
I’homme tels que des mutations des genes, l'inhibition ou I’activation des enzymes, les
perturbations neuronales et endocriniennes, ajouter a cela les altérations cellulaires ou sub-
organelles des différents organes, en ’occurrence le foie, les reins, I'immunité,... (Galdikova et

al., 2015).
1.2. Classification

D’une manicre générale, les pesticides sont couramment classés en trois principales facons :
en fonction de leur cible, de leur structure chimique et en fonction de leur mode de pénétration

dans le cible :
1.2.1. Selon leurs cibles

Ce systeme de classement repose sur la nature de la cible a contréler. Ils sont divisés en
herbicides qui servent a éliminer les plantes indésirables pouvant nuire aux rendements (Yadav
and Devi, 2017), les fongicides, ils sont des produits destinés a lutter contre les champignons
microscopiques comme la tavelure de la pomme (Guler et al., 2010), de plus les rodenticides
agissant pour la dératisation et la préservation du bois. Les biocides, une classe utilisée pour
lutter contre les moisissures (Jabot, 2017). Et en fin, les insecticides qui sont des substances qui
tuent, éliminent ou contrélent les insectes nuisibles pour les plantes et les animaux (Hsu et al.,
2018).
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1.2.2. Selon le mode de pénétration dans le cible

On trouve, les pesticides systémiques qui sont absorbés et transférés dans tous les tissus non
traités des plantes ou des animaux, par contre les pesticides non-systémiques, appelés
également pesticides de contact, car ils agissent sur les ravageurs ciblés lorsqu’ils entrent en
contact. D’autres classe sont ; les empoisonnements de 'estomac, qui sont tous ceux pouvant
pénétrer dans le corps du ravageur par la bouche et le systeme digestif et provoquant la mort par
empoisonnement. Aussi les fumigants, qui sont des pesticides formant des gaz toxiques
lorsqu'ils sont appliqués sur leurs cibles ou ils pénetrent dans I'organisme des ravageurs par
inhalation. La derniére classe est répulsif, ils ne tuent mais sont suffisamment désagréables pour

éloigner les ravageurs des zones ou produits traités (Yadav and Devi, 2017).
1.2.3. Selon la composition chimique et la nature des ingrédients actifs.

On trouve : les organophosphorés (OP) ; ces composés sont des deérivés de lacide
phosphorique, ou les atomes d'hydrogene sont remplacés par des radicaux organiques tels que
les groupes méthyle, éthyle ou phényle (Testud and Grillet, 2007), les organochlorés (POC)
également appelés hydrocarbures chlorés sont des composés organiques qui comportent cing
atomes de chlore ou plus (Abubakar et al., 2020), les carbamates sont des N-méthyle
carbamates dérivés dun acide carbamique et provoquent la carbamylation de
l'acétylcholinestérase au niveau des synapses neuronales et des jonctions neuromusculaires
(Silberman and Taylor, 2020). De plus les pyréthrinoides sont des composés synthétiques
analogues avec les alcaloides naturels tels que les pyréthrines I et Il, la cinérine I et Il, ainsi
que la jasmoline I et Il. lls sont des insecticides polyvalents qui agissent a la fois par contact et
par ingestion (Testud and Grillet, 2007). Et enfin, les néonicotinoides qui sont une nouvelle
classe d'insecticides, sont des analogues de la nicotine, ciblant la transmission cholinergique, et
deviennent la classe la plus utilisée dans le monde a cause de leur efficacité exceptionnelle et

leur action systémique (Blottiére, 2020).
1.3. Exposition aux pesticides

L’exposition aux pesticides peut se produire via la voie orale, cutanée, oculaire ou par
inhalation (Damalas and Coutrouba, 2016 ; Kim et al., 2017). Les individus peuvent étre
exposés aux pesticides par des voies directes et indirectes. L’exposition directe se produit aux
personnes qui appliquent personnellement des pesticides dans le milieu professionnel ou
résidentiel et est susceptible d’entrainer les niveaux les plus élevés d’exposition, tandis que les

expositions indirectes se produisent par I’eau potable, I’air, la poussiére et des aliments, et
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représentent des voies d’exposition a long terme, généralement de faible dose (Alavanja et al.,

2004 ; Anderson and Meade, 2014) ( figure 1)
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Figure 1. Mode d'exposition des organismes vivants aux pesticides (Barriuso, 2004)
1.4. Devenir des pesticides dans I’environnement

Chaque année des milliers de tonnes des pesticides sont appliquées sur les cultures de la
planéte. Ou, ils sont destinés contre des groupes particuliers d’organismes, mais enivrent 95%
de ces pesticides pouvaient avoir un impact sur les organismes non ciblés et de se disperser
largement dans 1’environnement (Van Der Werf, 2016). Leur devenir dans ce dernier, c’est a
dire leur rétention, leur transport et leur dégradation dépend de leurs propriétés ainsi que celles

des différents compartiments concernés (le sol, les eaux et ’atmosphére) (Calvet, 2005).
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La dynamique environnementale des pesticides peut se produire par exemple, par une partie
des molécules peuvent étre dispersée dans I'atmosphere, ne parvenant pas a atteindre la cible
initiale et restant dans le compartiment atmosphérique. Ou, par les gouttelettes ou les vapeurs
de ces polluants qui peuvent étre entrainées par le vent hors des zones cultivées. Apres avoir
été déposés a la surface du sol ou des plantes, des phénoménes de réémission et de volatilisation

peuvent se produire, résultant de I'évaporation de I'eau ou de I'action du vent.

Au niveau du sol, le relargage de molécules a partir de granulats et d'agrégats est I'un des
processus clés qui influence la dynamique des pesticides. L'eau joue un réle crucial dans ces
transferts, que ce soit par ruissellement en surface, ruissellement souterrain ou drainage profond
vers les nappes phréatiques. Ou les pesticides transférés peuvent étre emportés sous forme de
solutés ou liés a des particules ou des colloides auxquels ils sont adsorbés ou incorporés (Serra
et al., 2016) (Figure 2).
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Figure 2. Devenir des pesticides dans I'environnement (Serra et al., 2016).

1.5. Toxicité des pesticides

La plupart des pesticides sont connus pour leur grande persistance et leur bioaccumulation
dans divers milieux environnementaux, y compris l'air, lI'eau et le sol, Par conséquent, les

humains qui sont exposés a ces pesticides provenant de différentes sources, peuvent contracter

7
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plusieurs types de maladies graves telles que les cancers, les malformations congénitales, le
dysfonctionnement immunitaire, les troubles respiratoires, les troubles neurocomportementaux
et reproductifs (Hernandez et al., 2013 ; Mostafalou and Abdollahi, 2013).

1.6. Néonicotinoides

1.6.1. Généralité

Les néonicotinoides sont des insecticides, développés a la fin des années 1970, pour remplacer
les insecticides organophosphorés et carbamates (Chen et al., 2014 ; Ensley, 2018). lIs ont une
action neurotoxique sur le récepteur nicotinique de l'acétylcholine (nAChR) des invertébrés et
des vertébrés (Bagri et al., 2015), qui joue un role crucial dans la transmission synaptique dans
le systeme nerveux central (SNC) des insectes (Buszweski et al., 2019). Ces composés
chimiques sont extrémement efficaces pour combattre les insectes nuisibles tels que les
pucerons, les aleurodes, les cicadelles, les thrips, les microlépidoptéres et divers coléoptéres qui
se nourrissent de plantes (Jeschke et al., 2011), gréace a leur haute efficacite, leur protection de
longue durée, leurs multiples voies d’application et leur systémicité qui lui permet d’atteindre
tous les tissus des végétaux (Blottiere, 2020). Actuellement les néonicotinoides se subdivisent
en trois groupes : les chloropyridinyliques qui contiennent I’imidaclopride, nitenpyram,
acetamipride et THI. Et le deuxieme groupe renfermant les chlorothiazolyliques qui sont
composeées de thiaméthoxame et clothianidine, et le troisieme groupe le tétrahydrofurane
(dinotéfurane) (Pang et al., 2020) (Figure 3).
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Les différents néonicotinoides
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Figure 3. Les différents néonicotinoides (Ueyama et al., 2014).

1.6.2. Mode d’action des néonicotinoides

Les néonicotinoides agissent sur les recepteurs de I'acétylcholine (nACHRS) de maniére ciblée
en tant qu'inhibiteurs compétitifs, perturbant la transmission des signaux le long des membranes
synaptiques du systeme nerveux. Cette action est attribuée a leur compose principal, qui
présente des similitudes avec la nicotine, laquelle est connue pour étre un agoniste non
hydrolysable de 1’acétylcholine. Ces néonicotinoides restent fixés au récepteur empéchant ainsi
sa fermeture, et donc P’action du signal cholinergique reste maintenue en créant une
hyperpolarisation de la cellule entrainant une dépolarisation continue produisant une convulsion
et une paralysie causant la mort de ’insecte (Ahmed et al., 2015 ; Paquet- Walsh, 2018 ) (
Figure 4).
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Figure 4. Mode d'action des néonicotinoides (Buszweski et al., 2019).
1.6.3. Toxicité des néonicotinoides

La faible biodégradation des néonicotinoides par les organismes non cibles tels que I’homme
et ’animal, conduit a leur accumulation dans les différents tissus, et particulierement dans les
tissus adipeux de par leur liposolubilité, exprimée par une persistance qui va causer des

toxicités diverses dans 1’organisme vivant.

e Sur la reproduction

Une étude menée sur des rats femelles, a montré des changements morphologiques
significatifs dans les follicules antraux et follicules atrétiques avec diminution du poids ovarien
dans le groupe traité avec une concentration de 20 mg / kg / jour d'imidaclopride. De plus, cette
dose a produit des modifications significatives des taux de LH, FSH et progestérone (Hafez et
al., 2016). Dans une autre étude ayant traité des rats a de faibles doses (0.5, 2 et 8 mg / kg /
jour) d'imidaclopride par gavage pendant 3 mois, le poids de I’épididyme, les taux du sperme et

la testostérone étaient diminués chez tous les rats traités (Bal et al., 2012).
o Hépatotoxicité

Les résultats d’une autre étude sur I’exposition des rats a 45mg et 9 mg / kg / jour de
l'imidaclopride pendant quatre semaine ont permis d’observer des changements histologiques
comprenant la dégénérescence des hépatocytes, dilatations de la veine centrale et augmentation
des enzymes hépatiques (Bhardwaj et al., 2010 ; Toor et al., 2013). Bien avant, les travaux de
Mondal et al. (2009) ont montré une hyperbilirubinémie chez les rats traités par I’acétamipride

avec les doses de 25, 100 et 200 mg/kg/jour pendant 28 jours.
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e Neurotoxicité

Des etudes antérieures ont également révélé que I'exposition a l'imidaclopride (45 et 90 mg /
kg de poids corporel) pendant 28 jours a entrainé une diminution significative de l’activité
locomotrice chez le rat (Lonare et al., 2014). Aussi des rats ayant recu des fortes doses de
thiaméthoxame (50 ou 100 mg / kg) pendant 7 jours consécutifs ont également montré une
augmentation du comportement anxieux, ce qui peut étre corrélé a une diminution de Il'activité

de l'acétylcholinestérase (Rodrigues et al., 2010).

e Effet des néonicotinoides sur le systéme antioxydant

Les travaux de Lonare et al. (2014) ont montré une augmentation des activités de la GPX et la

GST apres I’administration de I’imidaclopride avec deux doses 45 et 90 mg/kg.

o Effet des néonicotinoides sur d’autres systemes organiques

Il s’avére que les néonicotinoides sont des perturbateurs endocriniens, car le traitement des
rats a des différentes doses de THI a induit une augmentation des taux sériques de
trilodothyronine 3 et de trilodothyronine 4 libres (Sekeroglu et al., 2014). Une étude in vitro
suggere que l'imidaclopride a augmenté le développement de la résistance a I'insuline (Kim et
al., 2013), et également une accumulation de graisse chez les animaux de laboratoire (Park et
al., 2013). De plus aprés ’administration d’imidaclopride a des doses (10, 5 et 2.5 mg / kg
pendant 28 jours) pour évaluer I’effet immunomodulateurs de cet insecticide, il a été constaté
qu’il avait un potentiel immunosuppresseur en induisant une diminution du niveau tissulaire des

cytokines et les interleukines dans la rate et le foie (Badgujar et al., 2013).

1.7. Etude de Thiaclopride (THI) (membre de la famille des

néonicotinoides)
1.7.1. Généralité

Le THI (N-[3-(6-chloro-pyridin-3-ylméthyl)-thiazolidin-2-ylidéne] cyanamide) est un
insecticide appartenant a la famille des néonicotinoides
chloropyridinylméthylthiazolidinylidenes (Galdikova et al., 2019). Il a été enregistré en 2000
par la société BAYER CropScience qui I’a produit sous le nom commercial Calypso 480SC
(480 g.L) (Schwarzbacherova et al., 2019). Son mode d’action aprés sa fixation sur les
nNACHRs, est la polarisation continue des membranes post-synaptiques des neurones
cholinergiques conduisant & la neurotransmission non-stop de I’influx nerveux (Galdikova et

al., 2019). Le THI est utilisé pour la protection des fruits, des vignes, des légumes et des plantes
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ornementales contre les insectes suceurs et voraces (Schwarzbacherova et al., 2019) (Figure

5)
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Figure 5. THI (Shimada et al., 2020)

1.7.2. Caractéristiques physico-chimiques de THI

Les propriétés chimiques sont résumées dans ce tableau 1

Tableau 1. Les propriétés chimiques du thaiclopride (calypso (480 g/l) (Hopewell et al., 2017).

Formule
Masse molaire
Densité
Solubilité dans I’eau
pH
Affinité dans le sol (log Koc)
Persistance dans le sol (DT50 jour)
Photolyse dans I’eau
Lipophilie (log Kow)
La demi-vie pour la photolyse

La demi-vie dans le sol

C10H9CIN4S
252,72 g/mol
1.46ga20°C

185 mg/L a4 20 °C
7.4a20°C
3,67
9-27
10-63
1,26

80jaupHde7

19.1jours
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1.7.3. Valeurs de toxicité de THI
- Dose journaliere admissible (DJA) : est de10 pg/kg/j ;

- Dose sans effet nocif observable (NOAEL) chronique (90 j) est de 7.3-7.6
mg/kg/j chez le rat ;

- Dose de la toxicité aigué par voie orale chez le rat est de > 56 mg/kg ;

- Dose de référence aigué (ARFD) est de 0.03 mg/kg (Leboffe et al., 2020).

1.7.3.1. Toxicocinétique de THI

Selon 1'une de littérature consultée (Marrs, 2012), le THI est facilement absorbé aprés des
doses orales uniques chez le rat et les concentrations plasmatiques maximales sont atteintes en 1
a 3 heures apres une faible dose, et en 3 a 4 heures apres une dose élevée. Il est également
distribué dans 1’organisme et ses résidus peuvent rester plus de 48 heures. Les concentrations
des résidus de THI les plus élevés se trouvent dans le foie, et les concentrations minimales sont
dans les tissus tels que le cerveau et la moelle osseuse. Selon toujours cette référence, le THI est
métabolisable, dont les principales voies étant 1’hydroxylation C et N, I’oxydation et la
méthylation, le clivage du cycle oxydatif et le clivage du pont méthylene, suivies par la
conjugaison d’acide glucuronique, de glycine et de sulfate de pentose. Selon toujours cette
référence suscitée le THI est éliminé principalement dans les urines et dans les féces sous
formes de plusieurs dérivés comme I’acide chloronicotinique et d’autres métabolites. 11 faut dire
que la bioaccumulation et la vitesse d’élimination de THI et ses dérivés restent un sujet
controversé entre les auteurs. En effet, d’autres travaux ont rapporté certaines évidence sur la
bioaccumulation de THI, tels que les travaux de Xu et al. (2021) qui ont montré une persistance
avérée de cet insecticide, dont le THI a été accumulés dans différents tissus (foie, reins,
cerveau) par rapport a d'autres néonicotinoides grace a son comportement lipophile plus élevé,
son hydrosolublit¢é moyenne (7,52—11,53 de solubilité¢ dans 1'eau LogKoc, et le coefficient de
partage octanol—eau (Kow) a 0,80—1,26 de LogKow), de plus, les travaux de Wang et al. (2018)
ont montré que le THI résiste a la dégradation et au métabolisme, ou son groupe nitrile forme
des liaisions covalente avec la sérine et la cystéine des protéines dans certains métabolisme, ces

liaisons sont améliorant son affinité aux organes (figure 6).

Selon d'autres bases de données concernant la distribution du THI, pendant la gestation, cet
insecticide est éliminé lentement dans le compartiment maternel, avec une clairance
plasmatique maternelle de 42,7 ml/kg.h. Sa demi-vie d'élimination est de 9,6 heures. Le volume

de distribution est élevé, avec une moyenne de 620 mL/kg. Alors que, dans le compartiment
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feetal, le THI est rapidement €liminé, avec une clairance plasmatique de 1035 a 1717 mL/kg.h
et une demi-vie plasmatique évaluée a 0,28 et 0,4 heure chez deux feetus différents (Hagen,
2019).
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Figure 6. Al : Modification supplémentaire de la substituants choloropyrinidyle de THI, B3 :
modification métabolique des substituants acrylique et hétérocyclique de THI, C : Voie

métabolique de THI chez les souris (m) et 1’épinard (S)(C : THI est converti aux dérivés 4-hydroxy,
oléfine et sulfoxyde. Le sulfoxyde clive au composé a cycle ouvert, qui subit une méthylation avec sulfoxydation en
méthylsulfoxyde. Alternativement, I'acide sulfénique clivé est oxydé en acide sulfonique. Clivage ou I'hydrolyse de

la liaison N-CN donne le descyano et Dérivés de N-carbamoylimine, respectivement) (Casida, 2011)

1.7.3.2. Toxicodynamique de THI

e La toxicité sur la thyroide

Des doses répétees de THI entrainent une augmentation de l'incidence des tumeurs
thyroidiennes et de I'hypertrophie épithéliale folliculaire chez le rat. Aussi dans la méme
référence le traitement des rats avec le THI pendant 24 h et 30 jours, ont montré une

augmentation de triiodothyronine 3 et triiodothyronine 4 (Sekeroglu et al., 2014).
e Génotoxicité

Les travaux de Sekeroglu et al. (2014) ont montré, aprés le traitement des rats avec deux

doses de THI : 112,5 mg / kg pendant 24h et 22,5 mg / kg / jour pendant 30 jours, une
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augmentation de la formation de micronoyaux dans les cellules binuclées. Dans une autre étude
in vitro, le traitement des lymphocytes des bovins avec le THI a des concentrations de 30, 60,
120, 240 et 480 mg / mL, a révélé a une augmentation des fréquences de dommages de I'ADN
et les aberrations chromosomiques instables a ces deux concentrations 120 & 480 mg / mL
(Galdikova et al., 2015). La génotoxicité du THI a également été confirmée chez I’homme au
niveau des lymphocytes sanguins, y compris une diminution de l'indice de division nucléaire,
de l'indice de prolifération et I’indice mitotique a toutes les concentrations (75, 150 et 300 mg /

L de THI) (Kocaman et al., 2014).
e Embryotoxicité

D’apres une étude in vitro, la présence du produit commercial CALYPSO 480SC (THI) avec
une concentration de 0,0053 pL / mL indique que cet insecticide a un effet préimplantatoire qui
peut influencer négativement sur le développement et la formation normale d’embryon, ainsi
qu’une diminution dans l'activité de la prolifération cellulaire et une augmentation de I'apoptose

dans les blastocystes obtenus (Babel’ova et al., 2017).
1.7.4. Passage de THI sur la barriere hémato-encéphaline

Les néonicotinoides manifestent certaines toxicités chroniques chez les mammiféres qui sont
dues a une faible pénétration de ces insecticides via la barriere hémato-encéphalique (BHE)
(Selvam and Srinivasan, 2019). Le THI a une abondance résiduelle élevée, grace a leur
lipophilie plus élevée avec une hydrosolubilit¢ moyenne (Xu et al., 2021). Une étude plus
récente sur des souris a bien montré que les néonicotinoides (imidaclopride, nitenpyram, THI,
acetamipride) traversent facilement la BHE et que les concentrations sont détectables dans le
cerveau dans les 15 minutes qui suivent ’exposition, aussi aprés une injection intra-péritonéale
de 10mg/kg (imidaclopride, THI et acétamipride) a des souris male, les résultats enregistrent 16

Hg/g de THI dans le cerveau de ces animaux (Anadoén et al ., 2020).
1.7.5. Passage placentaire

Selon les études consultées, le THI est éliminé lentement de la circulation sanguine
maternelle, ou il est reste détectable apres son administration a la fois dans le compartiment
maternel et foetal pendant au moins 72 heures. Les concentrations de THI dans le plasma feetal
sont seulement 1,6 a 2,6 fois inférieures aux concentrations maternelles, indiquant un transfert
placentaire possible du composé de la mére au feetus. De plus, environ 69 % de la dose de THI
administrée a la mére est transférée au foetus, donc le feetus recoit une dose environ 20 fois plus
élevée que celle de sa mére, en fonction de son poids (Vermot-Desroches, 2019). De plus, des

études sur des foetus et des ratons montrent le passage placentaire des différent néonicotinoides,
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ou I’analyse de 57 échantillons d’urine prélevés dans les 48 heures suivant la naissance chez les
nourrissons agés de 23-24 semaines de gestation a détecté le métabolite N-Desmethyl
acetamiprid (DMAP) d’acétamipride dans 14 échantillons d’urine prélevés a la naissances

(Ichikawa et al., 2019).
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2. Neurotoxicité de THI apres une exposition chronique chez le rat adulte et
bioactivté de D’extrait des amandes amereS des noix d’abricot Prunus

armniaca L.

2.1. Neurotoxicité

2.1.1. Généralité

La neurotoxicité est définie comme étant tout effet toxique sur le systeme nerveux central ou
périphérique. Cette toxicité est causée par des xénobiotiques tels que les métaux lourds, les
pesticides, les agents biologiques et physiques, ajoutés a cela les produits médicamenteux et les

hydrocarbures aromatiques polycycliques (Costa et al., 2008).
2.1.2. Systéme nerveux central (SNC)
2.1.2.1. Organisation du SNC

Le systéme nerveux central est le lieu de traitement et d’intégration des informations
sensorielles. Il est constitué de 1’encéphale et de la moelle épini¢re (Peate and Nair, 2017).
L’encéphale occupe la cavité cranienne et est I’ensemble des trois structures : le cerveau, le
tronc cérébral et le cervelet. La moelle épiniére est enfermée dans le canal vertébral qui forme
un anneau de protection en os autour de cordon, c’est un centre de réflexe pour le corps, elle
transmet aussi les messages provenant des neurones sensoriels au muscles et aux glandes
(Peate and Nair, 2015) (Figure 7).
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Figure 7. Les majeures parties constituant le systéme nerveux central (Scot and Fong, 2017).
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2.1.2.2. Anatomie du SNC

Cerveau : est la partie supérieure élargie du SNC. Pesant a peu prés 1,5 kg, il constitue
le centre de contrble du corps humain, il gére toutes les fonctions (la pensée, les réves,
I’activité sportive, ou le sommeil). Le cerveau est composé de deux hémisphéres
cérébrales reliés par le corps calleux, chaque hémisphere est divisé en lobes : frontal,
pariétal, temporal et occipital, qui contiennent des groupes de neurones effectuant des
taches spécifiques. D’une part le cortex cérébral est constitué d’une couche externe de
matiere grise composées de plus d’un milliard de neurones. Sous la matiere grise se
trouve la matiére blanche, composée d’axones my¢linisés et non myélinisés reliant les
neurones de différentes parties du cerveau (Amerman, 2016). D’autre part les noyauXx
gris centraux sont des masses appariées de substance grise dans la substance blanche des
hémisphéres cérébraux. Leur fonction est certains aspects subconscients du mouvement
volontaire et ils aident a réguler le tonus musculaire et coordonnent les mouvements
(Scanlon and Sanders, 2007).

Cervelet : est la deuxieme plus grande région du cerveau. 11 se trouve derriere et sous le
cerveau. Il a également un cortex externe de matiére gris et un noyau interne de matiere
blanche. Le cervelet fonctionne pour maintenir le tonus musculaire, coordonner les
mouvements et contréler I’équilibre (Williams and Wilkins, 2009).

Tronc cérébral : il se situe immédiatement sous le cerveau, juste en face du cervelet et
se continue pour se connecter a la moelle épiniere ci-dessous (Williams and Wilkins,
2009). Il contient des réseaux de neurones qui forment les centres de contrdle des
fonctions vitales comme la respiration ou la régulation de la pression sanguine (Rizzo,
2016).

Diencéphale : il se trouve entre le mésencéphale et le cerveau. Il est composeé de
thalamus, subthalamus, métathalamus, épithalamus, hypothalamus et glande pinéale
(Rusokeé-dierich, 2018). Le thalamus et le principal centre de réception des intrants de
la périphérie et du tronc cérébral vers le cerveau, c’est le centre d’acquisition des
connaissances, de la conscience, de 1’émotion et de la mémoire (Goodman, 2004).
L’hypothalamus est étroitement associé a I’hypophyse est le principale centre
d’intégration autonome et fait partie du systéme limbique qui est le cerveau émotionnel
(Peate and Nair, 2015).

2.1.2.3. Histologie

Neurone : est un type de cellule hautement spécialisé et I’¢lément cellulaire essentiel du

SNC. Il est constitué d’un corps cellulaire, des dendrites et un axone. Le corps cellulaire
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renferme un noyau entouré d’un cytoplasme contenant les organites, c’est la région de
synthése des molécules nécessaires aux activités neuronales. Les dendrites recoivent
I’information provenant d’autre neurone et I’acheminent au corps cellulaire. L’axone
transmet le potentiel d’action a un neurone, & un myocyte ou a une cellule glandulaire

(Tortora and Derrickson, 2017) (Figure 8).
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Figure 8. Structure d’un neurone (Raven et al., 2011)

On peut classer les neurones selon leur structure ou leur fonction. La classification selon la

structure distrbue les neurones en trois groupes principaux en fonction du nombre de

prolongements qui émergent du corps cellulaire : les neurones multipolaires, les neurones

bipolaires et les neurones unipolaires. Par contre, la classification fonctionnelle repose sur le

sens de la propagation de I’influx nerveux par rapport au SNC. On distingue : les neurones

sensitifs, les neurones moteurs et les inter-neurones (Wingerd and Taylor, 2020) (Figure 9).
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Figure 9. La classification structurale des neurones (Tortora and Derrikson, 2014).
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e Les glyocytes (cellules gliales) : constituent la moitié du volume du SNC (Martini et
al., 2018). Elles sont généralement plus petites et plus nombreuses que les neurones, et
elles entourent les neurones et jouent de nombreux roles par exemple : le transport des
nutriments et apportant I’oxygeéne aux neurones et nettoient les débris cellulaires, le
traitement de I’information neuronale et production de la myéline. Il existe six types de
glyocytes, quatre se trouve uniquement dans le SNC qui sont les astrocytes, les
oligodendrocytes, les microglies et les ependymocytes. Les deux autres types
neurolymocytes et cellules satellites sont présentes dans le systeme nerveux
périphérique (SNP) (Tortora and Derrikson, 2017) (Figure 10).
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Figure 10. Les cellules gliales du systeme nerveux central (Martini et al., 2018).
2.1.4. Physiologie régionale du SNC

Le cerveau des mammiferes est structurellement organisé en régions anatomiques distinctes
exercant différents fonctions physiologiques et comportementales spécifiques, elles sont le
bulbe olfactif, qui est impliqué dans la détection des odeurs, le cortex préfrontal, qui est
important pour le controle exécutif a I’aide de striatum, ce dernier étant également impliqué
dans l'intégration du mouvement et du traitement des récompenses. L'hippocampe contréle la

formation et la récupération des souvenirs associatifs et épisodiques, le cervelet est impliqué
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dans l'apprentissage moteur et la coordination, et contrdle les mouvements physiques appris
volontaires (Spijker, 2011).

2.1.4.1. Hippocampe

L'hippocampe est une structure symétrique fait partie du systéme limbique. Il joue un réle
important dans 1”'apprentissage et la mémoire (Truc et al., 2013), ainsi que dans le contréle du
stress et de l'anxiété (Rolando and Taylor, 2014). Chez les rongeurs, il est situé dans le lobe
temporal médian, juste en dessous de la surface du cortex. Cette région est composée de
plusieurs régions, notamment la corne d’Ammon, le gyrus denté, le complexe subiculaire

(presubiculum, parasubiculum et subiculum) et le cortex entorhinal.

La corne d’/Ammon est subdivisée en trois parties : CA3, CA2 et CAL, et est composée de cinq
couches principales : le stratum lacunosum moléculaire (slm), le stratum radiatum (sr), le
stratum pyramidale (sp), le stratum oriens (so) et l'alveus. Le gyrus denté (GD) est compose de
trois couches cellulaires : la couche moléculaire (ml), la couche des cellules granulaires (SG) et
I'hilus (H). Dans I'hippocampe, on trouve principalement deux types de cellules neuronales, a

savoir les cellules pyramidales et les cellules granulaires (Legrand, 2016) (Figure 11).

Régions corticales
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corntex entorhinal
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Figure 11. Structure de I'hippocampe (Legrand, 2016)

CAl . corne d’Ammon 1, Slm : le stratum lacunosum moleculaire, CA2 : corne d’Ammon 2, sr : le stratum

radiatum, CA3 : corne d’Ammon 3, sp : pyramidale, So : oriens, Sl : ’alveuse.
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e Les neurones de I’hippocampe

L'hippocampe est constitué de deux principaux types de cellules neuronales. 90% de ces
neurones sont des cellules pyramidales et granulaires, qui sont des neurones excitateurs utilisant
le glutamate comme neurotransmetteur. Les 10% restants sont des cellules inhibitrices ou

interneurones utilisant le GABA comme neurotransmetteur (Gouny, 2018).

2.1.4.2. Le striatum

Le striatum est une structure cérébrale profonde composée de trois sous territoires, le noyau
caudé, le striatum ventral et le putamen. Il est impliqué dans la motivation alimentaire et
sexuelle, la gestion des douleurs et la régulation des mouvements involontaires (Burton et al.,
2015 ; Martinez et al., 2019) (Figure 12).

Venincules latéraux \

Caoudate
Striatum nucieus

Putomen

Pordes grise:
caudatolenticulans

Figure 12. Structure de striatum (Brochier, 2007)
e Lesneurones de striatum
Les grandes cellules, qui constituent environ 5 % du néostriatum, représentent des sous-
populations inter-neuronales (constituées principalement de neurones GABA-ergiques,

somatostatiques et acétylcholines). 95% des neurones striataux, forment principalement des

neurones efférents et de projection qui sont GABAergiques (Sanberg, 1994 ; Laverne, 2020).
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2.1.5. Fonctionnement du systeme nerveux
2.1.5.1. Le flux nerveux

Les neurones captent un signal électrique au niveau de leurs régions réceptrices (dendrites et
corps cellulaire), ce qui entraine la génération d'un ou de plusieurs potentiels d'action (influx
nerveux) qui se propagent le long d'un prolongement appelé axone. Ainsi, l'information
nerveuse est transmise a une cellule voisine a travers une jonction spécialisée entre les cellules,
appelée synapse (Pfriger and Reber, 2013). Quand un potentiel d’action atteint la terminaison
synaptique, la dépolarisation active les canaux Ca?* voltage-dépendant situés sur toute la
membrane présynaptique, ou I’ouverture de ces canaux permettant au Ca?* de pénétrer et
activent les protéines sensibles au Ca?* dans la terminaison synaptique. Certaines de ces
protéines provoquent la libération par exocytose des vésicules renfermant les
neurotransmetteurs, dans la fente synaptique (Pritchard and Alloway, 2002 ; Pfriger and
Reber, 2013) ( Figure 13).
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Figure 13. A : Présentation de la progression de l'influx nerveux le long d'un neurone
amyélinique (en haut) et le long d'un neurone myélinique (en bas) (Cambier, 2008) B : Mode

de transmission des signaux nerveux (Marieb, 2008).
2.1.5.2. Les neurotransmetteurs

Un neuromédiateur, également appelé neurotransmetteur, est une substance chimique libérée
par un neurone qui se lie aux récepteurs présents sur un autre neurone, permettant ainsi de
relayer le message nerveux au niveau de la synapse. Son réle principal consiste & modifier de

maniére spécifique Il'activité d'une autre cellule (Suudhof, 2008).

Acétylcholine (ACh)

L’Acétylcholine est le premier neurotransmetteur excitateur des neurones découvert en 1914,
il est synthétisé au niveau des terminaisons axonales a partir de la choline et de l'acétyl-CoA
sous l'action de I'enzyme choline acétyltransférase. Lorsqu'un potentiel d'action atteint la
terminaison nerveuse, le processus de synthése du neurotransmetteur est activé.Quand un
potentiel d’action arrive a la terminaison nerveuse, des ions calciques entrent massivement dans
la terminaison et induisent la libération de I’ACh dans la synapse ou elle se lie a des récepteurs
sur la cellule cible (ex. cellule musculaire), cette action entraine I’ouverture des canaux
sodiques, l'afflux d'ions sodium envoie egalement un message au sein de la fibre musculaire
pour déclencher la libération des ions calcium stockés contenu dans le réticulum
sarcoplasmique. Les Ca?* se diffusent dans la fibre musculaire et provoquent la contraction des
muscles squelettiques. L’ACh est ensuite dégradée par ’enzyme acétylcholine estérase en
choline et bétaine puis resynthétisée dans la terminaison nerveuse. Deux types de récepteurs
naturels sont capables de reconnaitre 1’acétylcholine sont les récepteurs muscarinique et
nicotinique. Dans le cerveau, I’ACh joue un réle crucial dans des processus tels que le sommeil,
l'attention, l'apprentissage et de la mémoire, notamment au niveau de I'hippocampe.Ce
neurotransmetteur est également impliquée dans la stimulation des systémes végeétatifs
(sympathique, parasympathique et musculaire) au niveau peériphérique, ainsi que dans la
régulation du rythme cardiaque (Hasselmo, 2006 ; Easton et al., 2012). Une diminution de
I'acétylcholine est associée a des troubles de la mémoire observés chez les patients atteints de la
maladie d'Alzheimer (Collie and Maruff, 2000).

e Dopamine (DA)

La dopamine (DA) est un neurotransmetteur appartient a la famille des catécholamines, elle
exerce une fonction inhibitrice sur les neurones, tout comme I'adrénaline et la noradrénaline
(Schultz, 2007), la DA est synthétisée a partir de la phénylalanine. La phénylalanine

hydroxylase décompose ce précurseur en tyrosine, qui est ensuite soumise a une hydroxylation

23



Synthése Bibliographique Chapitre 2 : Neurotoxicité de THI et bioacttivité de P. armeniaca

par la tyrosine hydroxylase pour former la L-DOPA. L’étape suivante est la formation de la DA
par lintervention de I’enzyme la dopa-décarboxylase, ensuite ce neurotransmetteur est
concentré dans des vésicules, ou ces derniéres vont fusionner avec la membrane pré-
synaptiques lors d'un potentiel d'action, afin de larguer la DA dans la fente synaptique pour se
lier a des récepteurs spécifiques post- et pré-synaptique. La dopamine a deux destins possibles :
elle peut étre recyclée ou dégradée en 3-méthoxy-tyramine (3MT) par une enzyme appelée
catéchol-O-méthyltransférase (COMT) (Lam et al., 2011). La DA est impliquée dans les
processus d’anxiété et I’apprentissage, aussi elle agit sur 'humeur et le sommeil, elle est
importante dans le circuit de la récompense, elle apporte le plaisir, le déficit du systéme
dopaminergique est associé a la maladie d’Alzheimer et de Parkinson (Corti et al., 2005 ;
Salamone et al., 2007 ; Rolland, 2012 ; Berke, 2018).
e Gamma-Amino-Butirique-Acide (GABA)

GABA est un neurotransmetteur inhibiteur des neurones, identifié en 1950, il réduit
I’excitabilité neuronale par 1’ouverture des canaux CI” dans la membrane des neurones
postsynaptiques. Il est largement répandu dans différentes régions du cerveau, notamment le
cortex, I'nippocampe, le cervelet et le striatum, ou il se trouve a des concentrations élevees.
(Sonar et al., 2019). Il est synthetise par la décarboxylation du glutamate, grace a I’enzyme la
GAD (Glutamic Acid Decarboxylase), puis libérée dans la fente synaptique, ou il est capté par
des récepteurs dans les neurones GABA et les cellules gliales. Une fois recapté par les
neurones, le GABA est recyclé ou dégradé en succinate par I’intervention successive de deux
enzymes ; la GABA transaminase mitochondriale (GABA-T) qui transforme le GABA en acide
succinique semi-aldéhyde, puis, la semi-succinique aldéhyde déshydrogénase (SSA-D), qui
transforme I’acide succinique semi-aldéhyde en succinate (Hertz, 2013). Le GABA contribue

au controle moteur, ’anxiété et la vision (Hermans et al., 2018).
e Sérotonine (5-HT)

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT), a été découverte en 1947. Elle est produite a
partir du tryptophane, qui est converti en 5-hydroxytryptophane par l'enzyme tryptophane
hydroxylase, puis en 5-hydroxytryptamine (5-HT) par une décarboxylase, puis elle est ensuite
transportée vers les terminaisons axonales, ou elle est stockée dans des vésicules
présynaptiques. Lorsqu'un influx de ca?* se produit, la 5-HT est libérée dans la fente
synaptique. Apres son action, elle est transformée en acide 5-hydroxyindoleacétique (Matthes
and Bader, 2018). La sérotonine (5-HT) est impliquée dans de plusieurs fonctions essentielles
du corps, telles que la régulation de la température, le sommeil, I'numeur, la perception de la

douleur, ainsi que dans des processus cognitifs tels que la mémoire, l'apprentissage et le
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comportement. Elle joue également un roéle dans la régulation du comportement sexuel et
alimentaire, ainsi que dans l'expression de l'agressivité et I'état émotionnel (Li et al., 2016 ;
Matias et al., 2017).

e Noradrénaline et I’adrénaline

La noradrénaline ou norépinephrine, est synthétisée a partir de la dopamine par l'enzyme
dopamine B-hydroxylase. Elle contribue dans des fonctions telles que I'attention, les émotions,
le sommeil, les réves et l'apprentissage. De plus, la noradrénaline agit également en tant
qu'hormone sanguine, provoquant la constriction des vaisseaux sanguins et augmentant la
fréquence cardiaque. Tandis que I’adrénaline (Ad), ou épinéphrine, elle est produite a partir de
la dopamine gréce a la phényléthanolamine N-méthyltransférase, elle est libérée en situation de
stress, Lorsqu'elle est libérée, la noradrénaline entraine une augmentation du rythme cardiaque
et une élévation de la tension artérielle. De plus Ad est un déterminant clé des réponses aux
déficits métabolique ou globaux de 1’homeostasie (Goldstein, 2010 ; Alvarez-Diduk and
Galano, 2015).

e Glutamate

Le glutamate (acide glutamique) est un neurotransmetteur excitateur des neurones, identifié en
1866, Le glutamate est un précurseur du GABA, la synthése de glutamate se fait a partir du
glucose ou de la glutamine avec l'intervention de I'enzyme glutaminase. Le glutamate joue un
réle important dans les mécanismes d'apprentissage et de mémoire, et il est largement reconnu
comme le principal neurotransmetteur des projections thalamo-corticales et hippocampiques
(Meldrum, 2000 ; Nedergaard et al., 2002 ; Zhou and Danbolt, 2014).

2.1.6. Intégration des neurotransmetteurs dans les fonctions cérébrales

Le cerveau est l'organe central du systéme nerveux qui possede la capacité d'intégrer les
informations et de coordonner les actions de I'organisme en fonction des signaux sensoriels qu'il
recoit. Il contribue a la régulation des fonctions des organes en contrdlant les muscles et les
glandes, et il est responsable de la coordination motrice ainsi que des processus cognitifs, telles
que la mémorisation, la conscience, |’apprentissage,...a 1’aide des neurotransmetteurs

(Newberg and lversen, 2003).
2.1.6.1. Intégration dans la mémorisation

La mémoire c’est une fonction cognitive, désigne a la fois le stockage des connaissances et les
mécanismes d’utilisation, I'organisation et de I'expression de nos connaissances, ainsi que de

notre intelligence, de notre motricité et de notre affectivité individuelles. Elle basé sur la
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mécanisme de recevoir, traiter, mémoriser et restituer les stimuli et les informations que nous

percevons (Truc et al., 2013). On distingue :

La mémoire sensorielle : est un processus qui permet la conservation temporairement des
informations percues par nos organes sensoriels. De plus, elle conserve de maniéere bréve et
fidele les stimuli captés par nos sens, ne dépassant généralement pas deux secondes (Duranton
et al.,, 2017). La mémoire de travail : fait référence a la maintenance et a la manipulation
temporaire et active des informations nécessaires pour des taches complexe. De plus la
mémoire a long terme : fait référence au mécanisme par lequel les souvenirs acquis gagnent en
stabilité ou se renforcent avec le temps et deviennent resistants aux interférences (Brem et al.,
2013). Elle permet de mémoriser des informations & une capacité et durée illimitée (Duranton
et al., 2017). Et la mémoire a court terme : se définit comme le maintien d’information sur

une courte période (Brem et al., 2013).

Lors de la mémorisation d’un souvenir, un réseau spécifique de neurones s’élabore dans
diverses structures du cerveau, toutefois, elle se construit principalement dans 1’hippocampe,
qui joue un réle de lien entre les différents systéemes de mémoire (Ergorul and Eichenbaum,
2004), ou I’étude de Squire en 1992 montre que I’ablation bi-latérale de I’hippocampe
provogue un déficit de mémorisation (perte totale des souvenirs récents et incapacité de stocker
de nouveaux). D’autres études indiquent que les récepteurs muscariniques et nicotiniques de
I’acétylcholine jouent un role important dans le codage de nouveaux souvenirs, ou les I€sions
ou le blocage de ces récepteurs induit 1’altération de I’encodage des nouveau souvenirs. L’ACh
peut améliorer le codage en augmentant la force de I’entrée afférente par rapport a la
rétroaction, en activant des mécanismes intrinséques pour augmenter la modification des
synapses (Hasselmo, 2006). Une autre étude montre ’implication de I’ACh dans la mémoire,
ou les travaux de Dundee and Pandit, (1972) ont enregistré la mort des neurones libérant de
I’ACh, un tel phénomene est observé également chez les personnes souffrant de la maladie

d’Alzheimer.

Le glutamate joue un rdle important dans la mémoire, ou ses récepteurs ionotropes (iGIUR,
couplés aux canaux ioniques) et métabotropiques (MGIUR, couplés au second messager) sont
repartis difféeremment sur les sites pré et post synaptique pour contribuer au traitement du signal

qui détermine 1’apprentissage et la formation de la mémoire (Riedl et al., 2003).
2.1.6.2. Intégration dans ’apprentissage

L’apprentissage est un processus cérébral en réaction a un stimulus, conduisant a ’acquisition
de connaissances et entrainant un changement de comportement persistant, mesurable et

spécifique, il résulte de I’intégration de toutes les informations pergues et traitées (Perruchet
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and Nicolas, 1998). Plusieurs neurotransmetteurs sont impliqués au processus de
I’apprentissage comme la dopamine, qui est aujourd’hui considérée comme un signal
d’apprentissage. Selon une étude réalisée par Koepp et ses collaborateus en 1998, ils ont été
suggéres que la pratique d'un jeu vidéo induit une libération de dopamine dans le striatum
ventral et dorsal du cerveau. De plus, les pathologies liées a la dopamine, comme la maladie de
Parkinson, entrainent non seulement des déficits dans le contr6le moteur, mais aussi des
difficultés d'apprentissage moteur (Soliveri et al., 1997) et cognitif (Knowlton et al., 1996;
Dubois and Pillon, 1997). De plus, Les neurones GABAergiques contribue a la
synchronisation des réseaux neuronaux et aux mécanismes d'apprentissage, notamment par la
génération d'oscillations (Ben-Ari, 2007). D'autres études ont également montré qu'une
concentration élevée d'acétylcholine peut entrainer des déficits dans la mémoire et
I'apprentissage (Showell et al., 2020).

2.1.6.3. Intégration dans la conscience

La conscience est une manifestation du traitement holistique de I’information, ou elle englobe
la perception consciente des sensations, le declenchement volontaire et la maitrise des
mouvements ainsi que les capacités associées au traitement mental supérieur (la mémoire, la
logique, le jugement, la persévérance, I’apprentissage). Le cortex cérébral est le si¢ge de cette
fonction cognitive (Crick and Koch, 1995 ; Laureys et al., 2004 ; Laureys, 2005), aussi selon
I’étude de Perry et al. (2002) a montré que I’acétylcholine et la dopamine sont les

neurotransmetteurs essentiels pour le mécanisme de la conscience.
2.1.6.4. Intégration dans I’anxiété

L'anxiété est une réaction physiologique de l'organisme face a des situations dangereuses ou
stressantes. Elle englobe a la fois des manifestations physiologiques et des réponses
psychologiques adaptatives (Perrotta, 2019). Et d’aprés plusieurs recherches, I’anxiété peut
étre due a un déséquilibre de certains neurotransmetteurs, tels que le GABA, la 5-HT, la NA et
le glutamate (Guccione, 2018). L’augmentation anormale des concentrations en glutamate
pourrait contribuer a I’apparition de I’anxiété, et la modulation de la transmission
glutamatergique pourrait contribuer a faire régresser les réactions anxieuses et agressives
(Cortese et al., 2005), de plus, le taux élévé de sérotonine dans l'espace synaptique peut
provoguer une réaction anxieuse a court terme (Mahar et al., 2014). Tandis que le manque

d’action de GABA serait impliqué dans les phénoménes d’anxiété (Luscher et al., 2011).
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2.1.6.5. Integration dans le mouvement

Le mouvement est I'un des caractéristiques de I’€tre vivant, qui entraine le changement de
lieu. Les mouvements volontaires sont appelés locomotion (marcher, nager, grimper), ou la
locomotion nécessite une activité parfaitement cordonnée des systemes neuronaux, musculaires

et squelettiques (Yakovenko and Drew, 2015).

Le muscle est un tissu excitable, son excitation est le préalable a sa contraction. Donc la
présence d’un courant électrique ou un potentiel d’action, appliqué au niveau de sa membrane
(sarcolemme) par 1’acétylcholine fixé sur la membrane musculaire grace a un récepteur
specifique, Cette fixation déclenche un signal qui va se propager a la superficie de la fibre
musculaire, ¢’est le potentiel d’action musculaire, présentant le début de moment de couplage
excitation-contraction. Ces phénoménes font augmenter temporairement la concentration en
ions calcium a I’intérieur de la fibre musculaire ce qui provoque immédiatement sa contraction
(Mille et al., 2021). Tandis que, la dopamine interagit de facon rapprochée avec le glutamate et
I’acétylcholine pour moduler la transmission de I’information motrice en provenance du cortex.
La perte de cette modulation au cours de la maladie de Parkinson par exemple, induit des

perturbations profondes dans ce systéme motrice (Tanimura et al., 2018 ; Myslivecek, 2021).
2.1.6.6. Majeures pathologies neuronales

La détérioration graduelle de l'environnement dans les pays industrialisés, due a l'usage
excessif de pesticides provoque le développement des différents maladies telles que le cancer,
les troubles de la reproduction et les maladies neurodégénératives (la maladie d'Alzheimer
(MA) et la maladie de Parkinson (MP))...ctc (Parron et al., 2011 ; Baltazar et al., 2014).

e Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) est la forme la plus fréquente des maladies neurodégénératives
chez les individus agés de plus de 65 ans. La définition de MA repose sur ses deux types de
lésions histologiques, des plaques extracellulaires contenant de la B-amyloide (AP) et des angles
neurofibrillaires intracellulaires contenant de la Tau (tubule associated units) (Semah et al.,
2016). Les facteurs de risque sont I’age, les mutations rares a transmission dominante de 1'APP
(codant pour la protéine précurseur de l'amyloide (APP)), le PSEN1 (géne codant pour la
présénilinel) et du PSEN2 (codant pour la préséniline 2). Ces facteurs sont a l'origine de
presque tous les cas de MA a transmission dominante, ajouté a cela, les facteurs métaboliques
(diabéte sucré, hypertension, obésité et faible taux de cholestérol HDL), la perte auditive, les
Iésions cérébrales traumatiques et I'abus d'alcool, le tabagisme, la dépression, une faible activité

physique, le diabete sucré et les différents polluants atmosphérique (Haass et al., 2012).
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Les peptides AP sont dérivés de ' APP (Haass and Selkoe, 2007) apreés 1’action des enzymes 3 -
secrétases et y - Sécrétases, apres cette étape, I'AP est sécrétée dans l'espace extracellulaire sous
forme de monomere (Holtzman et al., 2011). Et en raison de sa séquence ce peptide a une forte
propension a s'agréger en fonction de sa concentration (Haass and Willem, 2019). L’AB
oligomérique est toxique, il interagit avec le récepteur métabotropique du glutamate (Spires-
Jones and Hyman, 2014 ; Benarroch, 2018), le NMDA (récepteur au N-méthyl-D-aspartate)
et le récepteur nicotinique de l'acétylcholine par la modulation de leur fonction, ainsi I’AP
provoque également des modifications pathologiques dans les dendrites et I’efficacité
synaptique. Bien que 1'AP agrégé peut manifester des Iésion neuronales qui pourraient causer la
neurotoxicité (Rice et al., 2019). En ce qui concerne la protéine tau, sa fonction principale est la
stabilisation des microtubules (Eftekharzadeh et al., 2018). Apres sa production, cette protéine
est libéree dans I'espace extracellulaire (Wu et al., 2016), ou elle subit a des modifications post-
traductionnelles causant son agrégation dans les neurones et les cellules gliales postsynaptiques
(Calignon et al., 2012). En plus de ces deux protéines, il existe une autre protéine s’appelant
ApoE (I’ Apolipoprotéine E) dont elle est produite principalement par les astrocytes (Kim et al.,
2009). L’ApoE pourrait affecter le début de I'agrégation d’AB dans le cerveau en modifiant sa
clairance et son ensemencement causant ainsi une perte progressive et plus marquée des
synapses (Masliah et al., 1991 ; Maciotta et al, 2013 ; Semah et al., 2016). Cette perte des
connexions synaptiques conduit a des perturbations progressive de la mémoire, accompagnées
de confusion mentale et de changements comportementau (le malade ne peut plus reconnaitre
ses proches, et nécessite éventuellement une aide dans l'accomplissement des taches
journaliéres : s’habiller, manger, se laver et faire sa toilette), qui se terminent au final par la
mort (Maitre et al., 2017 ; Alberto, 2020).

e Parkinson

La maladie de Parkinson (MP) est la pathologie neurodégénérative la plus répandue apres la
maladie d'Alzheimer, décrite par James Parkinson en 1817, elle est un trouble neurologique
chronique et progressif. Elle se caractérise par la perte sélective de neurones dopaminergiques
du substantianigra para compacta (SNpc) créant ainsi un déficit dans la sécrétion de la
dopamine (Chin-Chan et al., 2015), et également la présence d’inclusion cytoplasmique
connue par le nom de corps de Lewy qui se forme par I’accumulation d’une protéines
intracellulaires appelée a-synucléine (Dickson et al., 2009 ; Kanthasamy et al., 2012). Les
causes principales de cette maladie sont 1’existence des mutations ponctuelles dans le géne
SNCA (Synuclein alpha) qui code pour l'a-synucléine, cette derniere joue un réle dans la

dynamique des vésicules synaptiques. L’a-synucléine est soluble dans sa forme monomériques
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et en se polymérisant progressivement, elle formera de petites protofibrilles et éventuellement
de grandes fibrilles amyloides insolubles (“agrégats" qui composent le corps de Lewy) (Kim
and Lee, 2008 ; Melki, 2015). De plus, la protéolyse et la clairance des assemblages de l'a-
synucléine sont maintenues par les actions du systéeme ubiquitine protéasome (UPS) et du
systeme lysosomal-autophagie (LAS). L'autophagie par le chaperon (CMA (Chaperone-
mediated autophagy)) et la macroautophagie sont suggérées pour médier la dégradation de I'a-
synucléine (Xilouri et al., 2013). L'inhibition des ces systéemes entraine une augmentation des
niveaux d'a-synucléine (Xilouri et al., 2009). Ainsi que le dysfonctionnement mitochondrial a
cause de I'accumulation de la protéine a-synucléine a l'intérieur des mitochondries conduit a des
déficits du complexe 1 et a un stress oxydatif, ces perturbation induisent une dégénérescence
axonale potentiellement due au déficit énergétique, qui pourrait étre un événement
neurodégénératif en amont et au début de la MP (Devi et al.,, 2008). Plusieurs produits
chimiques existant dans la composition d’herbicides, d’insecticides et d’autres toxines sont des
causes principale de MP (Taylor et al., 2005 ; Dick et al., 2007). Ajouté a cela, le stress
oxydatif dans les neurones dopaminergiques nigraux affectent la production de la dopamine
causant ainsi une efficience dans la fonction dopaminergique. Cette déficience est justifiée par
le fait que ces neurones sont vulnérables au stress métabolique et oxydatif pour plusieurs
raisons. Premiérement, ils possedent des axones particulierement longs et non myélinisés, avec
un grand nombre de synapses qui nécessitent une grande énergie pour étre entretenues
(Pissadaki and Bolam, 2013). Deuxiémement, ils présentent une activité de stimulation
autonome impliquant les oscillations cytosoliques du calcium et I'extrusion du calcium au
détriment de I'énergie (Surmeier et al., 2016). Troisiemement, des niveaux éleves de dopamine
peuvent provoquer un stress oxydatif toxique (Mosharov et al., 2009). Les symptoémes majeurs
de MP sont le tremblement de repos, 1’akinésie/ bradykinésie et la rigidité, des troubles de la
posture et de la marche, qui favorisent les chutes et les fractures. De plus, d’autres systémes
peuvent étre atteints, par exemple, elle entraine des troubles cognitifs, digestifs et urinaires.
Actuellement, la MP ne peut étre guérie, mais une prise en charge pluridisciplinaire est souvent
trés efficace pour la diminution de ses symptémes (Ming et al., 2009 ; Chin-Chan et al.,
2015).

2.1.6.7. Intégration de la mitochondrie dans la fonction neuro-énergétique

Les neurones sont des cellules spécialisées qui jouent un rdle important dans la
communication entre les cellules. lls ont besoin un taux élévé d’énergie qui est fournie par les
mitochondries (Letournel et al., 2007). La mitochondrie est le centre de nombreux processus

physiologiques en plus de sa fonction énergétique. Elle assure aussi le transport axonal, la
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production des espéces réactives oxygénés et la thermogenése (Duchen, 2004). La
mitochondrie contribue dans le développement du systeme nerveux central (SNC) en régulant
le processus de mort cellulaire, soit par I’apoptose qui consiste en une série d’événements ou les
cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal qui est dans ce cas
I’augmentation massive du calcium mitochondrial permettant ainsi I’ouverture du mPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore) (Wallace, 2012). Ou par la nécrose qui est un
processus pathologique élimine les cellules endommagées suite a un traumatisme ou
inflammation (Oppenheim, 1991). Ces processus permettent le maintien de 1’homéostasie
tissulaire et leurs dysfonctionnement sont susceptibles de contribuer aux mécanismes de

neurodégénérescences (Letournel et al., 2007).
2.1.7. Stress oxydatif et mort cellulaire
2.1.7.1. Généralité

Les cellules de I’organisme sont constamment exposees chroniquement a des oxydants, qu'ils
proviennent de l'intérieur de l'organisme ou de I'environnement extérieur. En effet, la source
endogene réside notamment dans la mitochondrie, via sa chaine respiratoire (Favier, 2003),
notamment des électrons peuvent s'échapper au niveau des complexes | et Ill, et réagir avec
I'oxygeéne moléculaire dissous, formant ainsi I'anion superoxyde (Karpinska and Gromadzka,
2013). Ajouté a cela, des réactions enzymatiques, telles que celles impliquant les NAD(P)H
oxydases, les xanthine oxydases et le cytochrome P450 (présent dans le réticulum
endoplasmique et les peroxysomes)(Fang et al., 2002). Par exemple, La NADPH oxydase
catalyse la réduction monoélectronique de l'oxygéne en utilisant le NADPH ou le NADH
comme donneur d'électrons au niveau de la membrane plasmique, ce qui entraine la formation
de H.O. et de NADP* (Piotrowski and Marczak, 2000 ; Czajka, 2006), par ailleurs, La
xanthine oxydase a la capacité de catalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique. Au cours
de cette réaction, I'oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d'électrons, produisant ainsi
Oo+- (Garait, 2006). Concernant les sources exogénes, elle représente par les radiations, les
médicaments, les polluants atmosphériques tels que les pesticides et les solvants organiques.
Ces facteurs peuvent conduit a la formation constante de molécules appelées especes réactives
de l'oxygene et de l'azote (ERON) (Rouaki and Kanane, 2019). Les ERON sont des espéces
chimiques qui possédent au moins un électron non apparié sur leur orbitale externe, ce qui leur
confére une grande réactivité (Temple et al., 2005). Ils sont impliqués dans les processus
physiologiques de l'organisme a des concentrations modérées. Cependant, une production

excessive d'ERON peut devenir toxique (Rouaki and Kanane, 2019), en créant un état de
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"stress oxydatif" caractérisé par un déséquilibre entre les systéemes prooxydants et les systéemes
antioxydants (Zalewska et al., 2014 ; Maciejczyk et al., 2017).

2.1.7.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances présentent a une faible concentration comparée a celle des
oxydants. Ils sont d’origine exogene et endogéne et se distinguant en antioxydants
enzymatiques ou non-enzymatiques, ayant un pouvoir antiradicalaire et scavenger des

prooxydants, visant un stress oxydatif équilibré (Niki, 2010).
2.1.7.1.1. Les antioxydants enzymatiques

Les systémes antioxydants de 1’organisme sont les responsables de la premiére ligne de défense
contre ERON (Khither, 2020), dans cette catégorie d’antioxydants nous retrouvons, les
superoxydes dismutases (SOD) jouent un role essentiel en catalysant la conversion de I'anion
superoxyde en peroxyde d'hydrogéene (H202) et en oxygéne (02) (Vamecq et al., 2004). La
Glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine qui réduit le H>O> en présence de GSH,
pour donner H,O (Comhair and Erzurum, 2002), ajouté a cela la catalase (CAT) qui est
l'oxydoréductase la plus universelle, elle élimine H20, en Oz et H.O (Qureshi et al., 2007). De
plus, la Glutathione -s- transferase (GST) est un groupe de protéine assure la détoxification
des cellules par la conjugaison de GSH avec un large spectre de produits chimiques toxiques
(Rezaei et al., 2013) ( figure 14).
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Figure 14. Production et neutralisation des espéces réactives de 1’oxygene (Pincemail et al ,
2002).

Vit C : vitamine C; Vit E : vitamine E ; GSHPx : Glutathion peroxydase ; Fe: fer; Cu: cuivre;
ROOH : hydroperoxides

2.1.7.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

La majorité des antioxydants non-enzymatiques ne sont pas produits par l'organisme lui-méme
et doivent étre apportés par l'alimentation. Parmi ces antioxydants, on trouve des oligo-
éléments, le glutathion réduit (GSH), le cytochrome c, ainsi que les vitamines E et C, les
polyphénols...etc (Favier, 2003).

Le GSH (glutathion), est un tripeptide (y-glutamyl-cystéinyl-glycine) sunthétisé naturellement
par les cellules. Il est caractérise par un groupement réducteur situé sur la cystéine, représenté
par la fonction thiol.Cette fonction thiol neutralise les radicaux libres selon la réaction
suivante (Wu et al., 2004).

GSH+ OH® - GS"+ H,O0 ET GSH+ R - GS"+ RH

Les vitamines, les plus courantes sont la vitamine A (rétinol), I’acide ascorbique (vitamine C),

le tocophérol (vitamine E), Ces substances ont la capacité de pieger les radicaux libres tels que
les radicaux hydroxyles et superoxydes (Poljsak et al., 2013). La vitamine A peut réagir avec
I’oxygene singulet, I’anion super oxyde, les peroxynitrites, les radicaux lipidiques formant un
élement stable (Alain, 2011). Les tocophérols ont la capacité de protéger les acides gras
polyinsaturés contre les dommages causés par l'oxydation, surtout ceux présents dans la
bicouche des membranes biologiques (Sebei et al., 2007, Belyagoubi, 2011). Quant a la
vitamine C, elle subit une réaction d'auto-oxydation en présence de dioxygéne, ce qui conduit a
la libération d'électrons. Ces électrons sont capables de neutraliser les espéces réactives de
l'oxygene (ROS) (Trott, 2019 ; Ingrid, 2018).

Les oligoéléments qui sont des éléments chimiques présents dans le corps humain en
concentration inférieure a 0.01% (Beausir et al., 2011), jouent un r6le de cofacteurs
indispensables pour des réactions enzymatiques antioxydantes comme SOD, GPX et CAT.
Parmi lesquels on évoque le cuivre, le manganese, le sélénium et le zinc (Leake et al., 1984 ;
Dusek et al., 2015).

Le cytochrome c se trouve dans l'espace intermembranaire des mitochondries, il capte
I'électron libre généré par l'anion superoxyde (O2¢-) produit lors de la chaine respiratoire, Puis
le transmet au complexe 1V, ce qui conduit a la formation du cytochrome ¢ oxydé et H.O
(Skulachev, 1998).
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Les polyphénols ou composés phénoliques a 1’origine, ils sont des phyto-substances dérivés
de phénol, constituent plus de 8000 molécules répartissent en plusieurs classes chimiques et
possedent une caractéristique commune qui est la présence d'un cycle aromatique a 6 carbones
dans leur structure, porté d'un nombre variable de groupes hydroxyles (OH). Ces composes sont
des substances liposolubles et hydrosolubles (Hennebelle et al., 2004). Les polyhénols agissent
en tant qu'antioxydants en capturant et neutralisant les radicaux libres. lls sont également
capables de chélater les métaux pro-oxydants grace a leurs groupements hydroxyles, et peuvent
contribuer également a la régénération des formes réduites des vitamines E et C. (Scalbert et
al., 2002). Ces polyphénols sont présents dans les racines, les feuilles, la tige, les fleurs et aux
fruits... etc (Hennebelle et al., 2004).

2.1.7.3. Impacts de stress oxydatif sur I’intégrité structurale et fonctionnelle

des cellules et des mitochondries

2.1.7.3.1 Généralité

L’effet des radicaux libres sur la structure et la fonction des biomolécules cellulaires peut
conduire a leur dysfonctionnement partiel, total ou a la mort cellulaire. Les ERON induisent des
Iésions cervicales et hépatique par la peroxydation lipidique des lipides membranaire,
I’agrégation et ’endommagement des protéines et des acides nucléique (Keller, 2006 ; Schrag
et al., 2013 ; Padurariu et al., 2013 ; Chang et al., 2014). Par exemple, dans le cas de I'ADN,
la guanine peut réagir avec des radicaux hydroxyles pour former la 8-hydroxy-2'-
déoxyguanosine (8-OH-dG), ce qui peut altérer les appariements de bases. De plus, ces ERON
peuvent cliver les liaisons entre les bases azotées de I'ADN, entrainant des dommages et des
mutations génétiques (puzanowska- tarasiewics et al., 2008 ; Zablocka et al., 2008). Pour ce
qui est des protéines, les acides aminés les plus réactifs aux ERON sont I'histidine, la proline, le
tryptophane, la cystéine et la tyrosine, Ces ERON peuvent entrainer leurs oxydation, la
formation de groupements carbonylés et la formation de ponts bi-tyrosine intra- et inter-
chaines. Les protéines oxydées peuvent s'accumuler et former des agrégats (Lushchak, 2007).
De plus, les ERNO peuvent également étre oxydées les lipoprotéines circulantes, formant des
LDL oxydées qui jouent un réle dans l'athérogénese (Nakajima et al., 2006). Et pour les
lipides, les acides gras polyinsaturés, tels que les acides linoléiques, linoléniques et
arachidoniques, sont particulierement sensibles aux attaques des ERON. Par exemple, les
radicaux hydroxyles peuvent réagir avec les acides gras polyinsaturés pour former des radicaux
peroxyles, ce qui entraine des altérations de la fluidité membranaire et, éventuellement, la mort

cellulaire (puzanowska-tarasiewics et al., 2008). De plus les ERON peuvent supprimer la
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glycolyse par I’inhibition de glycéraldéhyde 3phosphate déshydrogénase, et donc I’épuisement
d’ATP (Jakubczyk et al., 2020). Plusieurs études ont montré I’effet des néonicotinoides sur les
indicateurs de stress, entre autres, les résultats de Kapoor et al.(2010) ont montré des
perturbations du statut redox intracellulaire, aprés le traitement oral des rats par 20 mg/kg de
poids corporel d’imidaclopride, aussi Vesile and Suat (2009) ont enregistré une augmentation
du taux de MDA et I’activité enzymatique de la CAT apres le traitement des animaux de
laboratoire par 10uM d’imidaclopride. De plus les résultats de (Duzguner and Erdogan, 2012)
ont montré une altération significative des parametres MDA, GSH et SOD, aprés le traitement
des rats par I’imidaclopride (1mg/kg pendant 30 jours). Or, les travaux de Farag et al. (2019)
ont mis en évidence I’épuisement de GSH et de SOD aprés le traitement des rats par

I’imidaclopride pendant 90 jours.
2.1.7.3.2. Mécanisme de la perméabilisation membranaire mitochondriale

La mitochondrie est une organelle sub-cellulaire ou se déroulent la production énergétique et
le métabolisme cellulaire le plus déterminant afin d’assurer la vie et la croissance cellulaire
dans I’organisme. Cette organelle joue un réle crucial dans le déclenchement ou I'amplification
des processus conduisant a l'apoptose, qui peuvent étre déclenché par diverses agressions
cellulaires telles que I'exposition a des substances étrangeres toxique, le stress oxydatif, la
diminution de la disponibilité d'ATP ou une forte concentrations en phosphate inorganique ou
en calcium (Yang et al., 1997 ; Bernardi et al., 1999 ; Duchen, 2000). Ces processus donne
lieu au phénomeéne de la transition de perméabilité mitochondriale, une étape cruciale de la
signalisation de la mort cellulaire, caractérisé par l'ouverture de pores importants dans la
membrane interne des mitochondries, ce qui entraine un gonflement de la matrice
mitochondriale, connu sous le nom de "swelling". Ce gonflement conduit ensuite a une rupture
de la membrane externe, qui est plus fragile, et provoque la fuite de molécules telles que le
cytochrome c. La libération du cytochrome c induit alors la maturation des procaspases,
conduisant finalement a I'apoptose (Batandier et al., 2004 ; Desquiret, 2008 ; Marzetti et al.,
2008).

2.1.7.3.3.  Perméabilit¢ mitochondriale transitoire et maladies

neurodégénératives

La perméabilit¢é mitochondriale transitoire (mPTP) joue un role central dans [’altération
structurale et fonctionnelle des mitochondries conduisant a des lésions neuronales liées aux
maladies neurodégénératives, y compris la maladie d’Alzheimer (MA), maladie de Parkinson
(MP), et la maladie de Huntington (MH) qui sont les maladies les plus courantes chez ’homme

adulte (Rao et al., 2013). Dans le cas de la MA, plusieurs auteurs ont montré que les pores de la
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perméabilité mitochondriale transitoire se composent d’un ensemble des peptides comme le
canal anionique voltage dépendant (VDAC), le nucléotide adénine translocateur (ANT), ou
I’interaction de ces peptides avec certains molécules mitochondriales telles que cyclophiline D (
cyp D) déclenche le phénoméne de mPTP, entrainant une perte de la membrane mitochondriale
et donc une altération de la chaine respiratoire. L’altération de la fonction respiratoire cause une
augmentation du stress oxydatif, une libération de cytochrome c et aussi une altération de
transport mitochondrial axonal conduisant ainsi a la mort des cellules neuronales (Heng et al.,
2009; Rao et al., 2013). De plus, la mPTP participe activement aux mécanismes
neurodégénératifs dans la MP. 1l parait en effet, que la concentration calcique élevée est induite
par I’activité excessive de la dopamine qui va jusqu’a perturber la fonction des mitochondries
des neurones dopaminergique (Rao et al., 2014). Les travaux de Martin et al., (2013) ont
montré que les régulateurs ( cyp D, ’ANT) de la mPTP sont exprimés dans les neurones des
souris MP, aussi la technique de Western blot a révélé une augmentation du cyp D au niveaux
de striatum et tronc cérébral chez ces souris, de plus ces travaux ont enregistré un gonflement et

agrégation mitochondriale dans ces neurones.

2.1.7.3.3. Mort cellulaire

e Apoptose

L'apoptose, appelée la mort cellulaire programmée. Elle est caractérisé par les critéres
morphologiques suivants ; rétrécissement cellulaire, condensation et marginalisation de la
chromatine nucléaire, fragmentation de I'ADN, vacuolisation cytoplasmique (Kanduc et al.,
2002). L’apoptose peut étre initiée par la cellule elle-méme lorsqu'elle détecte un dommage via
un certain nombre de capteurs intracellulaires, c’est la voie intrinséque connue sous le nom de
voie mitochondriale grace a des facteurs libérés par les mitochondries et est initiée soit par une
voie positive, soit par une voie négative (Igney and Krammer, 2002). Les signaux négatifs
résultent de l'absence de cytokines, d'hormones et de facteurs de croissance dans
I'environnement immédiat de la cellule. En I'absence de ces signaux de survie cellulaire, les
molécules pro-apoptotiques de la cellule, telles que puma, noxa et bax, qui sont normalement
inhibées, deviennent actives et déclenchent l'apoptose. Les signaux positifs déclenchant
I’apoptose comprennent 'exposition a I'hypoxie, aux toxines, aux rayonnements, aux ERON,
les virus et divers agents toxiques (Brenner and Mak, 2009). La caspase 9, qui est capable de
se lier a la protéine adaptatrice (apoptotic protease activating factor 1 (APAF1)) apres
exposition de son domaine de liaison des caspases (domaine CARD), cette voie est caractérisée
par l'ouverture du port de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP), qui induit la sortie

des protéines pro-apoptotiques (le cytochrome c, Smac/Diablo et HtrA2/ Omi) vers le
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cytoplasme, ces molécules sont susceptibles d’activer l'apoptose (Cain et al., 2002). Or,
I’apoptose peut résulter également de l'interaction entre une cellule du systéme immunitaire et
une cellule endommageée, ce qui est connue comme une voie extrinseque (Oppenheim et al.,
2001). Cette voie est connue aussi par la voie des récepteurs de mort (DR) de l'apoptose (Igney
and Krammer, 2002). Ces DR sont des membres de la superfamille du facteur de nécrose
tumorale (TNF) (Bossen et al., 2006), elle est initiée par les cellules tueuses naturelles ou les
macrophages en patrouille, ces derniéres cellules produisent des ligands de mort qui, en se liant
aux DR dans la membrane de la cellule cible induisent I’activation de la procaspase 8 en
caspase 8 (Kim et al., 2004). Les résultats de I’étude de Schwarzbacherova et al. (2019) ont
montré que le THI a entrainé une diminution de viabilité et prolifération cellulaires, arrét du
cycle cellulaire médié par p53 au stade G(0)/G(1) et induit I'apoptose, il induit également des
dommages oxydatifs de ’ADN (cassures double brin de 'ADN et légére augmentation du
recrutement des sites de liaison de la protéine p53). D’autre étude a montré que les
néonicotinoides peuvent altérer homéostasie du Ca?* dans les cellules animales. Ce déséquilibre
induit des dommages au SNC en entrainant des dysfonctionnements mitochondriaux, un stress
oxydatif et des dommages a I'ADN, et de I’apoptose (Wei et al., 2020) ( figure 15). Par
exemple, dans le cas d’imidaclopride, cet insecticide néonicotinoides produit un flux continu de
Ca?* dans les neurones et augmente rapidement les niveaux de ERON, ce qui peut déclencher la
perméabilité des pores de transition, libérant le Cyt C, et conduisant a l'apoptose cellulaire
(Martelli et al., 2020).
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Figure 15. Différents dommages des néonicotinoides, les dommages a I'ADN, I'apoptose
cellulaire, I'oxydation des protéines et la peroxydation des lipides, I’altérant 'homéostasie du

Ca?* mitochondrial, inhibant la respiration et induisant la production ERON

Apafl : facteur 1 d'activation de la protéase de I'apoptose, ATP : adénosine triphosphate, protéine X
associée a Bax Bcl2, Bcl-2 : lymphome a cellules B 2, domaine de recrutement de caspase : CARD,
Casp 3 : caspase 3, Casp 9 : caspase 9, Cyt C : cytochrome C, ER : réticulum endoplasmique, FAD :
flavine adénine dinucléotide, FADH2 : flavine adénine dinucléotide, réduit, MDA : malondialdéhyde,
MMP : potentiel de membrane mitochondriale, NADH : nicotinamide adénine dinucléotide, p53:
protéine tumorale 53, PTP (mPTP) : pore de transition de perméabilité mitochondriale (Xu et al.,
2022).

e Importance de I'apoptose dans le systéme nerveux central

La mort cellulaire programmeée est cruciale pour le développement normal des neurones, ou
elle régule le nombre et les types de cellules dans le cerveau en développement, et joue un role
clé dans la construction d'un réseau neuronal efficace. Dans des conditions pathologiques,
I’apoptose est également responsable de la perte de neurones associée aux maladies

neurodégénératives, ainsi que du vieillissement physiologique (Tendi et al., 2010).
e L'autophagie

L’autophagie est un terme général désignant le processus par lequel le matériel cytoplasmique
est acheminé vers les lysosomes pour y étre dégradé (Lin and Baehrecke, 2015), il est un
processus catabolique par lequel les cellules stressées forment des phagophores qui sont les
membranes cytoplasmiques en forme de croissant, ces phagophores se transforment en
autophagosomes complets. Les autophagosomes engloutissent les protéines et les organites
cytoplasmiques endommagés pour fournir de I'énergie cellulaire et les éléments de base pour la
biosynthése (Mizushima et al., 2011). Il existe trois types d'autophagie : la macroautophagie, la
microautophagie et l'autophagie. Dans la forme " macroautophagie ", des régions entiéres de la
cellule sont enfermées dans des autophagosomes qui fusionnent ensuite avec des lysosomes
pour devenir des autophagolysosomes et leur contenu est ensuite dégradé par les protéases qui y
sont présentes. Dans le cas de la microautophagie, la cargaison (organelles ou régions du
cytosol) interagit directement et fusionnent avec les lysosomes (Li et al., 2012a, b), elle peut
étre declenchée par des molécules de signalisation présentes a la surface d'organites
endommagés tels que les mitochondries ou les peroxysomes, ce qui entraine la fusion spécifique
des lysosomes avec ces organites. Selon l'organite ciblé, la vésicule autophagique résultante est
désignée par un nom spécifique, par exemple (mitophagie, peroxophagie) (Dice, 2007). Dont

les résultats de Li et al. (2022) ont montré que I'exposition a I'MI induisait une autophagie
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accompagnée avec l’expression des différents marqueurs d'autophagie avancés BCL2

Interacting Protein 3 (BNIP3), Beclin 1 et Microtubule-associated protein light chain 3 (LC3 I/

| ), dans les cellules tueuses induite par une cytokine (CIK (cytokine induced Killer)), réduisait

les niveaux de MicroRNA 451 (miR-451), augmentait I'expression de calcium binding protein
39 (Cab39) et AMP-activated protein kinase (AMPK), inhibait la signalisation protein kinase B
(AKT)/ mammalian target of rapamycin (mTOR) et activait le The c-Jun N-terminal kinase
(INK).

e Régulateurs de I'autophagie

L'autophagie peut étre induite par la privation de nutriments, I'hypoxie, les ERON, les agrégats
de protéines et les organites endommages, l'activation de l'autophagie par ces stimuli implique
de multiples voies de signalisation. Par exemple, la cible mécaniste de la rapamycine (MTOR)
qui est une protéine kinase sérine/thréonine, régule négativement Il'activation de l'autophagie, ou
dans des conditions riches en nutriments, mTOR phosphoryle Autophagy Related 13 (Atgl3:
facteur d’autophagie requis pour la formation d’autophagosome) au niveau de plusieurs résidus
sérine. La phosphorylation d'Atg13 réduit son affinité et son activité pour Atgl/ Unc-51 Like
Autophagy Activating Kinase 1(ULK1). Par contre lors de I'inhibition de mTOR, par exemple
par famine, la phosphorylation d'Atgl3 par mTOR est réduite, permettant l'activation de
I'activité kinase d'Atgl/ULK1 et de l'autophagie (Kamada et al., 2000), aussi autres régulateurs
négatifs de ’autophagie telles que B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), B-cell lymphoma-extra large
(Bcl-XL) et Myeloid leukemia 1 (Mcl-1). Ces protéines se lient au domaine Bcl 2 homology 3
(BH3) de Beclin-1 et inhibent I'induction de l'autophagie (Pattingre et al., 2005 ; Maiuri et al.,
2007), d’autre coté ces protéines proapoptotiques BH3 peuvent induire lautophagie en
perturbant de maniére compétitive l'interaction entre Beclin-1 et Bcl-2 ou Bel-XL (Maiuri et
al., 2007). De plus, la protéine kinase associée a la mort (DAPK) peut favoriser la dissociation
de Beclin-1 de Bcl-XL et induire l'autophagie en médiant la phosphorylation du domaine BH3
de Beclin-1(Zalckvar et al., 2009).

e Nécrose

La nécrose est une autre forme incontrélée de mort cellulaire induite par une blessure externe,
comme I'hypoxie ou l'inflammation (Elmore, 2007). Ce processus implique I’activation des
différents facteurs protéiques et des composés pro-inflammatoires, tels que le facteur nucléaire-
kB (Nf-kB), ce qui entraine la rupture de la membrane cellulaire et provoque le déversement du
contenu de la cellule dans les zones environnantes, ce qui entraine une cascade d'inflammation

et de dommages tissulaires. La nécrose est indépendante de I'énergie, elle se produit quand la
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cellule est si gravement endommagée par un choc soudain (rayonnement, chaleur, produits
chimiques, hypoxie, etc...) ou elle est incapable de fonctionner et elle ne parvient pas a
maintenir I'noméostasie avec son environnement. Donc, la cellule répond généralement par un
gonflement (un processus connu sous le nom d'oncose) (D’Arcy, 2019). L’etude de Dhouib et
al. (2017) a montré la présence d’un grand nombre de cellules nécrotiques chez des rats traités

par I’acétamipride pendant 21 jours.
2.1.7. La neurotoxicité de THI

L’équipe d’EFSA (2019) a montré une diminution de I’activité locomotrice chez des rats
traités avec une dose de 3.1mg/kg poids corporel de THI. Dans une autre étude, quand les rats
sont traités par une forte dose de THI, les résultats ont montré que cet insecticide pourrait
causer des troubles dans le SNC (maladie d'Alzheimer, maladie de Parkinson, schizophrénie,
dépression) qui sont censes étre associes a une altération de la densité de nAChRs (Cimino et
al., 2017).

2.1.8. Amandes améres des noix d’abricot Prunus armeniaca L.

Les vertus pharmacologiques et thérapeutiques des extraits des plantes médicinales sont donc
nombreuses dans la tradimédecine qui ne cesse d’étre admise dans les laboratoires de la
recherche des phytosubstances pharmaceutiques, afin de repérer et développer des molécules
polyphénoliques plus efficaces dans leur bioactivité thérapeutique envers des différentes
pathologies. Il nous importe d’investir donc dans cette présente ¢étude certains extraits
phytochimiques (extrait des amandes ameres des noix d’abricot) susceptibles d’avoir un
potentiel antioxydant et cytoprotecteur dans le cas des différentes fenétres d’expositions des

animaux de laboratoires aux THI.
2.1.9.1. Généralités

L'abricotier (Prunus armeniaca L.) membre de la famille des Rosacées (Kovacova et al.,
2020), c’est une espéce d’origine d'Asie centrale, de la Chine occidentale, d'Iran et du Caucase.
Cette famille est trés souvent implantée dans les régions chaudes, le fruit de I’abricotier possede
un noyau dur contenant une seule grosse graine, ou amande (Aamazadeh et al., 2020). ces
amandes sont classées en fonction de leur godt en amandes doux, amandes semi amere et
amandes ameére (Kopcekova et al., 2017). Quelques études ont rapporté que 1’amande ameére
d'abricot posséde un certain nombre de propriétés pharmacologiques comme [’activité
antioxydante, anticancéreux, antiasthmatiques et anti-inflammatoire (Li et al., 2016 ;
Aamazadeh et al., 2020) (figurel6).
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Figure 16. Les amandes améres des noix d’abricot, avec et sans coque (Prunus armeniaca L.)
(Réalisation personnelle)

2.1.9.2. Composition chimique des amandes ameres des noix d’abricot

L'amande amére a une odeur unique due au 3-méthylbutanal et 2-méthylbutanal présente dans
ses graines, ainsi elle contient des composés polyphénoliques comme 1’acide vanillique, 1’acide
caféique, I’acide férulique, I’acide hydroxycinnamique et des flavonoides comme la myricétine,
la naringénine et le kaempférol. De plus, elle est une bonne source en phytostérols, psitostérol,
ergostérol, a-tocophérol, 3-tocophérol, et rétinol, en outre I’amygdaline qui représente 3% de la
composition d’amande amere. Ajouté a cela, la présence des différents minéraux, tels que Zn,
Mg, Fe, Ca*? et K, et des vitamines, en particulier vitamine E, K, D. L'amande amére renferme
également environ 30% de protéines, 60% glucides et 48% de matieres grasses ou les
principaux acides gras présents sont en l’occurrence l’acide oléique (70,61%) et I’acide

linoléique (20,68%) (Gérnas et al., 2017 ; Moradi et al., 2017).
2.1.9.3. Propriétés pharmacologiques

e Activité anticancéreuse

Amygdaline appelée aussi vitamine B17 ou laetrile, I'un des composés les plus importants de
I’amande amére, cette molécule est connue pour étre une substance anticancéreuse (Moradi et
al., 2017). Une recherche récente a démontré que l'extrait d'amande ameére d'abricot posséde des
propriétés antiprolifératives (induisant I'apoptose) sur des lignées cellulaires de cancer du foie.
De plus, cette étude a également révélé que différents extraits d'amande amere d'abricot ont une
action pro-apoptotique spécifique sur les cellules cancéreuses du pancréas (Aamazadeh et al.,

2020). Il a également été observé que les amandes ameres d'abricot présentent une propriété
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pré-apoptotique sur les cellules kératinocytes, qui sont les cellules constitutives de la peau (Li
et al., 2016).

Activité anti-inflammatoire

Une ¢étude précédente ayant utilisé 34 personnes dans expérience de consommation d’amande
amére d’abricot avec une dose de 60mg/kg, a montré la réduction de la production des
cytokines et des autres molécules inflammatoires (prostaglandines) (Tusimova et al., 2017) et

supprimer la voie inflammatoire COX-2 selon les résultats de (Chang et al., 2005).
Activité antiasthmatiques

L'amygdaline a des effets antitussifs et anti-asthmatiques, dont I'acide cyanhydrique résultant
de l'hydrolyse de l'amygdaline pourrait diminuer le mouvement respiratoire, dans une
expérience réalisé sur des animaux ayant le syndrome de détresse respiratoire a révéle que
I'amygdaline pouvait améliorer la formation de surfactant pulmonaire et soulager la maladie
(Song and Xu, 2016). Ajouté a cela, cette metabolite a un effet répressif sur les lésions
pulmonaires aigués produites par les lipopolysaccharides, il inhibe NF-xB (facteur nucléaire
kappa-light-chain-enhancer de lymphocytes B activés) et les voies de signalisation du gene
NLRP3 (NOD-like" receptor (NLR) family pyrin domain containing 3) (Zhang et al., 2017).

Roéle dans le systeme immunitaire

L’amande amere d’abricot peut favoriser la prolifération des lymphocytes T humains et
augmenter les lymphocytes sanguins qui sécretent I'lL-2 et l'interféron, empéchant ainsi TGF-
Bl (Transforming growth factor beta), améliorant ainsi la réponse immunitaire (Qadir and
Fatima, 2017).

Effet sur le systéeme digestif

L’amygdaline des amandes ameres d’abricot augmente la teneur en hydroxyproline, qui inhibe

I'extension du temps de lyse des euglobulines (Song and Xu, 2014)
Activité antimicrobienne

Des études ont montré que I'amande améere d'abricot présente des propriétés antibactériennes
contre différentes souches telles que Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus (Yigit et al., 2009). De plus, elle a également montré une activité antifongique contre
Candida Albicans (Aamazadeh et al., 2020).

Activité antioxydante

L’¢tude de Stryjecka et al. (2019) a montré que les polyphénols et les tocophérols des amandes

ameres des noix d’abricot constituent un groupe des composés qui agissent comme des
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antioxydants et jouant un réle crucial dans le maintien de la stabilité et I’intégrité de la

membrane cellulaire.
2.1.9.4.Mode d’action des composants des amandes ameres des noix d’abricot

Selon la littérature consultée, il s’avére que le mode d’action des différentes composantes de
ces amandes est limité a des activités antioxydantes par le biais des polyphénols d’une part et
d’autre part par les vitamines antiradicalaires et des bioactivités assurées par I’amygdaline. En
effet, ’lamygdaline ou Latreille (Amygdaloside mandelonitrile-B-gentioioside Neoamygdalin)
(vitamine B17) est un glycoside cyanogénique, responsable de la plupart des activités pourvues
par ces amandes. L’amygdaline est une molécule composée de quatre parties ; 2 parties de
glucose, 1 partie de benzaldéhyde, 1 partie de cyanure d'hydrogéne (qui se trouve également
dans la vitamine B-12). Lorsque la vitamine B17 est introduite dans l'organisme, elle est
décomposée par I'enzyme Rhodanése. Cette derniére décompose le cyanure d'hydrogéne et le
benzaldéhyde en deux sous-produits, le thiocyanate et l'acide benzoique, qui sont bénefiques
pour nourrir les cellules saines et forment le pool métabolique pour la production de la vitamine
B12 (Bolarinwa et al., 2014 ; EFSA, 2016).

L’utilisation des amandes ameres des noix d'abricot pour lutter contre le cancer a suscité un
certain intérét chez les chercheurs, car on pensait que lI'amygdaline était d'abord absorbée par
les cellules cancéreuses et transformée en cyanure. Les cellules cancéreuses dépourvues de
rhodanese pour le décomposer et le neutraliser. Cependant les cellules cancéreuses sont
pourvues d’une enzyme permettant d’hydrolyser et métaboliser la fraction glycoside qui est la
béta-glucosidase. Lorsque la vitamine B17 est métabolisée, une réaction chimique se produit le
cyanure d'hydrogéne et le benzaldehyde se combinent en synergie pour produire un poison qui
détruit et tue les cellules cancéreuses. L'ensemble de ce processus est connu sous le nom de
toxicité sélective. Seules les cellules cancéreuses sont spécifiquement ciblées et détruites
(Griffin, 1974 ; Blaheta et al., 2016 ; Mondal, 2018) (Figure 17).
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Figure 17. Action de Laetrile (Vit B17) sur le Cancer (Amany et al., 2020).

2.1.9.5. Toxicité des amandes ameres des noix d’abricot

La toxicité de 'amande amére d'abricot est due principalement a la présence d'amygdaline. La
concentration d'amygdaline absorbée joue un rdle crucial dans la toxicité du cyanure dans le
corps (Abraham et al., 2016), la LDsg de I’amygdaline chez le rat est de 880 mg/kg de poids
corporel par voie orale (Park et al., 2013). Le mode d’action du cyanure est I’inhibition
compétitive contre I’O2 du cytochrome c oxydase as bloquant ainsi la phosphorylation
oxydative, ce qui provoque par conséquent une diminution de 1’utilisation de I’oxygene par les
tissus et une augmentation du metabolisme anaérobie. L’accumulation de cyanure peut
entrainer une augmentation de l'acide lactique, ce qui provoque une acidose métabolique donc
la perturbation des fonctions vitales des cellules. Chez I’homme, une intoxication au cyanure
peut se manifester par des symptomes tels que des nausées, de la fievre, une respiration
irréguliere, une perte de conscience, des convulsions et, dans les cas les plus graves, une

asphyxie et un coma (Abraham et al., 2016).
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2.1.9.6. Effets neurocytoprotecteurs des amandes améres des noix

d’abricot

Selon la littérature I’extrait des amandes amére des noix d’abricot présente une richesse en
flavonoides, fer, potassium, amygdaline et tocophérols qui sont des substances antioxydantes
agit comme des agents neuroprotecteurs efficaces (Li et al., 2016 ; Vahedi-Mazdabadi et al.,
2019). De plus, les résultats de Moeen et al. (2018) ont montré que ’extrait des amandes
ameres des noix d’abricot capable de réduire les effets toxiques des pesticides qui est montré
par une réduction des ERON et une augmentation significative de I’activité enzymatique de
CAT, SOD. D’autres travaux de Vanzour (2008) et Dajas (2003) ont montré que les amandes
ameres des noix d’abricot ont un effet neuroprotecteur grace a sa richesse en flavonoides et

polyphénols.
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Dextrait de P. armeniaca

3. Hépatotoxicité de THI aprés une exposition chronique chez le rat
adulte et bioactivité de D’extrait des amandes améres des noix

d’abricot Prunus armniaca L.

3.1. Généralité sur le foie

Le foie, également appelé glande hépatique, est un organe vital chez les vertébrés, situé dans
la partie supérieure droite de I'abdomen. Il joue un réle essentiel dans I'épuration des substances
absorbées par les intestins, la synthése de différentes molécules et le stockage de nutriments qui
peuvent étre utilisés comme source d'énergie par les cellules de tout le corps. De plus de ces
fonctions, le foie participe aux réactions immunitaires, au métabolisme de nombreux
médicaments et contribue a I'équilibre hormonal. Chez les humains, le foie est un organe unique
et asymetrique, occupant la région de I'hypocondre droit, la partie supérieure de la région
épigastrique et I'nypocondre gauche, représentant environ 2% du poids corporel avec une
moyenne d'environ 1500 grammes, donc est I’organe le plus volumineux des organes internes,
et le responsable d'un grand nombre de réactions chimiques dans l'organisme (Soltys et al.,
2010 ; Lucey et al., 2013). Le foie est irrigué principalement par ’artére hépatique et la veine
porte. Il est traversé par 1,4 litre de sang en moyenne a chaque minute. L’artere hépatique est
responsable de I’apport d’oxygene, tandis que la veine porte est responsable de 1’apport des
nutriments de I’intestin. Le retour veineux est assuré par les veines hépatiques, qui se jettent
ensuite dans la veine cave inférieure qui retourne au cceur (Dooley and Ten Dijke, 2012)
(Figure 18).
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Figure 18. Anatomie hépatique du foie (Trevisani et al., 2015).
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3.2. Cellules du foie (Figure 19)

Les hépatocytes ; représentent environ 80% des cellules de foie, mesurant entre 18 et
24 um de diametre, et ils contiennent un ou deux noyaux. Les hépatocytes sont des
cellules polarisées, ou elles ont une face exposée au sang qui est séparée par un
endothélium, et de l'autre coté, elles forment un réseau de canaux biliaires adjacents a
leurs membranes. Les hépatocytes jouent un role essentiel dans la détoxification de la
grande majorité des substances étrangeres (xénobiotiques) et le maintien de
I'hnoméostasie du foie. Rajouté a cala, les hépatocytes ont une fonction exocrine, qui
consiste a synthétiser et sécréter la bile dans les canalicules biliaires, et une fonction
endocrine, qui implique la synthése et la sécrétion de protéines plasmatiques qui sont
ensuite libérées dans les espaces de Disse. (Laperche, 2003 ; Laperche, 2007 ; Sokal
2009 ; Savary, 2014).

Les cellules non parenchymateuses qui sont les cellules épithéliales biliaires ou
cholangiocytes ; représentent environ 1% des cellules du parenchyme, elles sont
localisées dans les canaux biliaires et composent 1’épithélium qui les tapissent
(Benedetti et al., 1996 ; Savary, 2014). Et les cellules sinusoidales (endothéliales) qui
n'ont pas de lame basale, mais ont plutdt de nombreuses fenétres qui permettent le
passage de divers nutriments et d'autres molécules, elles représentent environ 20 % du
nombre total de cellules de la paroi d'un vaisseau sanguin (capillaire en forme de sinus)
et favorisent les échanges entre le milieu sanguin et les cellules hépatiques (Savary,
2014).

Les cellules fusiformes de Kupffer ; sont des macrophages présents dans le foie,
représentant environ 2% de la masse du tissu hépatique. Elles se trouvent dans les
sinusoides hépatiques et sont attachées aux structures sous-endothéliales grace a leurs
pseudopodes. Ces cellules jouent un role crucial dans la fonction immunitaire du foie.
Ou elles produisent des cytokines a la fois pro-inflammatoires et anti-inflammatoires, ce
qui leur entraine 1’élimination des diverses substances toxiques et de moduler la réponse
immunitaire dans le foie (Tsutsui and Nishiguchi, 2014 ; Wenfeng et al., 2014).

Les cellules étoilées ; également connues sous le nom de lipocytes, elles se trouvent
dans les espaces de Disse, ou elle situés entre les cellules sinusoidales et les hépatocytes.
Les lipocyts stockent les graisses, et aussi les vitamines. Ces cellules sont impliquées
dans la fibrogenese hépatique et impliquées dans les processus inflammatoires, elle

indiquent également la cirrhose hépatique (Blanc et al., 1997).
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Les cellules ovales partagent de nombreuses propriétés des hépatoblastes. Elles
possedent la capacité de se différencier en hépatocytes fonctionnels ou en cellules
biliaires, donc elles jouent un role dans le processus de régénération hépatique (Ding et
al., 2014).

Les lymphocytes et cellules dendritiques ; 1l y a environ de 10'° lymphocytes dans le
foie et plus précisément localisés le long des sinusoides. Ou le foie est le centre
d’importante réponse d’imminité innée et une partie des éléments impliqués dans la

réponse acquise (Parker and picut, 2005).

Vieine centrelobulare

Hépatocyte

Sinusoice
Canalicule tiliaire
Cellule de Kupfer

Branche de
'atére bepatique
Branche de

Ia veine pocte
Canal biliaire

Triade poctale

Figure 19. Les cellules de foie (Bessaguet and Desmouliere, 2021).

3.3. Les Fonctions du foie

Les principales fonctions du foie sont :

Le stockage et la répartition des nutriments issus de la digestion; Le foie
responsable du stockage des vitamines liposolubles (A, D, E et K), ainsi que du glucose
sous forme de glycogéne. De plus, le foie est l'organe clé dans la régulation de
I'hnoméostasie du cholestérol. Il assure également la synthese du cholestérol et des
acides gras endogenes (Trevisani and Garuti, 2015).

Métabolisme hépatique : le foie joue un rdle crucial dans I’équilibre énérgitique et le
métabolisme des glucides (néoglucogénése, glycogenese), des lipides (synthese des
acides biliaires et synthése des acides gras et des lipoprotéines, synthése et excrétion du
cholestérol et cetogenése 25-Hydroxylation de la vitamine D), et synthese des proteines

plasmatiques et de l'urée. Il est également responsable sur la biotransformation
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hormonales et degradation des hormones stéroidiennes et les hormones polypeptides)
(Marchall and Bangert, 2004 ; Rui, 2014).

e La dégradation des substances toxiques ; 1’organisme est sans cesse exposé a des
composés exogenes indésirables qu’il doit éliminer. Chez les mammiferes, le siege
majeur de la biotransformation des xénobiotiques est le foie, Le foie joue un role crucial
dans le processus de dégradation de I'hémoglobine, qui aboutit a la production de
bilirubine libre. Cette bilirubine est ensuite transportée vers la bile, ou elle est excrétée
dans les intestins. Les produits gras solubles sont également éliminés dans la bile et re-
entrent dans les intestins, pour étre excrétés dans les selles. Quant aux produits
hydrosolubles, ils sont réacheminés dans le sang, puis éliminés par les reins dans l'urine.
Ainsi, le foie joue un réle central dans la détoxification et I'élimination des substances
métaboliques et toxiques de l'organisme, assurant ainsi son bon fonctionnement (Zhou
and Lei, 2014 ; Njei et al., 2015 ; Tian and Singal, 2015). Le foie absorbe certains des
substances actives du médicament et les élimine également (Trevisani and Garuti,
2015) (figure 20).

D I Blood flow from portal vein to central vein

Da D Da D
Da )
D

Da

Kuptier cell

Figure 20. Les différentes voies de biotransformation et excrétion des xénobiotiques dans
I’hépatocyte (Almazroo et al., 2017).

(D et Da : sont 2 différents médicaments, M : métabolite, MG : métabolite glucuronide, enzymes
de phase 1: les cytochromes P450, enzymes de phase Il : les enzymes de conjugaison : les

glucuronyl-transférases). . MRP2 : The multi-drug resistance protein 2, MATEL: multidrug and toxin
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extrusion 1, MDR1 et MDR3: multidrug resistance genes class 1 et 3, BSEP: The bile salt
export pump, BCRP: Breast cancer resistance protein , OCT: Ornithine carbamoyltransferase,
NTCP: sodium ion/bile acid cotransporter, ABCGS : Sterol Transporter.

e La synthese de la plupart des protéines du sang : Les cellules hépatiques jouent un
role essentiel dans la synthese des protéines a partir des acides aminés provenant de la
digestion des protéines alimentaires. (Zhou and Lei, 2014 ; Njei et al., 2015 ; Tian
and Singal, 2015).

.

La production de la bile ; les cellules hépatiques sécrétent en permanence de la bile qui
est une liquide jaunatre contenant de la bilirubine, des acides biliaires (I'acide cholique
et l'acide chénodésoxycholique chez I’homme et les rats), du cholestérol, de la lécithine
et de nombreux autres composants (Zhou and Lei, 2014) (figure 21).
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Synthese Bibliographique Chapitre 3 : Hépatotoxicité de THI et bioacttivité de
DPextrait P. armeniaca

3.4.  Hépatotoxicite induite par le THI

Les travaux de Vivek and Jain (2020) ont enregistré une grande augmentation des
marqueurs hépatique (aspartate aminotransférase (AST), alanine aminotransférase (ALT),
bilirubine... etc) aprés I’exposition des rats au THI pendant 24h et 28 jours avec différentes les
doses (5 et 10%). De plus d’aprés 1’étude de Hendawi et al. (2011), I’administration orale de
THI a une dose de 22,5 mg / kg de poids corporel pendant 30 jours a induit une augmentation
significative dans D’activité des enzymes sériques liées aux lésions hépatiques : ALT et
phosphatase alcaline (ALP). Dans une autre étude montre que le traitement des rats avec
différentes doses de THI pendant 28 jours a entrainé une hépatomégalie, un carcinome
hépatocellulaire et une dégénérescence du cytoplasme (Alarcan et al., 2020). Selon les études
de Casida en 2011, Les métabolites desnitro, descyano et THI-oléfine (figure 6) ont des
puissances toxiques similaires a celui de la nicotine, de plus la méme référence montre que ces

métabolites ont une hépatotoxicité et hépatocarcinogenicité chez les souris.
3.5. Effets hépatocytoprotecteurs des phytosubstances

Les phytosubstances exercent des effets hépatoprotecteurs, ces effets ont souvent été attribués a
leurs propriétés antioxydantes et a leur capacité a améliorer le systeme de défense antioxydant
endogene. En raison de l'implication du stress oxydatif dans tous les mécanismes de Iésion
hépatique, donc ces phytosubstance qui possedent des propriétés antioxydantes peuvent jouer
un réle clé dans le mécanisme de leur activité hépatoprotectrice (Domitrovi¢ and Poto¢njak,
2016). Les travaux de Karabulut et al. (2014) et Dawod and Ahmed (2021) ont montré que le
traitement par les amandes ameres des noix d’abricot réduit 1'incidence des I€sions hépatiques et
amélioraient I'anomalie des hépatocytes. Ou la présence des flavonoides, des caroténoides, de
B-caroténe, des composés phénoliques et d'acides gras tels que l'acide oléique et I'acide
linoléique pourraient avoir des effets de piégeage des radicaux libres, et pourrait potentialiser de

leurs effets cyto-protecteurs (Ramadan et al., 2020).
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Partie éxpérimentale Chapitre 1 : Etude phytochimique de I’extrait hydroalcoolique
de P. armeniaca.

1. Etude phytochimique de P’extrait hydroalcoolique des amandes ameéres d’abricot

Prunus armeniaca L.
1. Matériels et Méthodes
1.1. Récolte et séchage du matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des amandes améres des noix d’abricot (Prunus armeniaca
L.), I’abricot est récolté dans la commune d’Ain-Elkhadra (la wilaya de M’sila) durant la
période allant du mois de mai 2019 jusqu’au mois de juillet 2019. L’identification de la plante a
été réalisée par le Pr. Bakdouche Farid, département de I’écologic et I’environnement,
université de Batna 2. Aprés la récolte des abricots, les noyaux ont été obtenus apres
dénoyautage puis les concasser pour obtenir ’amande, cette derniére est séchée a la température
ambiante et a I’abri de la lumiére, ensuite, elle est broyée finement a l'aide d'un broyeur
électrique jusqu'a I'obtention d'une poudre fine. Cette poudre est ensuite stockée dans des boites

hermétiquement fermées pour assurer sa conservation
1.1.1. Extraction

L’extraction se fait par macération selon la méthode de Minaiyan et al. (2014), ou une masse
de 30g de la poudre des amandes est macérées dans 90 mL d’éthanol aqueux (70:30) pendant
72 heures sous agitation continue. Le mélange est ensuite filtré sur une gaze puis sur papier
wattman (3 mm), le filtrat a été évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C (RE100-Pro,
DLAB Scientific Co., China) qui permet d’éliminer le solvant sous vide, les aliquotes obtenues
sont placées dans des boites de pétri puis sechées dans une étuve a 40°C jusqu’a I’obtention
d’un extrait sec (EXT), ce dernier est gratté et conservé a 4°C dans un flacon hermétiquement

fermé.
1.1.1. 1.Calcul de rendement

Le rendement (R%) en extrait brut sec est calculé comme suit :

m
R% = MXlOO

R% : rendement exprimé en %
m : masse de I’extrait sec exprimé par gramme

M : masse de la poudre végétale a traiter
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de P. armeniaca.

1.1.2. Criblage phytochimique de I’extrait hydroalcoolique

Polyphénols : Réaction au FeCls, ou quelques gouttes de perchlorure ferrique (FeCls)
(10%) sont ajoutées a 2 mL d’extrait, la formation d’un précipité noir-verdatre intense
fut le signe de la présence des polyphénols (rajeshwar and lalitha, 2013).

Flavonoides : Test de chlorure d'aluminium, ou quelques gouttes d’une solution d’AlCl3
(1%) sont ajoutées a 1ml filtrat, ’apparition d’une couleur jaune indique la présence des
flavonoides (Belfekih et al., 2017).

Tanins : la détection des tanins, consiste & mélanger 5 mL d'une infusion (5%) de la
poudre de la plante avec 1 mL d'une solution diluée a 1% de FeCI3 dans I'eau. Si une
coloration verdatre ou bleu-noiratre apparait, cela indique la présence de tanins
(Belfekih et al., 2017). Aussi, le test au NaOH 10% ; I’agitation de 0.4mL d'extrait avec
4mL de NaOH 10%, conduit a la formation d'une émulsion indiquant la présence des
tanins (Singh and Kumar, 2017).

Saponosides : dans un tube a essai on dissout quelques mg d’extrait dans I’eau distillée
et on agite vigoureusement pendant au moins 5 minutes. L’apparition d’une colonne de
mousse d’environ lcm et persistant au moins 15 minutes indique la présence de
saponosides (rajeshwar and lalitha, 2013).

Stéroides : SmL d’extrait est ajoutés a 5 mL d’anhydride acétique, la solution est
transférée dans un autre tube a essai, auquel on ajoute 0,5 mL d'acide sulfurique
concentré. Si une coloration violette apparait, qui évolue ensuite vers le bleu puis le
vert, cela indigue la présence de stéroides es (Harborne, 1998).

Polyterpénes et stérols; Réaction de Lieberman-Burchard, dans la quelle 1 mL
d'extrait est mélangé avec 0,5 mL d'anhydride acétique, suivi de I'ajout de 0,5 mL de
chloroforme. Aprés dissolution, la solution est transférée dans des tubes a essai auxquels
on ajoute 1 mL d'acide sulfurique concentré. Si un anneau rouge brunatre ou violet se
forme, avec une coloration de la couche supérieure de la solution devenant verte ou
violette, cela indique la présence de stérols et de polyterpénes. (Bruneton, 1999).
Anthocyanes ; ils sont révélés par ’addition de S5SmL d’acide sulfurique (10%) aux 5
mL d’infusé (5%) de la poudre de I’amande, Lorsque 5 mL d'une solution d'hydroxyde
d'ammonium dilué a 50%, une coloration rose rougeatre apparait en milieu acide, qui
vire ensuite au bleu violacé. Cette coloration indique la présence des anthocyanes
(Hadjaj, 2017). Un autre essai est possible par autre test, ou quelque mL d’extrait

mélangé avec d'H2SO4 a 10 % et de NH4sOH a 10 %, conduit a lI'apparition d'une couleur
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bleue en milieu basique, indiquant la présence des anthocyanes (Balamurugan et al.,
2019).

e Les Alcaloides ; Test de Mayer : quelques mL de filtrat sont en ajouter a 1-2 gouttes de
réactif de Mayer (Annexe 09). L'apparition d'un précipité blanc crémeux/jaune révéle la
présence des alcaloides (Auwal et al., 2014), aussi le test de Dragendroff (Annexe 11) :
quelques mL de filtrat sont en ajouter a 1-2 mL de réactifs de Dragendorff, conduisant a
I’apparition d’un précipité brun rougeatre (Silva et al., 2017).

e Les sucres réducteurs ; 1 mL de l'extrait est mélangé a 2 mL de liqueur de Fehling (1
mL de réactif A et 1 mL de réactif B). Le mélange est ensuite incubé dans un bain-marie
bouillant pendant 8 minutes. Si des composeés réducteurs sont présents, un précipité
rouge brique se forme, ce qui indique leur présence dans I'extrait (Raaman, 2006).

e Les Coumarines ; mélanger 5 mL d’extrait avec 0,5 mL de NH4OH (10%) et observer
sous UV a 366 nm, la fluorescence intense indique la présence de$s coumarines
(Balamurugan et al., 2019).

e Carbohydrates totaux ; Test de Molish : 2 mL d’extrait mélanger avec 2 gouttes d'a-
naphtol alcoolique, on ajoute 1ImL de H2SOa4 concentré, I’apparition d’un anneau violet
indique la présence des carbohydrates (Singh and Kumar, 2017).

e Les protéines et les acides aminés ; Test de Biuret : mélanger 2mL d’extrait avec 1
goutte de sulfate de cuivre a 2% et 1 mL d'éthanol a 95% et des pastilles de KOH,
conduit a ’apparition de couleur rose indiquant la présence des protéines (Silva et al.,
2017).

e La tyrosine ; Test xanthoprotéique : ajouter quelques gouttes d'acide nitrique concentré
a un extrait. La présence d’un couleur jaune indiquant la présence des tyrosine (Tiwari
et al., 2011).

e Les lignines ; Test au furfural : mélanger quelque mL d’extrait avec une solution de
furfural a 2%, une couleur rouge indique la présence des lignines (Sheel et al., 2014).

e Les quinones; Test KOH alcoolique ; 1 mL d'extrait mélanger avec quelques mL
d'hydroxyde de potassium alcoolique, I’apparition de couleur rouge a bleue révélle la

présence de quinones (Kumar et al., 2013).

1.1.3. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoliques totaux a été réalisée en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965). Cette méthode repose sur la réduction des réactifs

phosphotungstique et phosphomolybdique du réactif de Folin-Ciocalteu par les groupements
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réducteurs des composes phénoliques en milieu alcalin, ce qui entraine la formation d'un
produit de réduction de couleur bleue. Ce produit présente une absorption maximale a 765 nm
(Achat, 2013). Le dosage des polyphénols a été effectué selon la méthode de Wong et al.
(2006). Dans cette méthode, 200 pL de I'extrait ont €été ajoutés a 1000 pL du réactif de Folin-
Ciocalteu (10%). Aprés 4 minutes, 800 pL de solution aqueuse de bicarbonate de sodium (10%)
ont été ajoutés au mélange réactionnel. Aprés 2 heures d'incubation a température ambiante et
dans Il'obscurité, I'absorbance a été mesurée a 765 nm. Une courbe d'étalonnage a été établie en
utilisant de I'acide gallique avec une gamme de concentrations de 0 & 100 pg/mL. Les résultats
sont exprimés en microgrammes d'équivalent d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug
EAG/mg d'extrait) (Boizot and charpentier, 2006).

1.1.4. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
décrite par Bahorun (1996). Ou les flavonoides donnent des complexes de couleur jaune avec
le chlorure d’aluminium, I’intensité de la couleur de ces complexes est mesurable a 430 nm.
Brievement, 1 mL d'extrait est ajouté a 1 mL d'une solution d'AICI3 (2%) préparée dans le
méthanol. Apres une incubation de 10 minutes, l'absorbance est mesurée a 430 nm. La
concentration en flavonoides est déterminée en utilisant une gamme d'étalonnage établie avec
de la quercétine dans une plage de concentrations de 2,5 a 40 pg/mL. Les résultats sont
exprimeés en microgrammes d'équivalent de quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg
d'extrait) (Donzo et al., 2015).

1.1.5. Dosage des tannins totaux

Le dosage des tannins totaux a été effectué en utilisant le réactif de Folin-ciocalteu par la
méthode décrite par Schanderl (1970). La méthode utilisée repose sur la réduction de l'acide
phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin en présence de tannins. Cette réaction
conduit a la formation d'un complexe se couleur bleu qui peut étre mesuré a une longueur
d'onde de 760 nm. En bref, le milieu réactionnel contient 1mL d’extrait hydroalcoolique des
amandes ameres d’abricot de différents concentration mélanger avec 1.25 mL de réactifs folin
ciocalteau et 2.5 mL de la solution aqueuse de bicarbonate de sodium (10%), apres 30 minutes
d’incubation a température ambiante et a ’obscurité, I’absorbance est mesurée a 760 nm. La
solution de catéchine est utilisée comme solution standard avec une gamme de (0.5-2.5mg /mL)
(Chanwitheesuk et al., 2005).
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1.1.6. Dosage des protéines totales

La méthode de Bradford (1976) a été employée pour estimer la quantité de protéines
présentes dans l'extrait. Pour cela, 100 L de I'extrait ont été mélangés avec 2 mL du réactif de
Bradford (Annexe 10). Ensuite, I'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 595 nm
contre un blanc. Une gamme d'étalonnage de 0.1 a 2 mg/mL a été préparée en utilisant le sérum
albumine bovine (BSA) dans de l'eau distillée. Les résultats obtenus ont été exprimés en

milligrammes de protéines par gramme d'extrait.
1.1.7. Dosage des sucres solubles totaux

Les sucres solubles totaux ont été quantifiés en utilisant la méthode décrite par Dubois et al.
(1956). Pour cela, 1 mL d'extrait a été mélangé avec 1 mL de phénol & 5% et 5 mL d'acide
sulfurique concentré. Ensuite, I'absorbance a eté mesurée a une longueur d'onde de 490 nm en
utilisant un spectrophotométre UV/VIS. Le D-Glucose a éte utilisé comme étalon de référence
pour etablir une courbe d'étalonnage. Les résultats obtenus ont été exprimés en milligrammes de

sucres solubles totaux par gramme de poids sec de I'extrait.
1.1.8. Analyse par infrarouge

Le spectre d’absorption IR en phase solide a été enregistré avec le spectrométre infrarouge
JASCO FT/IR-4200 X, le domaine de fréquences étudiées est compris entre 4000 et 400 cm™,
ce domaine de fréquence permet la caractérisation des différents groupes fonctionnels dans cet
extrait. Briévement, des pastilles ont été préparées d’abord en mélangeant la poudre de I’extrait
hydroalcoolique (0.1 a 1%) avec du bromure de potassium (KBr), ’acquisition des spectres de
I’extrait est assurée par un ordinateur incorporé au spectrométre infrarouge (Ameera et al.,

2015).

1.1.9. Identification des différents composés de D’extrait hydroalcoolique par

HPLC-DAD

L’HPLC est un moyen simple pour identifier et quantifier les différents métabolites d’un extrait.
Dans cette partie, les différents composés dans I’échantillon testé ont été analysés par le systéme
HPLC-DAD (SHUMADZU), un modéle : CTO-20A Enable Oven avec SIL-20ACXR Enable
Autosampler, un modéle de colonne a phase inversée Hypersil Gold (Ultra C18, ID de colonne :
250 x 4,6 mm) et un modele de détecteur a matrice de diodes SPD-M20A. Le débit a été
maintenu constant tout au long de ’analyse a 1mL/ min et le volume d’injection était de 10 pL.
Les conditions de fonctionnement étaient les suivantes : le solvant A (acide acétique a 1 %/ eau

ultra-pure) et le solvant B acétonitrile, avec le gradient suivant : 10 % du solvant B de 0.01 a 55
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min donc avec 90% de solvant A, ensuite 100 % B de 55 a 65 min avec 0% de solvant A, 10 %
B de 65 a 75 min et de 90% de solvant A.

La colonne a été maintenue a 30°C et la détection UV-Visible a été enregistrée dans I’intervalle
de longueur d’onde entre 190-800 nm. Les composés d’extrait ont été identifiés en comparant le
temps de rétention des spectrogrammes des échantillons avec les valeurs des standards utilisés
(Laghari et al., 2011).

1.1.10. Evaluation du pouvoir antioxydant
1.1.10.1. Test au DPPH

Ce test repose sur la capacité¢ des composés présents dans l'extrait a réduire le radical DPPHe
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) de couleur violette en DPPHH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine) de couleur jaune. Cette réduction est le résultat de l'interaction entre les
piégeurs de radicaux libres présents dans l'extrait et le radical DPPHe (Markowicz Bastos et
al., 2007 ; Massaro et al., 2016), la procédure de ce test est décrite par Huang et al. (2016).
Un volume de 500 pL d'extrait a différentes concentrations a été melangés avec 2 mL d'une
solution méthanolique fraichement préparée de DPPH (0,04 g/L). Un contrdle négatif a
également éte préparé en meélangeant 500 pL de méthanol avec 2 mL de la solution
méthanolique de DPPH. Aprés une incubation a l'obscurité pendant 60 minutes a température
ambiante, les absorbances ont été mesurées a 515 nm par rapport a un blanc.

Les résultats peuvent étre exprimés en IC50 qui indique la concentration d'antioxydants
nécessaire pour neutraliser 50% du radical libre dans le milieu , et en pourcentage d'inhibition
des radicaux libres (I %), ce qui représente l'activité anti-radicalaire. Cette valeur d'inhibition
est calculée a l'aide de la formule suivante:

Abs Control négatif — Abs Echantillon
(19 = - X 100)
Abs Control négatif

Abs Echantillon : Absorbnce de I’extrait

Abs control négatif : absorbance de control négatif

1.1.10.2. Test de blanchiment du p-caroténe

Le protocole utilisé dans ce test est décrit par Kartal et al. (2007). Cette activité quantifier
l'inhibition de la dégradation oxydative du B-caroténe par les produits d'oxydation de l'acide
linoléique. Pour cela, nous avons préparé une émulsion de B-caroteéne/acide linoléique en
solubilisant 0,5 mg de B-caroténe dans 1 mL de chloroforme, puis en ajoutant 25 pL d'acide

linoléique et 200 mg de tween 40. Le chloroforme a été évaporé complétement a l'aide d'un
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rotavapor a 40°C, puis 100 mL d'eau oxygénée ont été ajoutés et le mélange réactionnel a été
agité vigoureusement. Ensuite, 500 pL de solution d'extrait ou d'antioxydant de référence
(vitamine E solubilisée dans le méthanol) a étét ajouté a 2,5 mL du milieu réactionnel
précédent. Un contrdle négatif contenant 0,5 mL de méthanol a la place de l'essai ou un témoin
positif ont été réalisés en paralléle. L'absorbance a été mesurée a 490 nm a intervalles réguliers
pendant 48 heures a température ambiante. L'activité antioxydante relative de I'extrait (AAR %)

a été calculée selon la formule suivante:

AAR% = Abs t: 48 h (échantillion) X100
°~ "Abs t: 48 h (Vitamine E)

Abs t : 48 h échantillon : Absorbnce de I’extrait aprés 48heure d’incubation
Abs t : 48 h Vitamine E : Absorbnce de la vitamine E aprés 48heure d’incubation

1.1.10.3. Pouvoir réducteur (PR).

Le potentiel réducteur a été estimé d’aprés la méthode d’Oyaizu (1986) avec une légere
modification. Dans cette méthode, nous avons ajouté 40 uL. de tampon phosphate (0,2 M, pH
6,6) et 50 pL. de K3Felll (1 %) a 10 puL de solutions d'extrait a différentes concentrations. Le
mélange a été incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis 50 pL. de TCA (10 %) ont été ajoutés
avec 40 pL d'eau distillée et 10 pL de FeCl3 (0,1 %). L'absorbance a été mesurée a 700 nm par
rapport a un blanc. L'acide ascorbique a été utilisé comme contrdle positif. Les résultats peuvent
étre exprimés en EC50 (concentrations effectives a la densité optique 0,5), ce qui permet de

calculer la concentration de I'extrait nécessaire pour réduire de 50 % les radicaux Fe+3,
1.1.10.4. Test au phosphomolybdate (capacité antioxydante totale)

L’¢évaluation de la capacité antioxydante totale a été réalisée par la méthode de Prieto et al.
(1999), Dans cette méthode, nous avons mélangé 0,1 mL d'extrait de différentes concentrations
avec 1 mL d'une solution de réactif molybdate contenant de l'acide sulfurique 0,6 M, du
phosphate de sodium 28 mM et du molybdate d'ammonium 4 mM. Les tubes ont été incubés a
95°C pendant 90 minutes dans un bain-marie. Apres refroidissement des tubes, I'absorbance a
été mesuré a 695 nm par rapport a un blanc préparé dans les mémes conditions. La capacité

antioxydante totale a été exprimée en pg d'équivalent acide ascorbique par mg d'extrait.
1.1.11. Activité hémostatique

Ce test est basé sur la mesurer le temps de coagulation du plasma décalcifié apres

recalcification (Brummel et al., 2002). Le test a eté réalisé in vitro sur le plasma sanguin d’un
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adulte sain, ou le sang a été prélevé sur un tube contenant une solution tampon de citrate de
sodium NazClsHsO7 a 3.2%. Le tube a été ensuite centrifugé a 2057 g pendant 15 min pour
récupérer le plasma, puis 200 puL de ce plasma ont été placés dans des tubes avec 200 pL
d’extrait des amandes ameéres des noix d’abricot a différentes concentrations (1, 2, 5 et
10mg/mL). Un autre tube a essai vide a servi de témoin qui n’a recu aucune concentration
d’extrait. Les tubes sont maintenus dans un bain marie a 37°C pendant 5min, un volume de 200
uL de chlorure de calcium (CaClz 0.025 M) a été ajouté dans chaque tube et le chronométre a
¢té déclenché extemporanément jusqu’a 1’observation d’un caillot tout en notant le temps de

coagulation pour les tubes de chaque dose.

1.1.12. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire
1.1.12.1. Effets de la stabilisation des membranes plasmiques

L’effet de I’extrait hydroalcooliqgue des amandes améres des noix d’abricot (EXT) sur la
stabilisation des membranes plasmiques a été déterminé avec des érythrocytes humains en
suivant la méthode développée par Shinde et al. (1989) avec des légéres modifications, nous
avons utilis¢ les méthodes d’hémolyse érythrocytaire induite par une solution hypotonique et
par la chaleur. Brievement, 5 mL du sang humain ont été recueillis et transférés dans des tubes
contenant de 'EDTA. Les tubes ont ensuite été centrifugés a 1430 g pendant 10 minutes, puis le
surnageant a été retiré et les globules rouges ont été lavés trois fois avec une solution saline
normale (NaCl 0,9%). Le volume de sang a été mesuré et reconstitué en une suspension de 40%

en utilisant une solution tampon isotonique au pH de 7.4 (0.1 M).
Hémolyse induite par hypotonie

Pour induire ’hémolyse par hypotonie, quatre séries de tubes ont été préparées :

e Sériel : constituée de quatre tubes de 5 mL contenant 200 pg/ml d’extrait
(solubilisés dans une solution saline pour les deux premiers tubes et dans 1’cau
distillée pour les deux autres tubes).

e Seérie 2: constituée de quatre tubes de 5 mL contenant 400 pug / mL d’extrait
(solubilisés dans une solution saline pour les deux premiers tubes et dans I’eau
distillée pour les deux autres tubes).

e Seérie 3: constituée de quatre tubes de 5 mL contenant 200 ug/ mL de
I’indométacine (solubilisés dans une solution saline isotonique pour les deux

premiers tubes et deux autres contenant I’eau distillée).
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e Série 4 : constituée de quatre tubes de 5 mL (deux tubes contenants une solution
saline isotonique et deux autres contenants I’eau distillée) comme contrdle
negatif.

0.1mL de la suspension érythrocytaire a été ajoutée a chaque tube, les tubes ont été
incubés pendant 1 heure a température ambiante. Ensuite, une centrifugation a 1430 g
pendant 5 minutes a été effectuée. L'absorbance du surnageant a été mesurée a une
longueur d'onde de 540 nm. Le pourcentage d'inhibition de I'hémolyse a été calculé en
utilisant la formule suivante :

(Abs2 — Abs1)

Inhibition de 'hémolyse (%) =1 — (Abs3 — AbsD) X100

Absl : I’absorbance de 1’échantillon testé dans une solution isotonique.
Abs?2 : I’absorbance de I’échantillon testé dans une solution hypotonique.
Abs3 : I’absorbance de I’échantillon témoin en solution hypotonique.

Hémolyse induite par la chaleur
Pour induire ’hémolyse par la chaleur, nous avons préparé quatre séries de tubes :
e Série 1: constituée de quatre tubes de 5 mL contenant 200 pg / mL d’extrait
prépares dans une solution saline isotonique.
e Série 2: constituée de quatre tubes de 5mL contenant 400 pg / mL d’extrait
prépares dans une solution saline isotonique.
e Série 3: constituée de quatre tubes de 5 mL contenant 200 pg/ mL de
I’indométacine dans une solution saline isotonique.
e Série 4: constituée de quatre tubes de 5 mL contenant une solution saline
isotonique.
Une suspension d’érythrocyte de 0.1 mL a été ajoutée a tous les tubes de chaque série.
Une paire de chaque série a été incubée a 54 °C pendant 20 min. L’autre paire a été
refroidie a -10°C pendant 20 min, puis les tubes centrifugés a 160 g pendant 5 min et les

absorbances ont été mesurées a 540 nm.
Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse a été calculé comme suit :

Inhibition dhémolyse (%) = 1 — aroe — DSl 416
nhibition d’hémolyse (%) = [Abs3 — Abs1]

Absl : Absorbance de I’échantillon d’essai non chauffé.
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ADbs2 : Absorbance de I’échantillon d’essai chauffé.
Abs3 : Absorbance de 1’échantillon de controle.
1.1.12.2. Inhibition de la denaturation de I’albumine

L'effet protecteur de PEXT contre la dénaturation induite par la chaleur de BSA a été évalué in
vitro selon la méthode de Sakat et al. (2009) mais en remplagant I'aloumine bovine par
l'albumine d'ceuf (Chandra et al., 2012). En utilisant le médicament anti-inflammatoire non
stéroidien Diclofénac de sodium qui a été utilisé comme référence pour comparer les résultats
de I'extrait. Brievement, 1 mL de différentes concentrations de l'extrait/médicament standard :
Diclofénac sodique (400 et 600 pg/mL) a été mélangés avec un 1 mL de solution d'albumine
d'ceuf, puis ils ont été incubés a 27°C pendant 5 minutes. Apres ces étapes, la solution
réactionnelle a été soumise pendant 10 min a une température de 60°C dans un bain-marie,
aprées refroidissement ; la turbidité a été mesurée a A = 660 nm par spectrophotometre, ou le

pourcentage d'inhibition de la dénaturation de lI'albumine est calculé selon la formule suivante :

Abs1
(%)Inhibition de la dénaturation = 100 — [m] X100

Abs 0 : est I'absorbance de I'¢échantillon/étalon.
Abs 1 : est I'absorbance de la solution de contréle.

1.1.13. L’activité antibactérienne

La sensibilité des souches bactériennes aux extraits de plantes a été évaluée en utilisant la
méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette méthode consiste a imbiber des disques de papier
Whatman n°1 d'un diametre de 6 mm avec les extraits a tester, préalablement dilués dans de
I'eau distillée stérile. Différentes concentrations de l'extrait ont été obtenues en réalisant une
dilution en série de la solution mere (20 mg/mL). Des disques imbibés de céfotaxime ont été
utilisés comme contréle négatif, tandis que des disques imbibés d'oxacilline ont été utilisés
comme contrble positif. Ensuite, les disques imprégnés d'extrait ont été déposés a la surface
d'une gélose Muller-Hinton préalablement ensemencée avec une suspension microbienne. Trois
souches bactériennes de référence ont été utilisées : Escherichia coli (ATCC25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Les boites
de Pétri ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures. L'apparition ou non d'une zone d'inhibition
a été observée, et les diamétres de ces zones ont été mesurés conformément au protocole décrit

par Choi et al. (2006). les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été obtenues a
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partir de prélevements effectués au laboratoire de Microbiologie du Centre Hospitalier
Universitaire de Batna (CHU).

1.1.14. Etude statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de moyenne + écart-type, en réalisant trois
répétitions pour chaque parametre expérimentale. Pour une meilleure visualisation des résultats,
les données ont été représentées sous forme des graphes et histogrammes en utilisant le logiciel
Microsoft Excel 2016. L'analyse statistique des données a été effectuée a l'aide du logiciel
XLSTAT 2014.5.03, qui a permis de réaliser des tests statistiques appropriés pour évaluer la
significativité des différences entre les groupes expérimentaux. La signification de différence
entre le standards et 'EXT, en utilisant le test ANOVA one way suivie par le test tukey, et le

test student ou le résultat de comparaison exprimés comme suivant ;

ns p > 0,05 = la différence non 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 trés hautement significative

2. Résultats

2.1. Extraction

Les résultats obtenus montrent un rendement de 20.26 % en EXT en fonction de la matiére

séche.
2.1.1. Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques élaborés ont révélé la présence de plusieurs groupes de métabolites
secondaires, qui sont les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les stérols et les polyterpenes,
des sucres réducteurs et les protéines avec quelques traces des alcaloides. Toutefois, on note
I’absence des stéroides, des saponosides, des anthocyanes, des tyrosines, des quinones et

lignines (tableau 2).
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Tableau 2. Résultats de la caractérisation des groupes chimiques dans I’extrait hydroalcoolique

des amandes améres des noix d’abricot P. armeniaca L.

_ FeClz (1%) / 10% NaOH test  +
_ Test de Mousse -

Test de Dragendroft’s / test *
_ Test de Biuret +
_ Test de Fehling’s ++
_ Test de Xanthoproteines -
_ Test de KOH alcoolique -
_ Test de Furfuraldehydes -

Reaction de Liberman +
_ Ammonium hydroxide -

stéroides -

2.1.2. Dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins

La teneur de l’extrait en polyphénols totaux a été réalisée en se référant a la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique (y= 0.0109, R?= 0.997) (Annexe 02). Cette teneur est
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exprimée en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/ mg

Ex). Tout le contenu phénolique dans I’extrait examiné est autour de 48.8 pg EAG/mg d’extrait.

Les résultats de dosage des flavonoides ont été calculés en utilisant la quercétine comme étalon
(y=0.0368, R?=0.999) (Annexe 03), Cette teneur en flavonoides est exprimée en pug EQ/ mg
d’extrait. Les résultats de ce dosage montrent que la teneur en flavonoides de 1’extrait de noix
d’abricot amére est de 8.07 pg EQ/ mg extrait, concernant les tanins en utilisant la catéchine
comme étalon (y=1.552, R?=0.997) (Annexe 04), la teneur d’extrait en tanins est exprimée en
Hg E catéchine/ mg extrait, ou nos resultats montrent une teneur de 85.66 pg E catéchine/ mg
Extrait (tableau 3).

Tableau 3. La teneur en polyphénols et flavonoides et tanins dans 1’extrait hydroalcoolique des

amandes ameéres des noix d’abricot P. armeniaca L.

_ 48.8 £ 0.02 8.07 + 0.001 85.66 + 0.04

2.1.3. Dosage des sucres totaux et des protéines

Les résultats de cette étude montrent que ’EXT présente une quantité modeste en sucres et
protéines, ou nous avons enregistré une teneur en sucre de 0.061 + 0.88 mg D-glucose/ ¢
d’extrait ( Annexe 06), et en teneur en protéine de 164.65 + 1.12 mg/g d’extrait (Tableau 4).

Tableau 4. La teneur en sucre et protéines dans dans I’extrait hydroalcoolique des amandes

ameres des noix d’abricot P. armeniaca L.

164.65 + 1.12
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2.1.4. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La FTIR a été utilisée pour identifier les groupes fonctionnels présents dans I'‘échantillon. Les

résultats sont présentés dans la figure (22) et le tableau (5), dans ce spectre :

1. Une bande d'intensité moyenne centrée a 3440 cm-1 a été attribuée aux vibrations OH des

composés hydroxylés tels que le glucose, polyphénols, flavonoides,...

2. Des bandes correspondant aux vibrations CH du cycle aromatique sont observées dans le
spectre de la région 2800-3000 cm-1 indiquant qu'il existe des composés aromatiques tels que
des peptides aromatiques et des cycles de sucre pyranosidiques qui présentent de fortes bandes
dans ces régions d'empreintes digitales. Les bandes aliphatiques =C—H s'étirent a 3008 cm-1,

correspondant & la graisse.

3. La bande a 1748 cm? est attribuée a la bande d'‘étirement carbonyle des esters de
triacylglycerides (C=0) par exemple
4. La bande a 2116 cm™? (étirement C=N du groupement nitrile), cette bande est spécifique du

potentiel cyanogénique (Micklander et al., 2002).

5. Des bandes moins intenses et moins spécifiques et distinctes du cycle aromatique sont
également observées dans la région de 1238 a 918 cm-1 ou les vibrations de flexion C-H hors

du plan du cycle aromatique produisent des bandes.
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Figure 22. Spectre FTIR de l'extrait hydroalcoolique des amandes améres des noix d’abricot

Prunus armeniaca L

Tableau 5. Fréquences FTIR et leurs affectations maximales pour les spectres de I'extrait des

amandes ameéres des noix d’abricot Prunus armeniaca L.

Valeurs de Pics

1 3440
2 3008
3 2926
4 2856

O-H Elongation

=C-H Elongation

C-H (CH>) Aromatique
Symmetrique

Elongation

C-H (CHy) Aliphatique
Asymmetrique

Elongation

Origine de pics
Groupe OH
"polymérique™ normal
(glucose, groupement
alcool et composes
hydroxylés)
Cycle aromatique
Groupe alcane/alkyle
aliphatique saturé
fréquences ( acides
gras dans les
triacylglycérides)
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Groupe nitryle
(Glycosides
cyanogeniques)
esters de triglycérides
Alkalin
Composes nitres
aromatiques
(composés hétéro-oxy
simples)
Phénol (composeés
hydroxylés)

Carboxylates (Sels
d'acide carboxylique);

Fréquences des
groupes de composés
carbonylés
Ethers aromatiques
esters de triglycérides
Amide primaire
(étirement CN)
Phosphates
aliphatiques (étirement
P-O-C) regroupés sous
de simples composes
hétéro-oxy
Aromatic C-H

11 1238 C-O
12 1168 C-O
13 1098

Elongation
Elongation

14 918

15 722 -(CH2)- Angular

deformation

2.1.5. Identification des différents composés de D’extrait hydroalcoolique par

HPLC-DAD

L'identification et la quantification des substances présentes dans les extraits sont réalisées en
comparant les temps de rétention des pics des étalons de référence avec ceux obtenus lors de
I'analyse de I'extrait, Les profils chromatographiques de I'EXTsont représentés par la figure (23),
tandis que les résultats des analyses qualitatives sont donnés dans le tableau (6). Les résultats
montrent que l’extrait contient : ’acide caf€ique, 1’acide gallique, I’acide vanillique, I’acide
tannique, catéchine, quercitine, genistein, gossypine, naringine, rutine, sylimarine, amygdaline,
dimethoxyflavone. Notons qu’au cours de nos analyses tous les composés n’ont pas été identifiés

est a cause de manque des étalons adéquats.
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Tableau 6. Pics d’HPLC-DAD et leur temps de rétention pour 1’extrait des amandes améres des

noix d’abricot P.armenica L. et les différents standards

1 Acide tannique 2.82 2.89
2 Acide gallique 3.77 3.72
3 Acide caféique 11.07 11.02
4 Acide vanillique 1.80 1.85
5 Catéchine 9.19 9.23
6 Genistein 3.52 3.49
7 Gossypine 2.56 2.62
8 Naringin 15.25 15.27
9 Quercétine 21.80 21.84
10 Rutine 13.57 13.63
11 Sylimarine 18.60 18.66
12 Amygdaline 10.50 10.43
13 Dimethoxyflavone 14.29 14.32
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Figure 23. Pics d’HPLC-DAD pour ’extrait hydroalcoolique des amandes ameres des noix

d’abricot P.armeniaca L.
2.1.6. Activité antioxydante

Quatre méthodes ont été utilisees dans cette étude pour évaluer lactivité antioxydante de
I'extrait. Ces méthodes comprennent le test de piégeage du radical libre DPPH, le test de
réduction du fer, le test de blanchiment du B-carotene et le test au phosphomolybdate (capacité

antioxydante totale).

1. Test au DPPH
Les valeurs d’IC50 correspondent a la concentration d'antioxydants (I’EXT, acide ascorbique),
qui indique la concentration nécessaire pour neutraliser 50% du radical libre dans le milieu.
Une valeur d'IC50 plus basse indique une activité antiradicalaire plus élevée pour un composé

donné.

Le potentiel antiradicalaire de ’extrait testé a été inférieur a celui de I’acide ascorbique (figure
24) dont I’'IC50 est de ’ordre de 39.53+1.19 pg/mL, tandis que I’IC50 de EXT a été estimé a
169.90 + 4.40 pg/mL qui est plus élevée en comparaison avec celle de 1’acide ascorbique

(figure 25).
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Figure 24. Activité antiradicalaire de I'extrait hydroalcoolique des amandes ameres des noix
d’abricot P. armeniaca L. et de I’acide ascorbique. Les valeurs sont les moyennes de trois

mesures.
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Figure 25. Variation des IC50 de I'EXT, ***P < 0.001 le résultat est tres hautement

significative en comparaisons avec le standard chimique acide ascorbique par le test de student.
2.1.6.1. Test de blanchiment du p-carotene

La méthode de blanchissement du B-caroténe a été utilisée pour I’évaluation de pouvoir anti-
peroxydation lipidique de ’EXT. La cinétique du blanchissement du -caroténe, en présence de

IEXT et de la vitamine E est représentée dans la figure (26). La dimiution de 1’absorbance
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dans le temps indique la capacité¢ de 'EXT a ralentir la vitesse de I’oxydation des lipides, ce qui
représente dans les courbes de cinétique de décoloration du B-caroténe obtenues. Selon les
résultats 'EXT a présenté une activité inhibitrice de ’oxydation du -carotene avec un taux de
67.22%, en comparaison avec la vitamine E qui montre un pourcentage d’inhibition égale

100%.
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Figure 26. Cinétique de blanchiment du B-carotene a 490 nm en absence et en presence de

I’EXT et de la vitamine E. Les valeurs sont les moyennes de trois mesures.

2.163. PR

Les résultats de l'activité réductrice de 'EXT et de I'acide ascorbique sont présentés dans la
figure (27). Les antioxydants réducteurs présents dans I'EXT et l'acide ascorbique induisent la
transformation de l'ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+) dans le complexe K3Fe(CN)6 en
fournissant des électrons. L’EXT a montré une mosdeste activité réductrice et nettement
inférieure a I’acide ascorbique, ou la concentration effectrices (EC50) de cette extrait est
significativement élevée par rapport a celle de 1’acide ascorbique (EC50 extrait= 325.51 +

15.68 pg /mL, EC50 acide ascorbique = 188.59+ 4.68 pg/mL) (figure 28)
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Figure 27. Pouvoir réducteur de ’EXT et de la vitamine C. Les valeurs sont les moyennes de

trois mesures.
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Figure 28. Concentrations effectrices (EC50) de 1’extrait hydrooalcoolique et de I’acide
ascorbique. *P < 0.05 le résultat est significative Comparaisons avec le standard chimique acide

ascorbique par un test de student.

2.1.6.4. Test au phosphomolybdate (capacité antioxydante totale)

L’activité du phosphomolybdate évalue la capacité antioxydante des composés hydrosoluble et

liposoluble, cette activité augmente avec I’augmentation de la concentration de I’extrait. Les
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résultats de cette étude ont été exprimés en ug équivalent acide ascorbique par mg d'extrait
(Shailaja, 2019), notre 'EXT montre une activité antioxydante totale de 58.55 + 0.01 pg
Vitamine C/mg d'extrait (figure 29). Concernant la courbe de vitamine C (y=0.8337+0.0988 ;
R?=0.987) (Annexe08)
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Figure 29. Activité antioxydante totale de 'EXT et de la vitamine E en utilisant le test de

phosphomolybdate. Les valeurs sont des moyennes de trois mesures.

2.1.7. L’activité hémostatique

La coagulation est un processus aboutissent a la formation de caillots sanguins, elle repose sur
des protéines de coagulation, ces derniéres réagissent dans une cascade complexe qui forme des
fibres de fibrine insoluble (Davie, 1986). La figure (30) présente les résultats de 1’activité

hémostatique in vitro de I'EXT.

Les résultats de cette activité hémostatique montrent une augmentation du temps de coagulation
du plasma en fonction de la concentration de I’extrait (29.94 + 0.63s, 37.06 + 0.80s, 49.13 +
0.72s et 67.84 + 0.99s) pour les concentrations 10uL, 50uL, 100uL et 200uL respectivement,
par rapport au témoin (10.15 + 0.08s).
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Figure 29. L'augmentation du temps de coagulation du plasma avec la croissance des doses de
I’EXT. Les valeurs sont des moyennes = SD, la valeur p a été détectée par rapport au controle.
La différence est significative (*) 0,05 > p > 0,01 ; **p < 0,01 : est hautement significatif. (ns)

la différence est non significative.
2.1.8. L’activité anti-inflammatoire
2.1.8.1. Effets sur la stabilisation des membranes plasmiques

Les résultats de la stabilisation de la membrane des érythrocytes testée par la chaleur et

hypotonie en présence de I'EXT, comparés a ceux obtenus avec I’indométacine sont présentés

dans les figures (31, 32).

Dans cette étude, nous avons trouvé que ’EXT pourrait avoir également la méme activité
inhibitrice d’hémolyse des membranes plasmique érythrocytaires contre la chaleur avec un effet
de 78.80 £ 0.23 % pour I’extrait a 200 pg/mL et 84.70 £ 2.40 % pour ’extrait a 400 pg/mL et
inhibe aussi ’hémolyse induite par I’hypotonicité avec un effet de 63.40 £ 1.69 % pour I’extrait
a 200 pg/mL et 84.40 + 2.26 % pour I’extrait a 400 pg/mL. Par contre I’indométacine a 200
pg/mL a inhibé ’hémolyse induite par la chaleur avec un effet de 74.99 = 0.02 % et celle
provoquée par I’hypotonicité avec un effet de 55.75 + 0.41 %.
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Figure 30. Activité inhibitrice d’hémolyse induite par la chaleur de I’EXT. Les valeurs sont des
moyennes + SD, la valeur p a été détectée par rapport au médicament de référence. La
différence est significative (*) 0,05 > p > 0,01 ; (ns) la différence est non significative.
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Figure 31. Activité inhibitrice d’hémolyse induite par 'hypotonie de ’EXT. Les valeurs sont
des moyennes + SD, la valeur p a été détectée par rapport au médicament de référence. La

différence est significative (*) 0,05 >p > 0,01 ; **» <0,01 : est hautement significatif.

2.1.8.2. Inhibition de la dénaturation de I’albumine

L’¢étude de I’effet de 'EXT sur la dénaturation de I’albumine en comparaison avec un control

positif qui est le Diclofénac de sodium. L’EXTa révélé une inhibition maximale de 76.03 £ 1.20
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% observée a 600 ng/mL, tandis que le Diclofénac a montré un pourcentage de 86.94 + 0.93%
pour la méme concentration, et 59.70 £ 2.59 % et 74.97+ 0 .089 % pour ’EXT et le Diclofénac
respectivement pour une concentration de 400pg/mL (figure 33).
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Figure 32. Potentiel d'inhibition de la dénaturation des protéines de ’EXT. Les valeurs sont des
moyennes = SD, la valeur p a été détectée par rapport au médicament de référence. La
différence est significative (*) 0,05 > p > 0,01 ; la déférence n'est pas significative (ns) p>0,05

2.1.9. Activité antibactérienne

Les résultats de l'activité antibactérienne de I’EXT sont présentés dans le tableau (7). Les

résultats obtenus ne montrent aucune zone d'inhibition autour les disques utilisés.

Tableau 7. Activité antibactérienne de ’EXT.

P. aeruginosa ATCC 1117 -

S. aureus ATCC 25923 -

E. coli ATCC 25922 -

3. Discussion

3.1. Criblage phytochimique

Les essais phytochimiques effectués sur I'EXT ont révélé la présence de composés
phénoliques, des flavonoides, des tanins, des stérols et/ou les terpénoides, des sucres réducteurs
et les protéines avec quelques traces des alcaloides. Par ailleurs, il y a eu absence des stéroides,
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des saponosides, des anthocyanes, des tyrosines, des quinones et lignines. Ces résultats sont en
accord avec les travaux de Koriem (2021) et de Juhaimi et al. (2018) qui montrent la richesse

des amandes améres des noix d’abricot en différents composés naturels.
3.2. Dosage des polyphénols, flavonoides et tanins

La teneur des polyphénols et flavonoides dans I'EXT varie respectivement de et 48.8 pg
EAG/mg d’extrait et 8.07 pg EQ/mg d’extrait. La concentration de ces deux métabolites
secondaires dans les extraits des plantes, trés souvent dépend de plusieurs facteurs tels que
I’origine de la plante, la saison de récolte, la partie utilisée et le solvant d’extraction (Hadjadj,
2017). Les études récentes de Horozi¢ et al., (2020) ont montré un taux de 2.84 mg EAG/g
d’extrait pour les polyphénols et 0.484 mg EQ/g d’extrait pour les flavonoides dans un extrait
aqueux des amandes améres des noix d’abricot P. armeiaca L. Alors que les études menées en
méme moment par Chen et ses collaborateurs en 2020 ont enregistré 209.4 + 0.91
a10.60+£0.20 mg EAG/100 g matiére seche, et 59.41+0.54 mg EAG/100 g matiére séche
respectivement pour les polyphénols et les flavonoides dans les différents extraits des amandes
ameres des noix d’abricot P. armeniaca L. de Pakistan. Concernant les tanins, nous avons
enregistré une concentration de 85.66 ug E catéchine/ mg d’extrait, cette teneur est plus
importante par rapport a d’autres résultats obtenus par les travaux de Cheaib et al. (2018) qui
ont montre un teneur des tanins égale 3.6 mg/L. Ces résultats suggerent la présence des tanins

en quantité considérable dans les amandes améres des noix d’abricot P. armeniaca L.
3.3. Dosage des sucres totaux et des protéines

Les résultats de cette présente étude montrent une quantité de sucres de 0.061+ 0.88 mg D-
glucose/ g d’extrait, des résultats similaires ont été enregistrés également par Pala et al. (1996)
montrant une quantité de sucre de 4.10-7.76 %. La quantification des protéines totales dans
I’extrait a donné une teneur de 164.65 + 1.12 mg/g d’extrait. Cette teneur est sous I’influence de
plusieurs facteurs tels que le climat, le sol, I’altitude,... En effet, le dosage de protéines des
différents extraits obtenus a partir des différentes amandes ameres des noix d’abricot provenant
des différentes régions en Turquie, a donné un interval trés variable de concentrations
protéiques allant de 14.1% a 45.35 % ( Alpaslan and Hayta, 2006).

3.4. Spectres FTIR de Dextrait hydroalcoolique des amandes ameére

d’abricot Prunus armeniaca L.

Le spectrométre FTIR montre qu'un large pic d'absorption & environ 3440 cm™ a été attribué a

la présence d'un étirement -OH lié a I'nydrogene. Des bandes intenses avec des absorbances a
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2924 et 2853 cm™ sont attribuées, respectivement, aux vibrations d'étirement symétriques et
asymétriques des groupes (CH2) d'acides gras dans les triacylglycérides. La bande 3008 cm™ est
due a I'étirement aliphatiqgue =C—H, correspondant par exemple a la graisse. La bande a 1748
cm? pour la bande d'étirement (C=0) est également attribuée aux esters de triacylglycéride
carbonyle et également aux résidus des acides aminés incorporés dans la structure protéique. La
bande & 2116 cm™ (étirement C=N du groupement nitrile), est une bande spécifique du potentiel
cyanogénique. Des bandes moins intenses et moins spécifiques du cycle aromatique sont
également observées dans la région de 1238 a 918 cm™ ou les vibrations de flexion C—H hors
du plan de cycle aromatique produisent des bandes appartenant a cet interval de fréquence. Ces
résultats ont révélé la présence de plusieurs groupes fonctionnels bioactifs tels que OH, NH,
CHO, COOH et -COOR liés aux déférents groupes phytochimiques signalés dans le test de
dépistage qualitatif : polyphénol, flavonoides, tanins, polyterpenes et stérols. En plus de ces
groupements fonctionnels, I'analyse FTIR confirme la présence du groupement cyanogéne
(étirement C=N du groupement nitrile), trés probablement li¢ a la présence du diglycosidique
cyanogene, en I’occurrence I'amygdaline. Plusieurs travaux ont conclu également, en utilisant
I’analyse par IR, la présence de ces étirements dans les mémes régions de fréquence, montrant
la présence des groupements fonctionnels sus-cités dans les différents composes
phytochimiques contenus dans les extraits des amandes améres des noix d’abricot (Aljoumaa

et al., 2017 ;Thakur et al., 2019 ; Fadhil et al., 2020).

3.5. ldentification des différents composés de I’extrait hydroalcoolique des

amandes amére d’abricot Prunus armeniaca L par HPLC-DAD

L’analyse des différents métabolites dans ’EXT par HPLC-DAD a pu identifier 13 composés
qui sont I’acide gallique, I’acide tannique, I’acide caféique, I’acide vanillique, catéchine,
genistein, gossypine, naringin, quercétine, rutine, sylimarine, amygdaline et dimethoxyflavone.
Des résultats similaires ont été enregistrés par Qin et al. (2019) ayant montré la présence de
I’acide gallique, I’acide caféique, ’acide gentisique, I’acide férulique, 1’acide m-coumarique,
acide homovanillique, acide salicylique, des flavonoides (flavones), des anthocyanes
(cyanidin3-4 acetylutinoside) dans un extrait méthanolique des amandes ameére d’abricot. Il faut
rappeler dans ce contexte que le nombre de molécules identifiées dans cette présente étude n’est
pas exhaustif, étant donné qu’il y a eu un manque de standards indispensables pour élargir

I’identification des autres molécules apparues dans les spectres d’analyse.
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3.6. Activité antioxydante

I1 faut noter d’abord que l'activité antiradicalaire évaluée par le test au DPPH varie en fonction
des conditions géographiques et climatiques de la plante, de stockage et la méthode utilisée
dans I’extraction. En effet, dans cette présente étude I’extrait a montré une valeur d’IC50 de
I’ordre 169.90 + 4.39 pg/mL, alors que le standard, acide ascorbique, a révélé une IC50 de
l'ordre de 39.53 £+ 1.19 pg/mL. Ces résultats affichent une différence nette entre ’EXT et le
standard, cependant cet écart ne devrait pas étre une raison pour sous-estimer le potentiel
antiradicalaire de I’extrait qui est, bien entendu, n’est pas pure et donc ne refléte pas réellement
son pouvoir antiradicalaire. Ces résultats obtenus peuvent étre attribués a la présence de
métabolites actifs secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides, qui sont reconnus
pour leurs propriétés antioxydantes. Les travaux de Amiran et al. (2014) portés sur un extrait a
I'hexane des amandes améres des noix d’abricot P. armeniaca L, ont conclus des résultats
affichant une 1C50 de l'ordre de 165 pg/ml. Il faut rappeler que les travaux de recherche

similaires sont trés rares dans la littérature consultée.

Les résultats du test de blanchiment du B-caroténe ont indiqué que 1’ montre une activité de
(AAR = 67.22 %), Les résultats indiquent clairement que l'extrait étudié présente une activité
inhibitrice de l'oxydation conjointe de l'acide linoléique et du -caroténe par rapport au témoin
négatif, qui représente 100% de la peroxydation. Les travaux rapportés par la littérature
scientifique sont limités a ceux de Durmaz and Alpaslan (2007) qui ont montré l'activité
antioxydante des mandes améres des noix d’abricot P. armeniaca L en utilisant différents tests
tels que le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du fer, ’activité anti-peroxydation des
lipides (le test de blanchiment du p-caroténe). L’évaluation du potentiel antioxydant de 1’extrait
par la méthode de réduction de fer exprimée en concentration effectrices (EC50), cette derniére
est significativement élevée par rapport a celle de I’acide ascorbique (EC50 Extrait= 325.51 +
15.68 ng /mL, EC50 acide ascorbique = 188.59+ 4.68 pg/mL). Cette activité antioxydante de
I'extrait pourrait étre expliquée par un effet synergique de plusieurs composés antioxydants tels
que les composés phénoliques. Ce type de test sur les extraits des amandes ameres des noix
d’abricot n’est pas rapporté par la littérature consultée, cependant les travaux menés par Qin et
al. (2019) ont conclu une concentration réductrice de l'ordre de 3.05 £ 0.78 mg/mL apres
analyse d'un extrait des amandes d’une autre espéce a savoir Armeniaca Sibirica L. Par ailleurs,
I’évaluation de D’activité antioxydante totale de I’extrait hydroalcolique des amandes améres

d’abricot a montré que I’absorbance de I’extrait augmente avec I’augmentation de la
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concentration, donc concentration dépendante. Ces résultats sont explicables par la présences

des phytosubstances antioxydantes comme les polyphénols, flavonoides, ... (Kaur et al., 2008)
3.7. Activité anti-inflammatoire

L'évaluation de I'effet de ’EXT in vitro sur la stabilisation de la membrane plasmique a montré
un effet inhibiteur significatif (p < 0,05) sur I'hnémolyse des globules rouges induite par la
chaleur ou I'hypotonicité pour les deux concentrations utilisées 200 pg/mL et 400 pg/mL.
Plusieurs travaux ont rapporté l'effet de certaines molécules comme les polyphénols et les
flavonoides sur l'inhibition de certains indicateurs de I’inflammation tels que la cyclooxygénase
(COX1 et COX 2) et de la lipoxygénase (LOX), TNF-a et du NF-KB, MAP Kinase (Xagorari
et al., 2001 ; Hwang et al., 2009). Selon les travaux de Hosny et al. (2020) qui ont montré que
I’amygdaline posséde une activité antiinflammatoire en supprimant la voie NF-KB et diminuant
la production de TNF-a. Donc I’activité antiinflammatoire de I’extrait étudié pourrait étre
justifiée par la présence de la méme molécule de I’amygdaline renfermée dans cet extrait dont

la présence a été prouvée par I’analyse HPLC-DAD.

La présente étude a montré également que ’EXT a une activité anti-dénaturation de I'albumine
induite par la chaleur, qui est une cause d'inflammation bien démontrée (Medina, 2011). Cette
activité anti-dénaturation est due a la présence de deux sites de liaison a I’albumine, la
thréonine riche en tyrosine aromatique et aliphatique et les régions de résidu lysine (Yan et al.,
2013), ou les composés naturels comme les polyphénols et les tanins interagissent avec les
régions aliphatique autour des résidus de lysine produisant un effet antioxydant et

antiinflammatoire tres puisant (Choi et al., 2018).
3.8. Activité hémostatique

L'étude de l'activité hémostatique de ’EXT a été réalisée par le test de recalcification
plasmatique qui est un test plus sensible. Aux doses successives de 10 pL, 50, 100 et 200 pL de
notre extrait conferent une augmentation du temps de coagulation du plasma in vitro. Ainsi,
I’EXT provoque un ralentissement de la coagulation du plasma. Les résultats de cette activité
pourraient étre expliqués par la présence des groupements hydroxyles des métabolites
(polyphénols et flavonoides) qui contribuent a l'activité anticoagulante en contractant des
liaisons hydrogene avec les protéines de la coagulation, telle que la thrombine, induisant leur
inhibition (Ghedadba et al., 2014).
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3.9. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion sur gélose contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 1117). L’extrait étudi¢ avec la gamme de concentration utilisée n’a présenté
aucune activité antibactérienne. Plusieurs facteurs influengant les dimensions des zones

d’inhibition tels que la composition de milieu de culture, minutage de l'application des disques

ou du dépdt des solutions d’extrait, la température et le durée d’incubation (Andepitte et al.,

1994).

e Conclusion

- L’évaluation phytochimique de I'EXT a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires tels que les polyphénols, flavonoides, tanins, stérols et polyterpénes,
avec quelques traces des alcaloides en plus des substances du métabolisme primaire a savoir des
sucres réducteurs et des protéines. Toutefois, on note I’absence des stéroides, des saponosides,

des anthocyanes, des quinones et des lignines.

- L’analyse quantitative des composés phénoliques dans cet extrait a donné une valeur de 48.8
ug EAG/mg d’extrait en polyphénols, de 8.07 pg EQ/ mg extrait en flavonoides et une valeur
de 85.66 g E catéchine/ mg extrait en tanins. Cet extrait renferme également une quantité

modeste de sucres et de protéines.

- Par ailleurs, ’analyse de I’extrait par le FTIR a permis d’identifier les vibrations de OH des
composeés hydroxylés tels que le glucose, polyphénols, flavonoides,..., des vibrations CH
indiquant la présence des composés aromatiques tels que des peptides aromatiques et des cycles
de sucre pyranosidiques, des bandes aliphatiqgues =C—H indiquant la présence de graisse, des
bandes (C=0) des esters de triacylglycérides, et des bande C=N spécifiques du potentiel

cyanogénique.

- L’analyse de I’extrait par HPLC-DAD a indiqué la présence de I’acide caféique, I’acide
gallique, I’acide vanillique, I’acide tannique, catéchine, quercétine, genisteine, gossypine,

naringin, rutine, sylimarine, amygdaline, dimethoxyflavone.

- Cet extrait est pourvu d’une activité antioxydante prouvé par différentes méthodes, d’une
activit¢é hémostatique et antiinflammatoire, mais cet extrait est dépourvu de Iactivité

antibactérienne
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2. Neurotoxicité de THI apres une exposition chronique chez le rat adulte et
bioactivité de D’extrait hydroalcoolique des amandes amére d’abricot P.

armeniaca L.

1. Matériel et méthodes
1.1. Préparation des solutions

Le pesticide choisi dans cette étude est le THI (non commercial calypso avec 480g/L) a une
dose de 0,020 mg/kg/j administrée chroniquement par voie orale pendant 90 jours. Cette dose a
été adoptée a partir d’une valeur réelle démontrée par une une étude antérieure sur la teneur de
THI dans les matrices biologiques, en I’occurrence la tomate fréche qui était de ’ordre de 0,376
mg/kg (Omirou et al., 2009). La conversion de cette concentration a une dose administrée
quotidiennement aux rats, a été realisée par I'utilisation d’un facteur de conversion de 0.05 chez
le rat (EFSA, 2011). Par ailleurs, la dose d’EXT utilisée dans le traitement préventif des
animaux exposés au THI était de I’ordre de 50mg/kg/j (Kovacova et al., 2020).

1.2. Entretien et répartition des animaux

Des rats femelles pesant environ 250 g, ont été €levés dans I’animalerie de département de
biologie, Faculté des SNV, Universite de Batha 2. Les animaux ont été maintenus dans des
conditions de tempeérature ambiante (23£2°C) avec une hygrométrie de 60% environ, avec un
cycle photopériodique naturel 12/12H, et répartis dans des cages de dimensions (50x35x20 cm)

contenant 08 rates chacun. Ils ont eu libre accés a la nourriture des rongeurs et a 1’eau.
Les animaux ont été répartis en quatre (04) lots a raison de huit (08) rats par lot comme suit :

Lot CON : groupe contrdle recevant de I’eau distillée (a raison delmL/250 g de poids) par

gavage pendant 90jours.
Lots EXT : groupe extrait, recevant 50mg/kg/jour pendant 90 jours.
Lot THI : groupe thiaclopride, recevant 0,020 mg/kg/jour pendant 90 jours.

Lot THI+EXT : groupe extrait+THI, recevant ’extrait (50mg/kg/j) et le THI (0,020 mg/kg/j)

pendant 90 jours.
1.3. Mesure du poids corporel

La mesure de poids corporel des rates est effectuée chaque jour pendant la durée de traitement a

I’aide d’une balance de 500g max (Marque Aston®).
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1.4. Les tests de comportement

L’approche neurocomportementale consiste en 1’étude des effets de ’exposition aux toxiques
sur le systéeme nerveux. Dans la présente étude, nous avons évalué les différents aspects de
comportement tels que la locomotion, la mémoire, 1’apprentissage, I’anxiété et la dépression, la
force musculaire et la coordination et 1’équilibre en utilisant des tests adaptés a chaque

comportement.
1.4.1. Test du champ ouvert (Open field test OF)

Le test open field (OF) est une procédure largement utilisée pour examiner généralement
’activité locomotrice et l'anxiété des animaux (Choleris et al., 2001) . Dans cette étude, ce test a
été utilisé pour mesurer la quantité (ambulation) et la qualité (rearing) de I’activité motrice, ce
test a été développé par Hall et Ballachey en1932 (Gould et al., 2009). Ce test est réalisé dans
une enceinte carrée (50 x 50 x 50 cm), ou le sol de cette enceinte est divisée en 16 carrés (Tatem
et al., 2014). Au début, les rats ont été acclimatés dans la salle d’examen au moins 10 min avant
le test, ensuite ils ont été placés individuellement dans le centre de I’enceinte, leur déplacement
et la qualité de leur locomotion ont été observés et filmée pendant 5 minutes. Aprés chaque test
le dispositif de I’OF est nettoyé par 1’eau-alcool (50%) (Silva et al., 2004 ; Lima et al., 2007).

Pendant ce test, ’ambulation qui est le nombre de carrés traversés par I’animal et rearing, qui
est le nombre de fois ou ’animal repose sur ses pattes postérieures, ont été mesurés (Lima et al.,

2007 ; Jurgenson et al., 2010) (figure 34).

Figure 33. Le test OF (réalisation personnelle).
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1.4.2. Elevated plus maze (EPM)

EPM est I'un des tests le plus utilisé pour évaluer les niveaux d’anxiété chez les rongeurs, il a
été concu par Montgomery (1995), ce modéle de test est validé pour les rats et les souris
(Okonogi, 2018), ’EPM se compose de deux bras ouverts (50x10 cm) opposés 1'un de ’autre,
traversés par deux bras fermés (50x10x 40 cm), il a été placé a 50cm au-dessus du sol
(Carobrez and bertoglio, 2005 ; Zhang et al., 2020).

Dans ce test, ’animal est placé au centre de maze face a un bras fermé et laissé explorer cet
environnement pendant 5min, son comportement est observé pour mesurer le temps passé dans
les bras ouverts et fermés, le nombres d’entrées dans ces deux bras (Cha et al., 2005;
Jurgenson et al., 2010). Le maze est nettoyé aprés chaque test avec une solution d’eau-alcool
(50%) et comme résultat les rats qui sont restés confinés dans les bras fermés sont considérés

comme étant anxieux (Frih et al., 2010 ; Soylu-Kucharz et al., 2016) (Figure 35).

Figure 34. Le test ’EPM (réalisation personnelle).

1.4.3. Test de force de nage

Le test de la nage forcée également connu sous le nom Forced Swimming Test, est un test
comportemental utilisé pour ’évaluation de la dépression chez les rats et les souris (Frih et al.,
2010) ou dans ce test, les animaux sont placés individuellement dans un récipient cylindrique en
verre ou en plastique (de 54 cm de hauteur X34 cm X60 cm), Ce récipient est rempli aux deux
tiers avec de l'eau maintenue a une température de 26 £ 1 °C (Porsolt et al.,, 1978). Le

comportement de I’animal dans le dispositif est enregistré a I’aide d’une caméra vidéo
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permettant de mesurer le temps d’immobilité de 1’animal qui refléte le degré de désespoir chez

I’animal (Taibi et al., 2020) ( Figure 36).

Figure 35. Le
test de la nage forcée (réalisation personnelle).

1. 4.4. Le NOR (novel object recognition)

NOR est une méthode classique pour évaluer la mémoire et I’apprentissage spatial apres des
altérations du systéme de neurotransmission et aprés des lésions ou des maladies cérébrales
(Leger et al., 2013). Il a été proposé pour la premiere fois par Ennaceur et Delacour en 1988, ce
test est basé sur la capacité des rats a reconnaitre un nouvel objet dans son environnement
(Antunes and Biala, 2011 ; Bouet et al., 2011). Ce test est composé d'une enceinte carrée
éclairée (la méme pour l'open field), ou I’expérience comprend trois phases : adaptation,
familiarisation et phase d’essai. Dans la phase d’adaptation, les rats explorent librement
I’enceinte d’OF en l'absence d'objets pendant 5 min, vingt-quatre heures apres 1’adaptation, les
rats sont soumis a une phase de familiarisation avec les deux objets identiques qui sont placés en
positions opposées I’'un a 'autre a l'intérieur de I’enceinte a la méme distance du coin le plus
proche. Les rats explorent ces deux objets identiques pendant 10 minutes et apres 24 heures, les
animaux sont placés dans la méme enceinte, I'un des deux objets familiers est remplacé par un
nouvel objet pour démarrer la derniere phase de test de 5 minutes. Durant cette phase le
comportement des rats est enregistré avec une caméra vidéo afin de calculer I’indice de

reconnaissance (IR) (Antunes and Biala, 2012), correspondant au pourcentage de la durée
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d’exploration du nouvel objet par rapport a la durée totale d’exploration des deux objets
(Jurgenson et al., 2010 ; Zhang et al., 2012), (Figure 37).
Temps d/exploration d’un nouvel objet

IR = x 100

- (Temps d’ exploration d’un nouvel objet + Temps d’ exploration d'un objet familier)

Figure 36. Le test NOR (réalisation personnelle).
1.4.5. Ecran inversé de Konziela (Kondziela’s Inverted Screen (KIS))

Le test d’écran inversé de konziela (KIS) est utilisé souvent pour mesurer la force musculaire
en utilisant les quatre membres, publié en 1964 et utilis€é pour évaluer les maladies
neuromusculaire et la coordination (Tabassum, 2017). L’écran inversé est un carré de treillis
métallique composé des carrés de 1 mm de diamétre. Il est bordé d’un bourrelet en bois de 4cm
de profondeur. Avant le test les rats sont disposés 5-20 min dans la salle expérimentale, la
procédure du test consiste a placer le rat au centre de I’écran métallique et démarrer le
chronométre, puis faites pivoter I’écran a une position inversée. Le moment de chute des rats est
noté. Si ce temps est entre let 10 s le rat prend le score del ; s’il est entre 10 et 26 s il prend le

score de 2 ; entre 26 et 60 s il prend le score de 3 (Deacon, 2013), (Figure 38).
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Figure 37. Le test KIS (réalisation personnelle)
1.4.6. Balance beam (BB)

La Balance beam est un test comportemental que I’on utilise dans le but d’évaluer I’équilibre et
la coordination d’un animal qui traverse une poutre (Gulinello, 2013). Les poutres sont
constituées de longues bandes de bois de 1m de longueur avec 4cm de largeur et de 2cm de
I’épaisseur. Ces poutres sont placées horizontalement a 50 cm au-dessus du sol, les deux
extrémités sont mis sur un support en bois étroit et I’'une des deux extrémités est attachée a une
boite noire en carton (20 cm de longueur) dans laquelle le rat pourrait s’abriter, afin de protéger
les rats d’une chute, un écran de tissu est placé juste au dessous de la poutre (Luong et al.,
2011).

Ce test se déroule en 3 jours consécutifs, 2 jours d’entrainement et 1 jour de test, ou on mesure
le temps nécessaire au rat pour traverser la poutre, cette derniere est nettoyée avec la boite apres
chaque test (Hausser et al., 2018) (Figure 39).

Figure 39. Le test Balance beam (réalisation personnelle).
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1.5. Estimation du poids relatif du cerveau

Le poids relatif du cerveau des rats PR (ﬁ)g de Poids Corporel) est calculé par rapport au poids

total du rat selon la formule suivante :

PR (L de PTo) =* «100
100g PTo

P : poids du cerveau (g). PTo : poids total de rat (g). PR : poids relatif de cerveau (g).
1.6. Préparation de la matrice mitochondriale de striatum et ’hippocampe

Apres la décapitation des rats et I’extraction de striatum et I’hippocampe a partir du cerveau,
ces deux régions tissulaires sont immergés dans le tampon TSE (10mM de tris, 250Mm de
sucrose et ImM EDTA, pH= 7,2) a 4°C ; ensuite ils sont coupés finement et homogénéisé pour
obtenir un homogénat de tissu de 10%. L’homogénat récupéré est centrifugé a 600g pendant 10
minutes pour 1’élimination des gros débris cellulaires, le surnagent obtenu a été centrifugé a
10000g pendant 10 minutes, le culot de cette centrifugation est récupéré et resuspendu dans un
tampon TS (10mM tris, 250 mM de sucrose, pH=7,2). La suspension obtenue a été centrifugée
de nouveau a 10000 g pendant 10 minutes, le culot final obtenu est tres riche en mitochondries, il
a été remis dans le TS pour obtenir une suspension mitochondriale (Sahu et al., 2014). Pour
récupérer la matrice mitochondriale, la suspension mitochondriale est congelée et décongelée 8
fois avec une potérisation intensive et répétée afin d’éclater les mitochondries, puis une
centrifugation a 7993g pendant 10 minute a été réalisée. Le surnagent obtenu a été utilisé comme
source des paramétres de stress tels que (GSH, SOD, CAT, GST, GPX, MDA), les procédure de

I’isolement ont été réalisées a 4°C (Lahouel et al., 2016).
1.6.1. Evaluation du gonflement et de la perméabilité mitochondriale

Le gonflement mitochondrial a été évalué par méthode d’absorbance spectrophotométrique a
540 nm contre un blanc de TSE et comparé aux échantillons témoins. Le gonflement dans ce cas
est inversement proportionnel au DO. La perméabilité mitochondriale est régulée par lI'ouverture
des pores de transition de perméabilité (mPTP) qui se trouvent au niveau de la membrane interne
de la mitochondrie, ou I’évaluation de ce phénoméne basé sur le taux des ions de Ca™ qui
traversent les membranes mitochondriales. L’entrée accrue de Ca*™" conduit a I’augmentation de
la taille de la mitochondrie qui est détectée a une longueur d’onde de 540 nm chaque 30 s
pendant 3 minutes (Kristal et al., 1996).
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1.6.2. Dosage des parameétres de stress oxydatif
1.6.2.1. Dosage des protéines

La quantification des protéines a été réalisée en utilisant la méthode de Bradford (1976), une
méthode colorimétrique qui se base sur l'utilisation du bleu de Coomassie comme réactif. Le bleu
de Coomassie a la capacité de se lier aux groupements amines (-NH2) présents dans les résidus
protéiques, formant ainsi un complexe coloré de couleur bleue. Ce complexe est détecté
spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 595 nm. Brievement, Sul. de la matrice
mitochondriale et 20uL de TS sont prélevés auxquels 1mL du réactif de Bradford est ajouté pour
déclencher la réaction, aprés 10 min d’incubation, la densité optique est mesurée a 595 nm,
contre un blanc (Bradford, 1976). La concentration des protéines est déterminée en utilisant une
gamme d’étalonnage de BSA (1 mg/mL) réalisée dans les mémes conditions (Annexel0).

1.6.2.2. Mesure de Pactivité de catalase

L'activité de la catalase est évaluee en utilisant la méthode développée par Clairbone (1985),
Cette meéthode se base sur la mesure de la diminution de la concentration de peroxyde
d'’hydrogéne avec le temps. En suivant cette diminution d'absorbance a 240 nm. Les étapes de
dosage de CAT sont les suivantes ; 50 uL de la source enzymatique (fraction mitochondriale de
striatum ou I’hippocampe) a ¢été additionné a 1mL de tampon phosphate (0.1M, pH=7.4). La
réaction est déclenchée apres 1’ajout de substrat H2O2 (0.019M), la lecture des densités optiques
s’effectuec a 240 nm toutes les 30s pendant 3 min. Les resultats sont exprimés en Ul/mg de

proteines.
1.6.2.3. Mesure de P’activité de la Superoxyde dismutase (SOD)

La Superoxyde dismutase est évaluée selon la méthode décrit par Beauchamp et Fridovich
(1971). Cette méthode repose sur une réaction entre le nitroblue de tétrazolium (NBT) et I'anion
superoxyde, qui est généré lors de la photoréaction entre I'oxygéne et la riboflavine en présence
d'un donneur d'électrons tel que la méthionine. L'activité de la SOD est déterminée par la
capacité de l'enzyme a inhiber cette réaction. Cette inhibition peut étre mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 560 nm. Brievement, 2mL d’un milieu réactionnel
qui contient le cyanide de sodium 102M, la solution du NBT 1.76x102M, EDTA 66 mM, la
riboflavine 2x10°Mm et le tampon phosphate a p H 7.8 et 50 uL de la source enzymatique
(fraction mitochondriale), et 0,1 mL de solution de méthionine 10 M. Le mélange est soumis a

un rayonnement solaire pendant 15 minutes. Avec un tube contréle est préparé avec du tampon
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phosphate (pH=7.8) dans les mémes conditions que les échantillons. L’absorbance est mesurée a

560 nm.
1.6.2.4. Dosage de malondialdehy (MDA)

Le malondialdehyde est I'un des produits générés lors de la peroxydation lipidique, et il peut
étre utilisé comme marqueur du stress oxydatif. Le dosage du MDA est éffectué selon la
méthode développée par Niehius et Samuelson (1968), qui basée sur la réaction entre le MDA
et l'acide thiobarbiturique (TBA) dans un milieu acide et chaud (a une température de 100 °C).
Cette réaction conduit a la formation d'un pigment coloré qui peut étre mesuré par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 532 nm. Briévement, 2mL d’un réactif constitué de
TBA 37%, TCA 15%, HCI 0.25N (1v, 1v, 1v) est mélangé avec 0.5 mL de la fraction
mitochondriale, ce mélange est incubé dans un bain marie a 100°c pendant 15 min puis refroidi
et centrifugé pendant 10 min, I’absorbance de surnagent formé a été mesurée par un

spectrophotometre a 532 nm (Shagirtha and Pari, 2011).
1.6.2.5. Dosage de glutathion

La méthode de dosage de GSH la plus courante est la méthode d’Ellman (1959) et Moron et
al. (1979), qui repose sur la réduction du réactif d'Ellman (DTNB) par les groupes (SH) pour
former l'acide 2-nitro-mercaptobenzoique, qui se caractérise par une coloration jaune et une
absorption maximale a 412 nm. La procédure de dosage se résume par le mélange de 2mL de
tampon phosphate a pH 8 avec 50 uL de la fraction mitochondriale et 20uL de réactif d’Ellman
(DTNB), aprés 15minute d’incubation de ce mélange a température ambiante, L'absorbance est
mesurée a 412 nm en utilisant un blanc préparé dans des conditions identiques. Les
concentrations de GSH sont exprimées en millimoles par millilitre (mmol/ml) et sont calculées
en se référant a une gamme étalon de GSH préparée dans les mémes conditions que le dosage
(Annexe 07).

1.6.2.6. Mesure de P’activité de glutathion-s-transférase

L’activité de GST a été mesurée en appliquant la méthode de Habig et al. (1974), en utilisant
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) comme substrat. Bri¢vement, 1’incubation dans un bain
marie a 37°C pendant 10 min d’un milieu réactionnel constitué de 850uL de tampon phosphate
(0.1M et un pH = 6.5) et 50 uL de réactif de CDNB a 20 mM, puis la réaction est déclenchée par
I’addition de 50uL d’une solution de GSH de 20mM et 50puL de la fraction mitochondriale. La

réaction de conjugaison entre le GSH et le CDNB par 1’enzyme GST donne un composé qui
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absorbe a 340 nm. Ainsi, lI'absorbance est mesurée toutes les 30 secondes pendant une durée de
4 minutes en comparaison avec un contréle préparé dans les mémes conditions contenant un

tampon phosphate. Les résultats sont exprimés en (Ul/mg de protéines).
1.6.2.7. Mesure de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

L'activité enzymatique de GPx a été mesurée en utilisant la méthode développée par Flohé et
Gunzler (1984). Cette méthode repose sur la capacité de la GPx a réduire H202 en présence de
GSH, ce qui conduit a la formation de glutathion oxydé (GSSG). Briévement un volume de 0.2
mL de matrice mitochondriale est mélangé avec 0.4 mL de GSH (0.1 mM) et 0.2 mL de tampon
phosphate (0.1 M, pH=7.8). Le mélange est incubé a une température de 25 °C dans un bain-
marie pendant 5 minutes. La réaction est déclenchée en ajoutant 0.2 mL d'H202 (1.3 mM).
Aprés 10 minutes, 1 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a 1% est ajouté au mélange pour arréter
la réaction. Le mélange est ensuite placé dans la glace pendant 30 minutes. Suivi par une étape
de centrifugation a 1430 g pendant 10 minutes. Puis un volume de 0.48 mL du surnageant est
prélevé et mélangé avec 2.2 mL de Na2HPO4 (0.32 M) et 0.32 mL de DNTB (1 mM). Ce
mélange réagit pour former un composé coloré qui est mesurée a une longueur d'onde de 412 nm

toutes les 30 secondes pendant 5 minutes.
1.7. Préparation de la fraction cytosolique

Pour obtenir la fraction cytosolique les tissus de striatum et de I’hippocampe ont été
homogénéisés avec 3 volumes de tampon phosphate 0.1M contient le KCI 17%, cet homogeénat a
été centrifugé pendant 10 minutes a 3000 g pour éliminer les débris cellulaires, le surnageant
obtenu a été récupéré et centrifugé pendant 30 minutes a 10000 g, le surnageant final est

considéré comme fraction cytosolique (Igbal et al., 2003).
1.7.1. Mesure de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase (AChE)

Le dosage d’AChE est réalisé en utilisant la méthode développée par Ellman et al. (1961).
Cette méthode est basée sur la réaction d'oxydo-réduction entre le DTNB (acide 5,5'-dithiobis-(2
nitrobenzoique)), également connu sous le nom de réactif d'Ellman, et la thiocholine. La
thiocholine est produite par la réduction enzymatique de l'acétylthiocholine, qui est le substrat de
I'AChE. Le groupement thiol présent dans la thiocholine réduit le DTNB en TNB (acide 5-thio
(2-nitrobenzoique)). Le TNB est un composé jaune qui présente une absorbance maximale a une
longueur d'onde de 412 nm. Brievement, 100uL de fraction cytosolique sont mélangés avec
100uL de DTNB (0.1M, pH 8) (39.6mg de DTNB, 15mg CO3sNa, dans 10ml tris 0.1M, pH=7) et

93



Partie éxpérimentale Chapitre 2 : Neurotoxicité de THI et bioactivité de D’extrait de P.
armeniaca.

Iml du tampon tris (0.1M, pH= 7). Apres I’incubation pendant Smin du mélange précédent,
100uL de substrat acétylthiocholine (118mg ACh dans SmL d’eau distillée) sont ajoutés. La

lecture des densités optiques s’effectue a 412nm toutes les 4min pendant 20min.
1.8. Dosages des parametres apoptotiques dans le striatum et I’hippocampe
1.8.1. Préparation des lysats tissulaires

La préparation du lysat cellulaire a partir de striatum et I’hippocampe en appliquant la
procédure décrite par Ahmed et al. (2013). Brievement, les tissus de striatum ou d’hippocampe
(0,5 g) ont été hachés et homogénéisés dans 1 mL de tampon de lyse [20 mM HEPES (pH de
7,5), 150 mM NacCl, 1 % NP-40, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA et 1,0 mM DTT] en présence des
inhibiteurs protéasique (2 pg chacun de pepstatine A, leucpeptine, aprotine, et 0,5 mM de
phénylméthylsulfonyl fluorure, pour empécher la digestion protéase des protéines). Ce milieu
réactionnel a été incubé sur la glace pendant 30 min, puis centrifugé a 10000 g a 4 °C pendant 20
min. Des lysats tissulaires ont été extraits afin d’évaluer les différents paramétres apoptotiques
(Cytochrome- ¢, Caspase 3 et 9, Bcl2 et Bax).

1.8.1.1. Cytochrome-c

La détermination de I’activité de cytochrome-c (cyt-c) dans les lysats tissulaires a été évaluée a
I’aide de Kit d’analyse (CYTOCOXI1), mesurée a 550 nm, Sigma®, Allemagne. Ce test
colorimétrique est basé sur la diminution du taux de ferrocytochrome-c dans le milieu

réactionnel par son oxydation cytochromique en ferricytochrome-c.
1.8.1.2. Caspases-3 et 9

La détermination des activités des caspases-3 et 9 a été effectuée a I’aide des Kits commerciales
(Caspase-3 et caspase-9 Colorimetric Activity Assay Kits, respectivement Part No. 90079 et Part
No. 90083, Sigma®, Allemagne) qui peut fournir un moyen simple de mesurer les activités
caspase-3 et 9. Ces enzymes reconnaissent leurs substrats respectivement Ac-DEVD-pNA et Ac-
LEHD-pNA et éliminent le chromophore p-nitroaniline (p-NA) qui peut étre quantifié¢ a 1’aide
d’un spectrophotométre a 405 nm. Les deux activités des caspases sont proportionnelles a la
quantité de p-NA. Une unité de caspase-3 et 9 est la quantité d’enzyme nécessaire pour
transformer 1 pmol de son substrat approprié par minute a 30 °C. Les concentrations ont été

exprimées en Absorbance/mg de protéines (Abs/mg pr.).
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1.8.1.3. Bcl2 (lymphome a cellules B 2) et de Bax (protéine X associée a Bcl2)

La détermination des concentrations de Bcl2 et de Bax a été réalisée a ’aide de Kit ELISA

(Uscn Life Science Inc.). Les concentrations étaient exprimeées en ng/mg de protéines tissulaires.
1.8.1.4. Dosage de Ca* cytosolique

Le dosage de calcium a été effectué par la méthode de Kaplan et al. (1984), qui est fondée sur
la formation d’un complexe coloré dans un milieu alcalin entre le calcium de 1’échantillon
(fraction cytosolique de striatum et d’hippocampe) et 1’o-crésolphtaléine, en utilisant des Kkits
commerciaux (Réf : 1001061) spectrophotométrique fabriqués par SPINREACT, ESPAGNE, les

résultats sont exprimés en mmol/I.
1.9. Histologie

La réalisation des coupes histologique du cerveau se fait en suivant ces étapes ; la fixation par
immersion des organes dans un grand volume de formol, puis les tissus ont été déshydratés dans
I’éthanol a différentes concentrations (70%, 95%, 100%). Ces étapes sont suivies par la
clarification des tissus dans 2 bains de xyléne, chaque bain dure 45 minutes. L’étape suivante est
I’inclusion des échantillons dans deux bains successifs de paraffine pendant une heure chacun a
une température de 56°C puis coulés dans des moules plastiques. Aprés I’inclusion a la paraffine,
les blocs contenant les tissus sont coupés a I’aide d’un microtome a une épaisseur de 7 um. Une
fois les coupes sont réalisées, les lames de verre sont recouvertes d’une solution contenant 2g
d’albumine et 50ml de glycerine solubilisés dans 1000ml d’eau distillée. L’¢étape suivante est le
déparaffinage permettant d’éliminer la paraffine afin de procéder aux différentes colorations
(hématoxyline-éosine (H&E)), violet de crésyl (neurones)) des coupes permettant de visualiser
les anomalies cellulaires et tissulaires des éléments de la préparation. Aprés le séchage des
lames, des photographies ont été prises en utilisant un appareil photo liée au microscope (ZEISS)
(Houlot, 1984).

1.10. Analyses statistiques

Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne + écart type. L'analyse statistique a été
effectuée a l'aide du logiciel XLSTAT 2014.5.03. La significativité des différences entre le
groupe témoin et les groupes traités, ainsi que entre le groupe THI et les groupes traités, a été
évaluée a l'aide du test ANOVA one-way suivi du test de Tukey. Les résultats de ces

comparaisons ont été exprimés comme suit:
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ns p > 0,05 = la difféerence non 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 trés hautement significative par rapport au groupe témoin. Et #P <
0.05 ; #P < 0.01 ; ##P < 0.001), groupes comparés au groupe THI. Et pour mieux illustrer
ces résultats 1’office Excel 2016 a été utilisé pour les représentés sous forme des graphiques et

des histogrammes.

2. Résultats
2.1. Variation mensuelle du poids corporel

La variation mensuelle du poids corporel chez les rats contrfle et les traités pendant 3 mois, est
illustrée dans le tableau 08. L’analyse statistique de ces résultats a permis de détecter une
différence significative (p< 0.05) sur la prise du poids des animaux traités par le THI durant la

période étudiée a partir de 2eme mois en comparaison avec le groupe contrdle.

Tableau 8. La variation mensuelle du poids corporel, chez les rats traités durant 3 mois.

229,71+ 2,81 259,43+ 1,27 283,57 £ 1,40
230,29 + 2,29 ns 24757 £ 2,44 * 267,43 £2,64 *
227,43 + 1,90 ns 258,00 + 1,63 ns 288,29 + 1,60 ns
229,71 £ 1,38 ns 254,86 + 2,34 ns 279,00 £ 2,38 ns

2.2. Estimation du poids relatif du cerveau

Les résultats de la présente étude montrent une diminution significative du poids relatif de
cerveau des rats traités par le THI par rapport au contrble. Ces résultats ont montré une
amélioration significative (p< 0.05) du poids chez le groupe THI+EXT en comparaison avec le
groupe THI (Tableau 9).

Tableau 9. La variation de poids relatif de cerveau des rats controle et des rats traités.
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0,68 £ 0,02 0,62 = 0,04* 0,66 +0,03ns  0,69+0,02 #

2.3. Evaluation des changements comportementaux et cognitifs
2.3.1. Evaluation de la locomotion des rats par le test OF

L’analyse statistique des résultats enregistrés par le test OF montre une altération de I’activité
locomotrice, ou nous avons enregistré une diminution significative (p< 0,05) de I’activité
horizontale (I’ambulation) et ’activité verticale (rearing) chez les rats traités par le THI par
rapport au groupe controle. Ajouté a cela une augmentation de 1’activité horizontale chez les lots

traités par 1’extrait en comparaison avec le lot traité par le THI (Figure 40).
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Figure 38. Evaluation de l'activité locomotrice horizontale (ambulation) et verticale (rearing) par

le test OF, chez les rats contrdle et traités pendant 90 jours.
2.3.2. Evaluation de ’anxiété des rats par le test EPM

Les résultats de cette présente étude montrent une augmentation significative (p<0.05) du
temps passé dans le compartiment sombre et une diminution significative (p<0.05) de temps

97



Partie éxpérimentale Chapitre 2 : Neurotoxicité de THI et bioactivit¢ de I’extrait de P.
armeniaca.

passé dans le compartiment éclairé chez le lot traité par le THI en comparaison avec le lot
contrle. Tandis que, une diminution non significative de temps passé dans le compartiment
sombre est observée chez les groupes EXT et THI+EXT par rapport au groupe THI. De plus,
nous avons enregistré une diminution significative (p<0.05) de nombre d’entrées dans le
compartiment éclairé et le compartiment sombre chez les rats traités par le THI en comparaison

avec le groupe CON (Tableau 10).

Tableau 10. Evaluation de la variation du temps passé par les rats dans une chambre sombre et

éclairée et le nombre d’entrées dans ces chambres.

5,57 + 0,53

94,43 + 0,54 9,00 2,16

97,00 £1,41 * 3,00+141* 2,00+0,82 *
30,29 £3,50 ™ 69,71 +3,50 ™ 8,43+0,98"
34,00 £1,15 ™ 66,00 £ 1,15 ™ 6,29 £0,95"™

2.3.3. Evaluation de la dépression par le test de la nage forcée

L’analyse statistique des résultats obtenus par ce test montre un temps d’immobilité (TIM)
hautement significativement supérieure (p<0.01) chez le groupe THI par rapport au groupe
CON. Cependant, la méme analyse a montré que les rats traités par 1’extrait passent un temps de
mobilité significativement (p<0.05) plus long que celui des rats traités par le THI. Aussi, ces
mémes résultats ont montré une diminution significative (p<0.05) de temps d’immobilité chez le

groupe THI+EXT en comparaison avec le groupe THI (Figure 41).
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Figure 39. Evaluation du niveau de dépression, exprimé par le temps d’immobilité, des

différents groupes traités en utilisant le test de la nage forcée.

2.3.4. Test de Novel Object Recognition (NOR)

Selon les résultats obtenus dans ce test, I’indice de reconnaissance (IR), qui présente le temps
d’exploration du nouvel objet, a montré une diminution hautement significative (p<0,01) chez le
groupe THI en comparaison avec le groupe CON. Par ailleurs, ces résultats ont montré une
augmentation significative (p<0.05) de IR chez les groupes EXT et EXT+THI par rapport au
groupe THI (Figure 42).
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Figure 40.Evaluation de la mémoire et I’apprentissage des différents rats traités chroniquement
en utilisant le test NOR.

2.3.5. Test d’Ecran inversé de Konziela (Kondziela’s Inverted Screen (KIS))

Les résultats obtenus en appliquant le test KIS, ont montré une augmentation trés hautement
significative (p<0.001) du temps de fixation des rats traités par le THI a I’écran inversé. Tandis
que les groupes EXT et EXT+THI ont montré également une augmentation significative
(p<0.05) de ce temps de fixation par rapport au groupe CON alors que ces méme groupes ont
enregistré une diminution hautement significative (p<0.01) du temps de fixation des rats a

I’écran inversé en comparaison avec le groupe THI (Figure 43).
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test de KIS
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Figure 41. Evaluation de la force musculaire des rats exposés chroniquement a des différents
traitements en utilisant le test KIS.

2.3.6. L’évaluation de I’équilibre par le test balance beam (BB)

L’application de ce test a donné des résultats qui ont révélé une augmentation de temps de
marche significative (p<0.05) sur la poutre (beam) chez le groupe THI et THI+EXT par rapport
au groupe CON. Par ailleurs ces résultats ont montré une diminution non significative de ce
temps chez les lots EXT et EXT+THI en comparaison avec le lot THI (Figure 44).

test de Balance beam
35 *

30 I II ns *

Temps (s)

25
20 -
15 . . i
10 I .
= 1 i
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CON EXT

THI THI + EXT
mbeam (4cm) = beam (2 cm)

Figure 42. Evaluation de 1’équilibre et la coordination des rats exposés chroniquement aux

différents traitements en utilisant le test de balance beam.
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2.4. Evaluation des parameétres de stress (Tableau 11)

SOD : les résultats obtenus ont montré une diminution hautement significative (p<0.001) et
significative (p<0.05) de I’activité de la SOD mitochondriale dans le striatum et 1”hippocampe
respectivement chez les rats exposes au THI en comparaisons avec le lot contrdle. De plus, les
lots EXT et EXT+THI montrent une amélioration significative (p<0.05) de I’activité de la SOD

dans I’hippocampe et striatum en comparaison avec le lot THI.

CAT : I’évaluation de I’activité de la CAT a montré un déficit hautement significatif (p<0.01) de
I’activité catalasique mitochondriale dans le striatum et ’hippocampe chez le groupe THI en
comparaison avec le contréle. Cependant cette évaluation a montré une amélioration
significative (p<0.05) de I’activité de la CAT chez le groupe EXT et EXT+THI en comparaison
avec le lot THI.

MDA : Les résultats de I’évaluation de la peroxydation lipidique ont montré une augmentation
hautement significative (p<0.01) et une augmentation significative (p< 0.05) de production du
MDA chez le groupe THI respectivement dans le striatum et 1’hippocampe. Par ailleurs les
groupes EXT et EXT + THI ont marqué une diminution significative du taux du MDA au niveau
de striatum en comparaisons avec le lot CON. Or, en comparaison du groupe EXT avec le lot

THI nous avons remarqué une diminution du taux MDA dans 1’hippocampe.

GSH : Les résultats obtenus a partir de cette étude ont montré un épuisement significatif (p<
0.05) de GSH mitochondrial du striatum et de 1’hippocampe chez le groupe THI par rapport au
CON. Les groupes EXT et EXT+THI ont montré par ailleurs une augmentation trés hautement

significative (p<0.001) de GSH dans I’hippocampe par rapport au lot THI.

GST : Les résultats de cette présente étude ont montré une augmentation de Iactivité de GST
mitochondriale de facon significative (p< 0.05) dans le striatum et I’hippocampe des rats traités
par le THI en comparaisons avec le CON, aussi une diminution significative (p< 0.05) de
I’activité de GST dans I’hippocampe a été également enregistrée chez les lots EXT et EXT+THI
par rapport au lot THI.

GPX : Les résultats obtenus suite a ’évaluation de 1’activité enzymatique de GPX ont enregistré
une diminution de son activité mitochondriale de fagon significative (p< 0.01) dans le striatum et

I’hippocampe chez le groupe THI par rapport au
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CON. Ces résultats ont montré une amélioration hautement significative (p< 0.01) de I’activité
de GPX chez les lots EXT et EXT+THI par rapport au groupe THI.

Tableau 11. Variation de glutathion (mitGSH), Malondialdéhyde (mitMDA), [P’activité
enzymatique de glutathion peroxydase (mitGPx), glutathion S-transferase (mitGST), superoxyde

dismutase (mitSOD), et catalase (mitCAT) dans I’hippocampe et le striatum

str 0,05+0,004 0,005+0,001" 0,047+0,002# 0,033+0,002 ns
hipp 0,08+0,01 0,010+0,002** 0,058+0,01## 0,065+0,01™
str 77,23+8,0 14,54+1 46> 72,89+9,00 ## 48,28+5,08 #
hipp 83,39+2,92 16,37+1,09* 52,40+2,22ns 55,00+3,16 #
str 0,89+0,11 1,14+0,04** 0,70+0,06* 0,66+0,05*
hipp 0,74+0,03 1,58+0,09* 0,59+0,03# 0,085+0,04ns
Str 0,20+0,02 0,08+0,01* 0,27+0,03ns 0,14+0,02ns
Hipp 0,28+0,02 0,09+0,01* 0,27+0,02 ### 0,21+0,02##
Str 0,04+0,005 0,01+0,001* 0,044+0,003 ## 0,03+0,005ns
Hipp 0,06+0,01 0,01+0,001* 0,06+0,01# 0,040+0,010##
. Str 7,68+0,20 17,56+1,04* 8,17+0,47ns 7,60+0,47ns
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Hipp: hippocampe, Str: striatum.
2.5. AChE

Dans la présente étude, une diminution significative (p< 0.05) et hautement significative (p<
0.01) de l'activité de l'acétylcholine estérase au niveau de 1’hippocampe et le striatum a été
enregistré chez le lot THI par rapport au CON. Cette méme étude a montré une amélioration
significative (p< 0.05) de T’activit¢ de I’AChE chez les groupes EXT et EXT+ THI en
comparaison avec le groupe THI (Figure 45).

AChE #
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L =
0B 50.00 I I
<8 l 1
-3 40.00 | I | ‘ I |
T o I
@ £ 30.00 ‘ * ‘ : |
St s
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£
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CON THI EXT THI + EXT

E Hippocampe = Striatum

Figure 43. Variation de I’activité enzymatique de I’ AChE dans I’hippocampe et le striatum aprés

le traitement par le THI et I’extrait pendant 90 jours.

2.6. Evaluation de gonflement et perméabilité mitochondriale (Tableau 12)

L’exposition des rats au THI a montré une augmentation de gonflement mitochondrial tres
hautement significative (p< 0.001) (diminution de I’absorbance) dans 1’hippocampe, et une
augmentation significative (p< 0.05) dans le striatum par rapport au groupe CON. Cependant cet
extrait a prouvé une protection de facon trés hautement significative (p< 0.05) et hautement
significative (p< 0.01) des pores mitochondriales respectivement dans I’hippocampe et striatum,

justifié par une diminution de ce gonflement en comparaison au groupe THI.

Lors de I’évaluation de la perméabilit¢ mitochondriale, le lot traité par le THI a montré une
augmentation également de la perméabilité mitochondriale de fagon significative (p< 0.05) et

hautement significative (p< 0.01) respectivement dans le striatum et 1’hippocampe en
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comparaison avec le lot CON. Tandis que les lots EXT et EXT+THI ont montré une diminution
significative (p< 0.05) et hautement significative (p< 0.01) de permeéabilité respectivement dans

le striatum et 1’hippocampe en comparaison avec le lot THI.

Tableau 12. Le gonflement et la perméabilité mitochondriale dans le striatum et 1’hippocampe

des différents groupes d’animaux.

Str 0,064 +0,001 0,014 + 0,001
hipp 0,209 +0,001 0,004 +0,0001
Str 0,016 +0,002 * 0,057+0,005*
hipp 0,106 + 0,003*** 0,054+0,0005**
Str 0,220 +0,003 ** 0,013+0,001#
hipp 0,381 + 0,003 *** 0,005 +0,0001
Str 0,196 + 0,002 * 0,020 +0,002 "
hipp 0,244 + 0,001% 0,005 +0,0002*

. Hipp: hippocampe, Str: striatum.

2.7. Evaluation des marqueurs apoptotique dans le str et hipp
Les résultats de la présente étude ont montré une augmentation significative (p< 0.05) des taux
de Cyt-c, Bax, caspase-3 et 9 et Ca™ dans les deux régions étudiées de cerveau chez les rats
traités par le THI avec différents degrés de signification statistique respective (p< 0.05, p< 0.001,
p< 0.01, p< 0.01, p< 0.01) en comparaison avec le groupe CON. Alors que la teneur en Bcl2
dans les lysats tissulaire de ces deux régions a diminué de fagon significative (p<0.05), d’autre
part, ces parametres apoptotiques n’ont pas été observés dans les deux groupes EXT et

THIH+EXT par rapport au groupe CON, donc 1’administration de 1’extrait des amandes ameres
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des noix d’abricot avec le THI a empéché de facon significative la variation des taux de ces

marqueurs apoptotiques (Tableau 13).

Tableau 13. Variation des marqueurs d’apoptose dans le striatum et 1’hippocampe chez les

différents rats traités par le THI et I’extrait pendant 90 jours.

str

hipp

str

hipp

str

hipp
str
hipp
str
hipp
str
hipp
Str

hipp

1.42 +£0.22

1.12+0.18

07.5+0.42

08.6 £ 0.94

24.6 £2.24

18.2 +0.55

0.304

0.307

090 + 14

110 + 18

120 + 20

098 + 08

1.65+0.10

1.29 + 0.02

4.48 £1.26*

5.32 +1.08*

15.2 +
0.82***

176 =
1.24%**

16.4 + 1.86*

14.8 £ 0.82*

0.926

1.189

184 + 16**

250+ 42 *

278 + 14**

212 + 24**

2.26 + 0.06*

2.32+0.07*

1.34 £ 0.88 ##

0.98+0.16 #

06.6 = 0.62 ###

07.2 + 1.44##

25.2+2.60 #

19.4+1.80 #

0.261

0.371

080 + 12 #

070+ 16 #

130 + 14 ##

102 + 12#

1.64 £0.12#

1.37 £ 0.03 ns

242+ 042 #

1.98+0.22 #

14.64 + 1.22 ns

12.52 + 2.64#

18.46 + 1.22 ns

18.54 + 0.86 #

0.793

0.675

160 £ 12 ns

096 + 14 #

238 £ 21ns

152+ 18 #

1.65 £ 0.08 ns

1.54 £ 0.06 ns
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. hipp: hippocampe, Str: striatum.

2.8. Etude histopathologique du cerveau (Figure 46)

L’observation microscopique des coupes histologiques effectuées sur le cerveau du groupe
CON a révélé une architecture et distribution normale des neurones, en outre ces neurones et

cellules gliale forment un neuropil intact dans le cerveau (A).

Les rats traités par ’EXT (B) et la combinaison (THI+EXT) (C) ont une architecture normale et
une structure similaire a celle du groupe CON. Cependant une dégénérescence neuronale

modérée est apparue dans le groupe de la combinaison en question.

L’observation histologique des sections effectuées sur le cerveau des rats traités par le THI ont
manifesté des changements morphologiques par rapport au groupe CON, ou les cerveaux de
groupe THI présentent une dégénérescence et des hémorragies neuronales accompagnées d’une
dégénérescence sévere des cellules microgliales (fleche), de plus nous avons enregistré une
agrégation de ces cellules gliales et une légére dégénérescence des cellules (encercelé) au niveau
de la couche de purkinje (D1). Dans les mémes coupes nous avons remarqué une spongieuse et
une vacuolisation des neutrophiles avec de multiples zones d’érythrocytes externalisées et une

congestion également des vaisseaux sanguins (D2).
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Figure 44. Sections histologiques effectuées sur le cerveau des différents groupes d’animaux
traités. (A) Coupe histologique du cerveau des rats CON ; (B) Coupe histologique du cerveau
des rats traités par EXT ; (C) Coupe histologique du cerveau du groupe THI +EXT ; (D 1) et
(D2) Coupe histologique du cerveau du groupe THI ((H&E) Gr X400).

3. Discussion

Cette présente étude est consacrée en partie a 1I’évaluation des effets neurotoxiques in vivo
associés a ’exposition des rats & des doses réelles de THI pendant 3 mois et les effets
préventives de I'EXT. Des examens biochimiques et des tests comportementaux ont été abordés
pour évaluer Dintégrité cellulaire et mitochondriale de certaines régions du cerveau en

I’occurrence le striatum et I’hippocampe.
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3.1. Variation mensuelle du poids corporel des rats exposes chroniqguement au THI

Nos résultats ont montré une diminution significative (p<0.05) du poids corporel des rats traités
par le THI. La réduction de poids corporel constaté est une indication de 1’état de la santé des
rats, ou selon les travaux de Alarcan et al. (2020), ont enregistré un état de santé généralement
caracterisé par des désagréments, une chute de cheveux, manque de défection, et aprés une
semaine, ces méme travaux ont montré une diminution de poids corporel chez les lots traité par
différentes doses de THI. Par ailleurs, les travaux de Sheets et al. (2016) ont abouti a la méme
conclusion, notamment une diminution du poids corporel des animaux traités par différents
néonicotinoides (I’imidaclopride, acétamipride, thiaclopride et thiamethoxame avec différents
doses de 50-500 ppm). Une diminution du poids corporel a été constaté apres 7 jours de
traitement par ’acétamipride a différentes doses (Terayama et al., 2016). EPA 2002 de son c6té
a rapporté que le gain de poids corporel et la consommation alimentaire ont été réduits chez les

rates pendant la premiére semaine d'exposition a 300 et 500 ppm de THI.
3.2. Estimation du poids relatif du cerveau

Nous avons enregistré une diminution significative (p<0.05) du poids relatif de cerveau chez le
groupe THI par rapport au CON. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par
Gasmi et al. (2016) qui montrant une diminution de poids de cerveau aprés le traitement des
animaux par 3.14 mg/kg/j d’acétamopride. Or, ’EXT utilisé en préventif a prévenu la variation
pondérale par rapport au groupe THI. Il faut noter que la littérature scientifique consultée n’a

donné aucune information sur I’effet de cet extrait sur la variation pondérale.
3.3. Evaluation des paramétres comportementaux

La locomotion, évaluée par le test d’open field, est définie par la faculté d’un organisme vivant
de se mouvoir pour se déplacer. Dans cette étude, nous avons enregistré une altération de
I’activité locomotrice chez les rats traités par le THI par rapport au groupe CON, se traduisant
par une diminution de la locomotion qui pourrait étre due a I’influence directe de ce
néonicotinoide sur les récepteurs de 1’acétylcholine. En effet, selon Marrs (2012) I’utilisation
d’une dose ¢levée de THI (109 mg/ kg) diminue la locomotion des rongeurs. De plus, les
résultats de cette étude sont en accord avec les résultats de 1’équipe qui travaille pour EFSA
(2019), ont montré une diminution de I’activité motrice chez des rats traités par la dose de

3.1mg/kg poids corporel de THI, ces méme résultats ont été également obtenus par les travaux de
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Taibi et al. (2020) apres ’exposition des rats a une dose de 90 mg/kg d’imidaclopride pendant
28 jours.

Le comportement de type anxiolytique a été évalué a l'aide de test EPM. L’analyse statistique
des résultats obtenus par ce test suggeére que le THI produit un effet anxiogéne en comparaison
avec le lot CON, ou les rats traités par cet insecticide passent un long temps dans le
compartiment sombre par rapport au compartiment éclairé indiquant une anxiété accrue. Selon
les travaux de Rodrigues et al. (2010), I’exposition des rats a des doses élevées de
thiaméthoxame (50 ou 100 mg / kg de poids corporel) pendant sept jours consécutifs, a montré
une augmentation du comportement anxieux. D’autres travaux ont rapporté aussi que les
néonicotinoides conduisent a la sécrétion accrue des différents neurotransmetteurs comme la
sérotonine dans I’hippocampe, ce qui peut produire un effet anxiogéne (Cheeta et al., 2001 ;
Tomizawa and Casida, 2005). De plus les travaux de Hirano et al. (2015 ; 2018) ont étudié
I’effet de ’administration de la clothianidine (CTD ; 0, 5, 10, 50 et 250 mg / kg / jour) sur le
comportement des rongeurs pendant 4 semaines, ont demontré un comportement anxieux tres
¢levé chez les souris. Par ailleurs, I’extrait utilisé en préventif dans cette ¢tude a montré une
diminution significative de comportement anxiogéne. Il faut noter dans ce contexte que cet effet
neuroprotecteur des amandes de noix d’abricot amére a été rapporté par les travaux de Dajas et
al. (2003) et les travaux de Vauzour et al. (2008) qui le justifient par le pouvoir

antineurotoxique des flavonoides contenus dans ces amandes ameres.

Dans cette étude, le test de la nage forcée a montré une incapacité de nager chez les animaux
traités par le THI prouve I’effet dépressif de cet insecticide. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par 1’étude de Taibi et al. (2020) et Karatas (2009) ayant montré que I’'imidaclopride
(IMD) avec différents dose (90 mg/kg, 9g/kg) provoque une légere dépression du systeme
nerveux. Selon I'étude menée par Taibi et al. (2020), l'utilisation de I''MD peut entrainer des
perturbations au niveau du systeme sérotoninergique. Cela est di au fait que les récepteurs
neuronaux de l'acétylcholine nicotinique (nAChRs), qui font partie de la famille des récepteurs
ionotropes, comprennent également les récepteurs de la sérotonine. Cependant, les recherches
réalisées par Guichenez et al. (2006) ont mis en évidence une association entre les troubles

dépressifs et un dysfonctionnement ou une hypoactivité du systéme sérotoninergique.

NOR est un test classique pour évaluer la mémoire et I'apprentissage spatial en cas des lésions
ou des altérations du systeme neurotransmetteur ou des modéles des maladies cérébrales

(Barker et al.,, 2011). L'apprentissage et la mémoire jouent un réle crucial dans la
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communication des étres humains, et I’altération de l'apprentissage a été mise en évidence par
une diminution de I’activité cholinergique dans le cerveau (Kaoud et al., 2011). Les résultats de
ce test montrent clairement une altération fonctionnelle des différentes régions cérébrales
impliquées dans la mémoire déclarative. Cette explication est en concordance avec les travaux de
Okuda et al. (2004), qui suggerent que 1’altération de ces régions du cerveau comme étant la
cause d’un état d’insuffisance de la mémoire et de I’incapacité d’apprentissage chez les rats
traités par cet insecticide. Des données similaires rapportées par Mondal et al. (2014), aprés une
exposition des rats a l'acétamipride (100 mg / kg) pendant 7 jours, vont dans le sens de blocage
de la formation de la mémoire a 30% par ce néonicotinoide. Selon les mémes auteurs, la
présence d'acétamipride dans I'hippocampe peut favoriser lI'ouverture des récepteurs ionotropes,
ce qui entraine I'entrée de flux ioniques positifs dans la cellule et peut induire une excito-toxicité.
De plus, l'ouverture répétée des recepteurs nAChR entraine une désensibilisation du récepteur et
du canal ionique, empéchant ainsi le passage du calcium (Ca2?*) a travers la membrane (Xiao et
al., 2011). Cependant, les neurotransmetteurs inhibiteurs tels que l'acide y-aminobutyrique
(GABA) et la glycine, libérés au niveau synaptique par les synaptosomes, entrent en compétition
avec le glutamate. Dans ce contexte, les déficits d'apprentissage et de mémoire chez la souris ont
été attribués a l'impact néfaste sur les interneurones GABAergiques (Knoferle et al., 2014).
Aussi I’équipe de Zheng et al. (2020) montre des altérations histopathologiques, biochimiques et
métaboliques induites par I'administration orale répétée de deux doses d'IMI (5 et 20 mg / kg /
jour) pendant 28 jours sur I'hippocampe de souris qui contient les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine (cible de THI) (Kenney and Gould, 2008). Ainsi que les travaux de Kara et al.
(2015) ont montré que les activités d'apprentissage ont été diminuées significativement a la dose
de 8 mg / kg de I'imidaclopride chez les rats adultes traités pendant une période de 3 mois. Or,
les groupes EXT et EXT+THI ont montré une augmentation de I’indice de reconnaissance,
indiquant ainsi que I’extrait des amandes ameres des noix d’abricot est pourvu d’un potentiel
préventif a I’égard des troubles de mémoire induits par le THI administré seul. Ces résultats sont
justifiés par le fait que D’extrait aqueux des amandes ameres d’abricot ont une activité
thérapeutique contre la perte de la mémoire appliquée dans la médecine traditionnelle Iranienne
en plus de son pouvoir neuroprotecteur contre la mort des neurones (Vahedi-Mazdabadi et al.,
2019 ; Yanget al., 2014).

L’évaluation de la force musculaire des rats en utilisant le test de kondziela’s inverted screen,
qui est utilis¢ comme modele pour 1’évaluation de la fonction motrice et les différents désordres

de SNC ou des lésions neuronales en relation avec la force musculaire (Deacon, 2013).
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L>augmentation de la force musculaire constatée chez les rats traités par le THI par rapport au
témoin peut étre expliquée par le fait que THI est un agoniste non hydrolysable de
I’acétylcholine susceptible de provoquer une activation continue du récepteur de I’acétylcholine,
conduisant a des signes de dépolarisation membranaire continue. Sachant que I’acétylcholine
estérase est incapable de dégrader les néonicotinoides (THI) (Anaddn et al., 2019), Par
conséquent, lorsque le THI se fixe aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine, cela entraine
une accumulation excessive d'acétylcholine. Normalement, Il'acétylcholine est dégradée par
’acétylcholinestérase, mais selon les résultats de cette étude le THI entraine un déficit dans
I’activité enzymatique de cette enzyme, justifiant I’accumulation de I’acétylcholine, ou des
études menées par Goetz (2011) et Novotny et al. (2011), ont montré que la durée de la
contraction musculaire est proportionnelle a la concentration de I’acétylcholine. Les travaux de
(EC, 2018) ont démontré également que la force musculaire des membres a été augmentée chez
les rats qui ont recu de l'acétamipride par gavage avec différent doses. L’EXT utilisé seul dans
cette étude a montré une augmentation significative de la force musculaire par rapport au témoin,
ce qui pourrait étre expliqué par la différence de poids corporel entre les rats traités par I’extrait

et les rats témoins ou la prise de poids réduit la force musculaire (Hirotaka et al., 2016).

Le test de balance beam a été réalisé pour évaluer la coordination motrice et I'équilibre (Brooks
and Dunnett, 2009). Les résultats obtenus en appliquant ce test ont révélé des déficits dans la
coordination et I’équilibre chez les rats du groupe THI et EXT+THI pour qui le temps de marche
sur la poutre (beam) est prolongé. Ces observations suggerent que le THI pourrait altérer les
neurones dopaminergiques responsables de I'équilibre et du contréle des mouvements et de la
marche (Sherer et al., 2003). Par ailleurs, Abou-Donia et al. (2001) ont montrés que la marche
sur le beam nécessite des niveaux pertinents de conscience, de mémoire et de sensorimotrice.
Dans une autre étude, les mémes auteurs (Abou-Donia et al., 2008) ont rapporté que ces déficits
neurocomportementaux peuvent refléter un dysfonctionnement au niveau de plusieurs zones
anatomiques du systeme nerveux central, du systeme nerveux périphérique ou des muscles. Dans
cette étude, ’EXT diminue le temps de marche sur la poutre en comparaison avec le lot traité par
le THI, ces résultats indiquent que cet extrait montre une protection neuronale qui, selon Moradi

et al. (2017), pourrait étre justifié par la présence de polyphénols et flavonoides dans cet extrait.
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3.4. Evaluation de gonflement et perméabilité mitochondriale

Les résultats de cette présente étude ont montré que 1’exposition des rats au THI a montré une
augmentation de la perméabilité et le gonflement mitochondrial a la fois dans I’hippocampe et le
striatum. Par ailleurs, I’extrait utilisé dans cette étude a montré une protection significative des
pores mitochondriaux ce qui a permis la conservation de l’intégrité membranaire de cette
organelle subcellulaire en maintenant ainsi son volume et sa perméabilité membranaire en
comparaison avec le témoin. Ces résultats sont en accord avec plusieurs résultats des travaux
récents comme ceux de Gasmi et al. (2016) ; Beghoul et al. (2017) ; Gasmi et al. (2017), qui
ont montré une augmentation de gonflement et perméabilité mitochondriale apres le traitement
des rats pendant 90 jours par 3.14 mg /kg d’acétamipride, 0.32 mg/kg de deltaméthrine et 2.6
mg/kg de bifenthrine.

3.5.  Evaluation des paramétres du statut redox mitochondrial dans le striatum et

I’hippocampe

Parmi les impacts de I’exposition chronique aux pesticides, on retrouve le stress oxydant, qui
conduit a des dommages de biomolécules importantes conduisant a la perturbation fonctionnelle
des différents organes (Wylly and Pedraza-Chaverri, 2014). Le cerveau est un organe grand
consommateur de l'oxygeéne et donc source des ERON particulierement dans le cas des
neurotoxicités oxydatives pouvant induire des maladies neurodégenératives, comme la maladie
d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Chen et al., 2010 ; Wei et al., 2018). Dans cette étude
I’évaluation du statut redox dans les mitochondries de striatum et de I’hippocampe, chez des rats
exposés a des micros dose de THI et I’extrait des amandes ameéres des noix d’abricot pendant 90

jours, a abouti aux résultats ci-apres.

Le GSH constitue un antioxydant non enzymatique, il est considéré comme une molécule de la
premiére ligne de défense dans les systémes antioxydants des neurones (Pathak and
Khandelwal, 2006 ; Aoun and Tiranti, 2016). Son action est indiquée par le fait qu’il est co-
facteur au sein d'un ensemble d'enzymes antioxydantes telles que les glutathion peroxydases, la
glutathion réductase, les thiorédoxines et les peroxyrédoxines. De plus, il posséde la capacité de
se lier a des xénobiotiques et a divers radicaux libres grace a son pouvoir chélateur (Defraigne
and Pincemail, 2008). Les résultats de cette étude ont montré un épuisement de GSH
mitochondrial & la fois dans le striatum et ’hippocampe chez les rats traités par le THI. Ces
résultats peuvent étre expliqués par la conjugaison de GSH avec les déférents radicaux libres

résultant de I’exposition chronique au THI. Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus
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dans travaux de Kebieche et al. (2009) rapportant une diminution de GSH aprés I’intoxication a

différents xénobiotiques.

Les résultats de cette é¢tude ont montré également une diminution significative de I’activité de la
SOD mitochondriale de striatum et d’hippocampe chez les rats exposés au THI en comparaisons
avec le lot CON. La SOD, Cette métalloprotéine joue un réle crucial dans la protection des
cellules contre le stress oxydatif. Elle élimine O2 par une réaction de dismutation, ce qui permet
de le convertir en H20- et en O». (Haleng et al., 2007). La diminution significative de I’activité
des enzymes antioxydantes (SOD) pourrait étre expliquée par 1’élévation des radicaux libres qui
épuisent une partie de I’activité de cette enzyme indispensable a leur neutralisation (Moeen et
al.,, 2018 ; Rouaki and Kanane, 2019 ; Kati¢ et al., 2020). Ou ces radicaux libres peuvent
oxyder les résidus du site actif de la protéine conduisant a la perte de sa fonction et d'activité
enzymatique (Butterfield et al., 1998), ajouté a cela I’inhibition directe de SOD par le pesticide
testé (Jablonska-Trypuc et al., 2017).

L’¢évaluation de I’activité¢ catalasique mitochondriale de striatum et d’hippocampe chez le lot
traité par le THI, a montré un déficit significatif dans son activité. Il faut noter que la CAT est
une oxydoréductase la plus universelle qui élimine H20. en O et H,O (Qureshi et al., 2007). Ce
déficit est explicable dans la littérature scientifique par l'inhibition de sa synthese (son turnover
cellulaire) ou par les fortes concentrations de H20> qui pourraient induire son inactivation rapide
(Gutteridge, 1995).

Les résultats de cette présente étude ont montré une augmentation de I’activit¢ de GST
mitochondriale des régions du cerveau étudiées chez les rats traités par le THI en comparaisons
avec le témoin. La GST est un facteur crucial pour déterminer la sensibilité des cellules aux
différents xénobiotiques, elle offre une protection contre la toxicité cérébrale induite par les
pesticides (Ahmad et al., 2010). On note que la GST catalyse la conjugaison de GSH avec un
large spectre des produits chimiques toxiques (Silvane et al., 2014). L’augmentation de I’activité
de GST dans cette étude pourrait étre due a une carence en GSH ou elle est une réponse

adaptative pour lutter contre le stress (EI-Gendy et al., 2010).

Dans cette étude, la GPx est une sélénoprotéine qui réduit le peroxyde d’hydrogene en présence
de GSH, pour donner H20. Elle prend en charge aussi les lipides ayant subis une peroxydation
(Comhair and Erzurum, 2002). Selon les résultats de cette présente étude, nous avons
remarqué une diminution de Iactivité enzymatique de GPX mitochondriale dans le striatum et

dans I’hippocampe par rapport au témoin, la réduction de Iactivité de GPX est la conséquence
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des taux élevés des ERON, ou cette enzyme sert a leur détoxification (Mamdouh et al., 2007),
selon Doltade et al. (2019) I'exposition chronique aux xénobiotiques produit une déplétion de

’activité enzymatique des enzymes antioxydantes.

Les résultats de cette étude ont montré une production excessive du MDA chez le groupe THI
dans les mitochondries du striatum et de I’hippocampe, par ailleurs 1’extrait utilisé a induit une
diminution significative de ce produit au niveau de striatum en comparaison avec le lot témoin. |1
est bien connu que I’augmentation de taux du MDA indique la présence d’une peroxydation
lipidique causé par les ERON, en l’occurrence °OH, sur les acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires, cette peroxydation conduit a la perforation des biomembrane et la perte
de I’équilibre des échanges membranaires et donc de leur fonction (Favier, 2003 ). Des resultats
similaires ont été enregistrés par les travaux de Abd-Elhakim et al. (2018) apres le traitement
des rats par 1 mg/kg d’imidaclopride pendant 60 jours, rapportant que les dommages oxydatifs

qui en résultent sont la cause principale de la degénérescence neuronale.

D’une maniere générale, 1’état de I’art de cette thématique n’apporte pas des données
expérimentales sur 1’évaluation de 1’état redox mitochondrial dans les deux régions étudiées dans
le cas de THI. Cependant, quelques travaux sur ’exposition du cerveau total aux neonicotinoides
ont éte rapportés dans la littérature scientifique. En effet, les résultats de Kapoor et al. (2010)
ont montré les mémes perturbations de statut redox apres le traitement oral des rats par 20 mg/kg
de poids corporel d’imidaclopride, aussi Vesile et Suat (2009) ont enregistré les mémes résultats
concernant MDA et CAT aprés le traitement des rats par 10uM d’imidaclopride. De plus les
résultats de (Duzguner and Erdogan, 2012) ont montré une altération significative des
parametres suivants MDA, GSH et SOD, apres le traitement des animaux par 1’imidaclopride
(1mg/kg pendant 30 jours), ainsi que Farag et al. (2019) ont enregistré les mémes résultats de

GSH et SOD apres le traitement par I’imidaclopride pendant 90 jours.

Les résultats de cette étude indiquent que le THI a un effet délétere sur I’intégrité cellulaire et
moléculaire des cellules du cerveau par la génération des ERON (stress oxydant), le gonflement
et la perméabilité mitochondriale, déclenchement de 1’apoptose. Or, I'EXT, a montré une
cytoprotection cérébrale via ’effet des composés actifs présents dans cet extrait tels que les
composés phénoliques qui semblent étre des molécules thérapeutiques ayant le pouvoir d’inhiber
la formation des ERON (Okada et al., 2013). Récemment les travaux de Qin et al. (2019) ont
abouti a 1’évidence suggérant que les polyphénols sont indiqués contre les différentes maladies

causées par le stress oxydatif, pour augmenter la capacité de défense antioxydante et réduire la
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toxicité et la perte de la masse neuronale. Cette explication pharmacologique est fondée par la
richesse des amandes améres des noix d’abricot en éléments antioxydants comme le fer,
potassium, amygdaline, flavonoides, qui sont susceptibles d’avoir des différentes activités
biologiques comme 1’activité antioxydante, anti-inflammatoire et aussi antitumorale ... Li et al.
(2016). Cette évidence est soutenue également par les résultats de Moeen et al. (2018) qui ont
montré que I'EXT est capable de réduire les effets toxiques de pesticides par la réduction des
ERON et l'augmentation significative des enzymes antioxydantes comme les activités
enzymatiques de la CAT et de la SOD, ces mémes résultats justifient cette activité biologique par
la teneur importante de ces amandes en composes antioxydants comme les tocophérols et les

composés phénoliques.
3.6.  Acetylcholine estérase (AChE)

AChE est une protéine spécifique des neurones cholinergiques, qui peut jouer un réle clé dans
le maintien des taux d'acétylcholine au niveau des neurones cholinergiques, étant responsable de
la dégradation de l'acétylcholine en acétate et choline dans la fente synaptique (Vohra et al.,
2014). Dans la présente étude, une diminution de l'activité de l'acétylcholine estérase au niveau
de striatum et d’hippocampe a été enregistrée chez le groupe THI par rapport au groupe CON.
Selon I’étude de Rodrigues et al. (2010), I’exposition au thiaméthoxame a montré une
diminution de I’activit¢ d’AChE, mais aucune information fournie concernant le mécanisme
d’action de cet insecticide sur cette enzyme, par contre selon cette étude la diminution de
I’activité cholinestérasique pourrait refléter une réponse secondaire des neurones a l'insecticide,
sachant que les néonicotinoides ou leurs métabolites pourraient agir sur les NAChRs centraux du
rat, produisant un déséquilibre dans le schéma de neurotransmission cholinergique. De plus les
travaux de Kati¢ et al. (2020) ont montré une inhibition de I’activité d’AChE aprés le traitement
des rats par 0.06 et 0.8 mg/kg de poids corporel/jour d’imidaclopride pendant 28 jours, d’autres
résultats obtenus par Topal et al. (2017) lors d’un traitement des animaux par 1’imidaclopride au
niveau des différentes régions cérébrales vont toujours dans le sens de la réduction de I’activité
de cette neuroenzyme. D’autre part les résultats de Vanzour (2008) et Dajas (2003), ont montré
que les amandes ameres des noix d’abricot amere ont un effet général neuroprotecteur grace a
leur richesse en flavonoides et en polyphénols, ceci pourrait justifier le pouvoir

neurocytoprotecteur de ’extrait utilisé dans cette présence étude.
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3.7.  Dosage des marqueurs apoptotique dans le striatum et ’hippocampe

Selon la littérature, la perte de la perméabilité mitochondriale est a 1’origine de la libération de
cyt-c et Ca*™ dans le cytosol permettant de déclencher la premiére étape de I’apoptose cellulaire
en s’associant aux réactions de la maturation de la caspase-9, ce processus est nécessaire pour
déclencher I’apoptose (Gasmi et al., 2017 ; Chouit et al., 2020). En effet, les résultats de cette
étude ont montré une augmentation des activités des caspase-3 et 9, et des taux de Ca*™, cyt-c et
de Bax cytosoliques dans le groupe traité par le THI. Tous ces marqueurs indiquent que
I’insecticide utilis¢é peut déclencher une voie de signalisation de I’apoptose intrinséque
(Toualbia et al., 2017 ; Saranya et al., 2020). Cet effet proapoptotique de THI a été soutenu par
une baisse significative de la teneur intracellulaire de Bcl2, qui est considérée comme un
membre potentiel de la famille des facteurs anti-apoptotiques. Ainsi, les résultats de cette étude
ont exploré les altérations de la membrane mitochondriale primaire sous forme d’cedeme et de
troubles de perméabilité membranaire permettant la libération de protéines proapoptotiques de
I’espace intermembranaire mitochondrial comme le cyt-c qui participe a la maturation de la
caspase-9 et ensuite la caspase-3. Cette action proapoptotique associe eégalement le facteur
d’activation de la peptidase apoptotique (Apfl) conduisant a la formation d’apoptosomes tant

cytosolique que nucléaire (Prieto-Moure et al., 2016 ; Shakeri et al., 2017).
3.8.  Etude histologique de cerveau

L'observation histopathologique des sections du cerveau total a révélé que 1’exposition chronique
des animaux au THI entrainait une dégénérescence et une vacuolisation des cellules neuronales
et gliales avec congestion des vaisseaux sanguins dans le neuropile du cerveau. Ces résultats sont
en accord avec les conclusions de Abd-Elhakim et al. (2018), qui ont rapporté une
dégenérescence sévere des neurones et des cellules gliales avec vacuolisation dans le neuropile
de I’hippocampe des rats traités par Img/kg d’imidaclopride pendant 60 jours. Des résultats
similaires ont été rapportes par Vivek et Jain (2020) apres exposition des rats aux différentes
doses de THI pendant 28 jours. On remarque que ces observations histologiques sont en accord
avec la présente étude montrant I'effet apoptotique du THI, alors que le traitement des animaux
avec I'EXT a 50 mg/kg/jour en association avec THI a prévenu l'architecture normale et la
structure du cerveau, ces résultats démontrent largement que cet extrait a un potentiel neuro-

protecteur contre les altérations tissulaires dues a la neurotoxicité de THI.
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e Conclusion:

- L’¢évaluation de la neurotoxicité de THI suite a une exposition chronique des rats adulte a

montré une diminution de prise du poids et une diminution de poids relatif de cerveau.

- L’évaluation des fonctions cognitives en utilisant des différents tests de comportement a montré
une diminution de la locomotion, une anxiété accrue, une dépression, une perte de mémoire et
d’apprentissage, une altération de la force musculaire, perte de I’équilibre et la coordination des

rats exposés au THI.

- Le THI a induit un stress oxydant et une peroxydation lipidique accrue dans les mitochondries
donnant leur gonflement et une perte de leur perméabilité membranaire dans les cellules

striatales et hippocampales.

- Le THI a induit également une activation caspasique de ’apoptose paralléelement a une perte de

la fonction cholinergique au niveau de ces deux régions du cerveau.

L’observation histologique a montré une dégénérescence des différentes cellules, des

hémorragies et congestion tissulaire, ainsi qu’une agrégation des cellules gliales.

- L’association de ’EXT avec THI a permis d’enregistrer une protection cognitive et une
prévention contre toutes les pertes de 1’intégrité structurale et fonctionnelle des mitochondries et

des cellules striatales et hippocampales.
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3. Effet neurotoxique de THI sur la génération G1 des rats aprés une
exposition gestationelle et lactationelle et bioactivité de [Pextrait

hydroalcoolique des amandes amére d’abricot P. armeniaca L.
1. Matériel et méthodes
1.1. Entretien des animaux

Les rats femelles et males ont été fournis par Institut Pasteur d’Alger (Algérie), et hébergés a
I’arrivage dans I’animalerie de l'université de Batna 2. Les rats femelles (n=16) pesant environ
180 g a l'age de 8 semaines et les males (n=8) a I'age de 12 semaines. Les rats ont été hébergés
dans des cages plastiques & une température (23+2 °C) et une humidité relative (60%) avec un
cycle photopériodique de 12 h, et recevaient de la nourriture et de I'eau librement. Apres une
période d'adaptation de 15 jours, deux femelles ont été accouplées avec un male par nuit. Le
matin suivant, un frottis vaginal a été observé au microscope pour confirmer la gestation. La
date de la parturition de chaque mere a éte désignée comme le jour O de gestation. Les rates

gestantes ont été reparties au hasard en quatre groupes de traitement (n=4/groupe) comme suit ;

Lot CON : est le groupe de rates contréle qui recgoit I'eau distillée durant les périodes de

gestation et de lactation.

Lot THI : le groupe de rates traité avec 0.020 mg/kg de THI durant les périodes de gestation et

de lactation.

Lot EXT : groupe de rates traité avec 50 mg/kg d'extrait hydroalcoolique des amandes ameéres

des noix d’abricot, Prunus armeniaca L. durant les périodes de gestation et de lactation.

Lot THI+EXT : groupe de rates traité avec l'extrait (50mg/kg/jour) et le THI (0.020

mg/kg/jour) pendant les périodes de gestation et de lactation.
1.1.1. Génération G1

Pour la génération 1, 24 males et 24 femelles ont été utilisés pour I’évaluation de la
neurotoxicité de THI et I’effet préventif de I’extrait des amandes ameéres des noix d’abricot,
sachant que cette génération a été exposée passivement au THI et PEXT via la gestation et la
lactation. Au 100 ™ jour, les rats de la G1 ont été soumis d’abord a une batterie de tests
comportementaux et ensuite sacrifiés pour les autres analyses biochimiques et histologiques.

Dans ce chapitre 3, les mémes méthodes d’approche et d’investigation utilisées en chapitre 2
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ont été réappliquées selon leurs principes et objectifs prévus (p85-96). Cette méthodologie est

résumée comme suit.
1.2. Mesure de poids corporel
1.3. Les tests de comportements
1.4. Estimation des du poids relatif du cerveau
1.5. Préparation de la matrice mitochondriale de striatum et I’hippocampe
1.5.1. Evaluation du gonflement et perméabilité mitochondriale
1.5.2. Dosage des paramétres de stress
1.6. Préparation de la fraction cytosolique
1.6.1. Mesure de I’activité enzymatique de ’acétylcholine éstérase
1.7. Dosage des paramétres apoptotique dans le striatum et I’hippocampe
1.7.1. Préparation des lysats tissulaires
1.7.1.1. Cytochrome c
1.7.1.2. Dosage de calcium cytosolique
1.8. Histologie
1.9. Analyse statistique
2. Résultats
2.1. La variation pondérale des animaux traites

La variation du poids corporel, chez les rats de la G1 exposés passivement au THI (G1THI) et
a EXT (G1EXT) durant la gestation et la lactation, est récapitulée dans le (tableau 14). Ces
résultats ne montrent aucune variation significative (p > 0.05) du poids corporel des différents

groupes des rats en comparaison avec le groupe CON (G1CON) et le groupe G1THI.
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Tableau 14. Les variations du poids corporel des rats de G1 exposés passivement durant la

gestation et la lactation au THI et PEXT

CON

THI

EXT

EXT+THI

CON

THI

EXT

EXT+THI

2.2. Evaluation des changements comportementaux et cognitifs

1.12+0.01

1.24+ 0.02 ns

1.30+ 0.01ns

1.18+ 0.04ns

1.25+ 0.05

1.30 £ 0.01ns

1.18 £ 0.01 ns

1.19+ 0.04ns

8.30 £1.30

9.15+ 1.11 ns

9.39+ 1.12 ns

10.12+ 1.48 ns

7.20+1.30

8.34 +£1.09 ns

9.11+ 1.25 ns

9.45 +1.18 ns

2.2.1. Evaluation de la locomotion des rats par le test OF

150.15 +2.30

165.30+ 2.11 ns

151.34 £1.95ns

163.16 + 1.67 ns

180.18+ 1.12

176.22 + 2.05 ns

175.17+ 2.11 ns

183.29 + 1.87 ns

Le test OF a été utilisé pour analyser l'activité motrice de la progéniture adulte (reflétée par la

distance totale parcourue). Ce test a montré une diminution significative (p < 0.05) de la

distance totale parcourue (ambulation) et le rearing chez les males et les femelles des rats de G1

traités passivement par le THI par rapport au groupe GLCON. Or, il y a eu une augmentation

significative (p < 0.05) de la distance parcourue par les males et les femelles de G1 traités

passivement par EXT par rapport au groupe G1THI (figure 47).

123



Partie éxpérimentale

Chapitre 3 : Effet neurotoxique de THI sur la génération G1
des rats et bioactivité de I’extrait de P.armeniaca .

70
60
50
40
3

o

2

o

10
0

Frequence d' ambulation et rearing

OF test femelles G1

Hit#

ns

CON THI

= Ambulation

EXT EXT+

Rearing

THI

Frequence d'ambulation et rearing

]
o

60
50
40
30
20
1

o O

OF test males G1

B

THI EXT EXT+
THI

= Ambulation = Rearing

Figure 45. La variation de l'activité locomotrice horizontale (ambulation) et verticale (rearing)

chez les différents rats traités males et femelles exposés passivement durant la gestation et la

lactation.

2.2.2. Evaluation de I’anxiété des rats par le test EPM

Dans ce test les femelles de G1 du groupe traité par le THI (G1THI) ont passé une langue

temps dans les bras fermés que les males par rapport au groupe CON (G1CON), et les femelles

de G1 du groupe traité par 'EXT (G1EXT) ont passé plus de temps dans les bras ouverts que

les males par rapport au groupe de G1THI. De plus, une diminution significative (p< 0.05) du

nombre d'entrées dans les bras ouverts et fermés du groupe G1THI par rapport au groupe
G1CON, mais les males et les femelles de G1 traités par 'EXT (G1EXT) ont fait plus de

nombre d'entrées dans les bras ouverts et fermés par rapport au groupe G1THI (tableau 15).

124



Partie éxpérimentale Chapitre 3 : Effet neurotoxique de THI sur la génération G1
des rats et bioactivité de I’extrait de P.armeniaca .

Tableau 15. . Les variations de temps passé par les rats et le nombre de leurs entées dans les

bras sombre ou éclairée des différents groupes de la génération 1 males et femelles.

FemellesG1 MalesG1l  FemellesG1 MalesG1l FemellesGl  Males G1
6.71+£ 1.11 16.57£1.72  93.29+1.11  83.43+1.72 14.71+2.69 15.57+2.82

92.00+4.40** 92.71+4.68* 8.29+4.15** 5.00+4.68* 1.57+0.53** 2.29+0.76**

17.57£1.27## 19.86+1.35# 82.43+1.27## 80.14+1.35# 14.57+2.70# 15.29+2.36#

29.57+1.90# 21.71+1.38# 70.43+1.90# 83.00+1.38# 13.00+2.52 14.57+2.82#
ns

2.2.3. Evaluation de la dépression par le test de la nage forcée

L’analyse statistique a présenté une augmentation hautement significative (p< 0.01) et
significative (p< 0.05) de temps d’immobilité (TIM) respectivement chez les rats femelles et
males de G1 traités par le THI ( G1THI) par rapport a celui des rats CON (G1CON),
Cependant, les résultats de cette présente étude ont montré que les rats males et femelles traités
passivement par ’EXT et EXT + THI montrent une diminution significative (p< 0.05) de temps

d’immobilité par rapport au groupe THI (figure 48).
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Figure 46. Evaluation du niveau de dépression des rats males et femelles de G1 exposés durant
la gestation et la lactation au THI et I’extrait, THI + extrait en utilisant le test de la force de

nage.

2.2.4. Test de Novel Object Recognition (NOR)

L’indice de reconnaissance du nouvel objet a montré une diminution significative (p< 0.05)
chez les males et les femelles G1THI par rapport au groupe G1CON, cet indice de
reconnaissance a été amélioré chez les groupes GIEXT et GIEXT+THI par rapport au groupe
G1THI (figure 49).
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Figure 49. Evaluation de la mémoire et I’apprentissage des différents groupes des rats males et

femelles de G1 en utilisant le test NOR.
2.2.5. Test de Kondziela’s Inverted Screen (KIS)

Selon les résultats du test KIS, le temps de fixation des rats & I'écran inversé a enregistré une
augmentation trés hautement significative (p < 0.001) chez les rats de G1THI par rapport au
groupe G1CON, d'autre part une diminution trés hautement significative (p< 0.01) du temps de
fixation a I'écran inversé enregistré chez le groupe GL1EXT par rapport au groupe G1THI
(figure 50).
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Figure 47. Evaluation de la force musculaire des rats males et femelles des différents groupes
G1 exposés passivement aux différents traitement durant la gestation et la lactation en utilisant
le test KIS.

2.2.6. L’évaluation de I’équilibre par balance beam

Les résultats de cette présente étude montrent une diminution significative (p< 0.05) de
temps de marche sur la poutre (beam) de 4cm et de 2cm chez les rats femelles et males
G1THI en comparaison avec le groupe G1CON, tandis que les rats males ou femelles du
groupe G1EXT et GIEXT+THI montrent une augmentation de temps de marche sur la
poutre (beam) de 4cm pour les males et de 2cm pour les femelles par rapport au groupe
G1THI (figure 51).
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Figure 48. Evaluation de I’équilibre et la coordination des rats males et femelles de G1 exposés

durant la gestation et la lactation aux différents traitements en utilisant le test de balance beam.

2.3. Estimation du poids relatifs du cerveau

Les résultats de cette présente étude ne montrent aucune variation significative du poids relatif
du cerveau des rats de G1THI, GIEXT et GIEXT+THI. Ces résultats sont récapitulés dans le
Tableau 16.

Tableau 16. La variation de poids relatif des cerveaux des différents groupes de rats de G1

traités passivement pendant la gestation et lactation

CON 0.51+£0.03

THI 0.56 £ 0.02 ns
EXT 0.50 £ 0.05 ns
EXT+THI 0.062 + 0.05 ns
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THI 0.49 + 0.02 ns
EXT 0.044 £ 0.05 ns
EXT+THI 0.052 + 0.03 ns

2.4. Evaluation du gonflement et perméabilité mitochondriale

Dans cette étude, nous avons enregistré une augmentation du gonflement mitochondrial de
striatum et I'nippocampe des rats femelles de G1THI en comparaison avec le groupe GICON
d’une part, d'autre part le lot GIEXT a montré le maintien du volume normal des mitochondries
d’une maniére hautement significative (p< 0.01) par rapport au G1THI. Par ailleurs, pour les
males de G1, ces résultats ont montré un gonflement hautement significatif (p< 0.01) et
significatifs (p< 0.05) respectivement dans les mitochondries de I’hippocampe et le striatum
des rats G1THI par rapport le groupe GICON, alors qu’il a eu protection significative des
mitochondries du striatum et de I'nippocampe chez les groupes GI'EXT et GIEXT+ THI par
rapport au groupe G1THI (figure 52).

Gonflement mitochondtial gonflement mitochondrial
de I'hippocampe Gl de striatum G1
04 0.25 H#H #
E s E o2
% 0.25 g
-~ 015
8 02 ®
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8015 8 01
o O
2 01 =
< 2 *
0.05 o 0.05 |—|
0 < i z
EXT+ 0
THI CON EXT EXT+THI
mFemelles = Males ® Femelles = Males

Figure 49. Variation du gonflement mitochondrial de striatum et d’hippocampe des rats males
et femelles de G1 exposés passivement durant la gestation et la lactation au différents

traitements.
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Concernant la perméabilité, les résultats de cette étude ont montré une augmentation
hautement significative (p< 0.01) de la perméabilité mitochondriale de striatum et I'hippocampe
chez les rats méles et femelles de G1THI en comparaison avec le lot GLICON, les lots GIEXT
et GLEXT+THI ont montré une diminution hautement significative (p< 0.01) de la perméabilité

mitochondriale dans le striatum et I'hippocampe par rapport au G1THI (tableau 17).

Tableau 17. Variation de la perméabilité mitochondriale de striatum et ’hippocampe des rats
males et femelles de G1 exposés passivement durant la gestation et la lactation aux différents

traitements.

femelles Males

Str 0.0006 + 0.0002 Str 0.0005 + 0.0003

Hipp 0.0005 + 0.0001 Hipp 0.0005 + 0.0001

Str 0.004 +0.001 ** Str 0.005+ 0.001*

Hipp 0.003 + 0.001** Hipp 0.005+ 0.002**
Str 0.0006 + 0.0002 ## Str 0.0005+ 0.0001#
Hipp 0.0004 + 0.0001 ## Hipp 0.0005 + 0.0001##
Str 0.0008 + 0.0003# # Str 0.0009 + 0.0003 ns
Hipp 0.0005 + 0.0001# # Hipp 0.0006 + 0.0002##

Hipp: hippocampe, Str: striatum
2.5. Stress oxydatif (tableau 18)

Pour les rats males et femelles de G1THI, nous avons enregistré une augmentation hautement
significative (p< 0.01) de l'activité enzymatique de CAT et SOD et du taux de MDA dans le
striatum et I'hippocampe. Or, le taux de GSH et I’activité de GST ont diminu¢ significativement

(p< 0.05) dans les deux régions étudiées par rapport au groupe G1CON.
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L’évaluation du statut redox mitochondrial dans le striatum et I’hippocampe a montré que chez
les groupes GLEXT et GIEXT+THI il y a eu diminution hautement significative (p< 0.01) de
I’activité catalasique. L’activité de la SOD et le taux de MDA ont été diminuées
significativement (p< 0.05) dans le striatum et hautement significativement (p< 0.01) dans
I'nippocampe de les groupes G1EXT et G1EXT+THI par rapport au G1THI. Par ailleurs,
l'activité de GST et le niveau de GSH chez les mémes groupes, ont été augmentés d'une fagon

significative (p< 0.05) dans les deux régions en comparaison avec le lot G1ITHI.

Tableau 18. . Variation de mitGSH, mitMDA, mitGPx, mitGST, mitSOD, et mitCAT dans les
mitochondries de I’hippocampe et le striatum chez les rats males et femelles de G1 exposés

passivement durant la gestation et la lactation aux différents
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2.6. Evaluation de Pactivité de ’AChE

Les résultats de cette présente étude montrent une diminution significative (p< 0.05) et
hautement significative (p< 0.01) de l'activité enzymatique d'AChE dans le tissu striatal et
hippocampal respectivement chez les rats males et femelles de G1THI en comparaison avec le
lot GICON, cette activité a été augmenté de facon significative (p< 0.05) chez les rats de
G1EXT et GIEXT+THI dans les deux tissus par rapport au G1THI (figure 53).
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Figure 50. Variation de I’activité enzymatique de I’AChE des rats males et femelles de G1

exposés passivement durant la gestation et la lactation aux différents traitements.

2.7. Cytochrome c

La concentration de cytochrome ¢ cytosolique présente une augmentation significative (p<
0.05) dans le striatum des rats males et femelles chez le groupe G1THI en comparaison avec le
lot GLICON, cette concentration a diminué chez les rats méles des lots GIEXT et GIEXT+THI
par rapport au lot GITHI. Or, I’évaluation de ce complexe de la chaine respiratoire a montré
une augmentation significative (p< 0.05) et trés hautement significative (p< 0.001) dans
I'hippocampe des rats femelles et males respectivement chez le lot GITHI en comparaison avec
le lot GICON.

Chez les groupes femelles GIEXT+THI le niveau de Cyt-c a diminué d’une maniére hautement

significative (p< 0.01) par rapport au G1THI femelle, alors que chez les groupes males GIEXT
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et GIEXT+THI, ce complex mitochondrial a diminué¢ dans le cytosol d’une manicre tres

hautement significative (p< 0.001) en comparaison avec G1THI méle, (figure 54).
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Figure 51. Variation de taux de cytochrome c dans le striatum et ’hippocampe des rats males

et femelles de G1 exposés passivement durant la gestation et la lactation aux différents
traitements.

2.8.Ca™

La concentration cytosolique de calcium au niveau de striatum et I'hippocampe montre une
augmentation hautement significative (p< 0.01) chez G1THI des deux sexes par rapport au
groupe G1CON. Or, les rats de G1EXT et GIEXT+THI male et femelle ont enregistré une

diminution hautement significative (p< 0.01) de ce paramétre dans les deux régions du cerveau
en comparaison avec le lot GITHI (figure 55).
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Figure 52. Variation de taux de calcium cytosolique dans le striatum et I’hippocampe des rats

maéles et femelles de G1 exposés passivement durant la gestation et la lactation aux différents
traitements.

2.9. Examen histopathologique du cerveau de G1

Les images des sections histologiques du cerveau des rats des différents groupes de rats traités
sont présentées dans la Figure 56.

Les sections examinées du cerveau du groupe G1CON et les rats GIEXT ont montré une
structure normale des neurones et des couches granulaires, alors que les sections du cerveau des
rats G1THI ont montré des hémorragie périvasculaire (encerclé) et dégénérescence des
neurones accompagnée des érythrocytes extravase (fleche), de plus des Iésions modeérées et
congestion des vaisseaux sanguins. En outre, le cerveau des rats GITHI+EXT présente une

architecture normale et une structure similaire a celle de GLICON avec une dégénérescence
neuronale modéreée.
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Figure 53. Sections histologiques du cerveau des rats des males (M) et femelles (F) de G1(1)
exposés passivement durant la gestation et la lactation aux différents traitements ((H&E) Gr X
400).

(C) coupe histologique du cerveau des rats GICON ; (E) coupe histologique du cerveau des
rats GLEXT ; (T) coupe histologique du cerveau des rats GITHI ; (T + E) coupe histologique
du cerveau des rats GIEXT+THI.

3. Discussion

L’exposition humaine prés et post-natale aux polluants environnementaux (pesticides) peut
étre associée a des effets tératogéniques et diverses maladies a I'age adulte (Gomeza et al.,
2020). Le THI est lI'un des néonicotinoides les plus utilisés dans le monde, il agit comme
agonistes des NAChRs comme la nicotine elle-méme, donc il peut avoir des effets
neurotoxiques sur les descendances des rats (Kammoun et al., 2019). Dans cette partie de notre
these, nous avons évalué des paramétres neurocomportementaux, tels que P’anxiété, la
locomotion, la mémorisation, 1’apprentissage,..., et des indicateurs neurologiques tels que le
stress oxydatif, le gonflement et la perméabilité mitochondriale, le cytochrome C et le Ca++
dans le striatum et I’hippocampe, et en fin 1’histologie du cerveau des rats exposee au THI et

I'EXT durant de la période gestationnelle et lactationnelle.
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3.1. Mesure de poids corporel

D’apres les résultats de cette présente étude aucune variation significative n’a été détectée dans
le poids corporel chez les groupes des rats de G1 exposés passivement durant la gestation et la
lactation au THI et I’EXT, ces résultats sont en accord avec les travaux de (Kagawa and

Nagaro, 2018), aprés une exposition prénatale des rats a Smg/kg d’acétamipride.
3.2. Evaluation des parameétres comportementaux des rats de G1

Open Field ; dans cette étude, nous avons enregistré une diminution de l'activité locomotrice
chez la descendance de la G1 (méles et femelles) traités passivement par le THI. Ces résultats
reflétent un effet neurotoxique sur les rats descendants confirment ainsi I’effet délétére de cet
insecticide sur la fonction psychomotrice. Ces résultats concordent bien avec ceux obtenus par
les travaux de recherche de Sheets et al. (2016), ayant montré une diminution de l'activité
motrice des progénitures des rats apres 1’exposition aux différents néonicotinoides via
I'alimentation et le lait (de jours O de gestation jusqu'a le 21°™ jours de lactation). En outre,
I'administration de clothianidine chez le rat a réduit l'activité motrice de la progéniture femelle

selon des travaux réalisés par la Commission Européenne en (2014).

EPM ; les résultats montrent également une augmentation de l'anxiété des rats males et
femelles de G1 aprés I’analyse des résultats de test EPM, ces résultats sont en cohérence avec
les résultats obtenus par Burke et al. (2018), car ils ont enregistré une réduction du temps passé
dans le bras ouvert de test EPM chez la descendance des rats traités passivement par 0.5 mg/kg
d’imadaclopride. Par ailleurs, les travaux de Alkam et al. (2013) ont montré un effet anxiogene
chez la descendance des souris male apres le traitement pré et post-natale des mamans souris
avec une dose de 0.2 mg/ml de nicotine, de plus les résultats obtenus par Vaglenova et al.
(2004) ont montré que l'exposition des rates gestantes a 6 mg/kg de poids corporel de nicotine

produit une augmentation de l'activité anxiolytique chez la descendance.

NOR ; la mémoire et l'apprentissage ont été évalués a I'aide de test NOR, donnant une évidence
de perte de la mémoire et 'apprentissage de la descendance de GI1. Selon les résultats des
travaux de Parameshwaran et al. (2011), les résultats obtenus dans cette étude, peuvent étre
expliqués par l'altération de la transmission synaptique au niveau de I'hippocampe qui est une
région cérébrale jouant un rdle important dans les processus de la mémoire et I'apprentissage.
Récemment, les travaux de Liu et al. (2020) ont montré un déficit dans la mémoire apres
I'exposition prés et post natale des rats a la nicotine, sachant que I’insecticide utilisé est

mimétique de la molécule nicotinique. Nous enregistrons également que ces résultats sont en
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accord avec les travaux précédents de Abou-Donia et al. (2008) ayant montré 1’évidence de
I’altération de la mémoire et ’apprentissage de la progéniture de rates apres leur exposition pré
et post-natale a 337 mg/kg d’imidaclopride, ces résultats sont en accord avec d’autres résultats
obtenus en suite par Kara et al. (2015) apres avoir exposés des rats nouveau-nés a 2 et 8 mg/kg

d'imidaclopride.

KIS ; ce test est utilisé pour I'évaluation de la force musculaire des rongeurs. Dans ce test, nous
avons enregistré une augmentation tres hautement significative de la force musculaire des rats
males et femelles traitées passivement par le THI, cette contractibilité excessive peut étre
expliquée par le fait que les récepteurs nicotiniques sont connus pour étre impliqués dans la
contraction musculaire quand ils sont induits par ’acétylcholine. Sachant que Dl’activité de
I’ AChE est réduite dans les deux régions du cerveau étudiées, il va de soi que la concentration
de ce neurotransmetteur reste élevée et donc active intensivement les nAChRs donnant une
motricité forte et prolongée (Goetz, 2011 ; Novotny et al., 2011). Et selon I’etude de Farag et
al. (2022) I’AChE est une enzyme clé impliquée dans la neurotransmission cholinergique et elle
est vital pour les fonctions musculaires et les comportements normaux, ou la suppression de
I’activité de cette enzyme pourrait induit des différentes anomalies neurocomportementales tels

que l’altération de la fonction neuromusculaire enregistrée dans cette étude.

Test de la nage forcée ; ce test présente une augmentation significative de temps d’immobilité
(TIM) chez les rats femelles et males de G1 traités passivement par le THI par rapport au CON.
Cette immobilité est définie comme l'arrét de tous les déplacements par le rat qui est reflete bien
les symptomes de dépression induite par le THI, ou la dépression peut survenir en raison de
I'hyperactivité cholinergique. Selon les travaux de Janowsky et al., 1972, qui ont montré que
I’accumulation de I’acétylcholine peut provoquer la dépression, ajouté a cela cette phénomeéne
peut produire sous I’effet d’un stress oxydatif dans différents régions cérébrale (Maes et al.,
2011). De plus, les néonicotinoides peuvent produire des symptomes dépressifs, lorsque ces
insecticides administrés de maniére chronique, peuvent provoquer une désensibilisation rapide
et persistante de certains nAChRs impliqués dans la régulation de I'humeur (Fenster et
al., 1997 ; Mineur and Picciotto, 2009). Ou selon les travaux de Paradiso et Steinbach
(2003), la nicotine peut produire une désensibilisation plus puissante et plus durable de ces
récepteurs que l'acétylcholine elle-méme. Et quand ces néonicotinoides ont une structure
similaire avec la nicotine, donc ces insecticides capable d'activer initialement les nAChRs, mais

de provoquer ensuite leur désensibilisation et blocage lorsque la stimulation des récepteurs est

139



Partie éxpérimentale Chapitre 3 : Effet neurotoxique de THI sur la génération G1
des rats et bioactivité de ’extrait de P.armeniaca .

prolongée dans le temps (Quick and Lester, 2002). L’étude de Abd-Elhakim et al. (2018) ont
rapporté une augmentation de la dépression chez les rats aprés une traitement chronique par
Img/kg d’imidaclopride pendant 60 jours.Tandis que les rats traités par GLIEXT montrent une
diminution du temps d’immobilité par rapport au G1THI, ces résultats peuvent étre expliqué par

la richesse de I’extrait par des composé naturels avoir des effets neuroprotecteurs.

Test de Balance beam ; ce test montre une diminution significative de temps de marche sur la
poutre (beam) chez les rats femelles et males traités passivement par le THI en comparaison
avec le groupe G1CON, autrement dit ayant une marche rapide. Ces résultats reflétent une
amélioration dans 1’équilibre et la coordination des animaux. Ces résultats suggerent que le
durée d’exposition au THI dans ce cas ne pourrait pas altérer les neurones dopaminergiques
responsables de I'équilibre et du contrble de la marche (Sherer et al., 2003). Les résultats de
cette présente étude sont en désaccords avec les résultats de Abou-Donia et al. (2008) qui
notent qu’il y a eu un déficit dans 1’équilibre et la coordination des progénitures des rats
exposés a ’imidaclopride, tandis que les rats males ou femelles traités soit par 1’extrait ou la
combinaison montrent une augmentation de temps de marche sur la poutre par rapport au
groupe G1THI.

3.3. Estimation du poids relatifs de cerveau

Nos resultats ne montrent aucune variation significative enregistrée dans le poids relatif du
cerveau chez les différents groupes des rats de G1, ces résultats sont similaires aux résultats
obtenus lors des travaux de recherche effectués par Sano et al. (2016) apres le traitement des

rats par 1-10 mg/kg d’acétamipride durant la gestation et la lactation.
3.4. Gonflement et perméabilité mitochondriale

L’ouverture des pores de transition de perméabilit¢é mitochondriale (mPTP) contribue au
phénomene de gonflement mitochondrial et conduit ainsi a diverses pathologies impliquant la
mort cellulaire nécrotique ou apoptotique, cette mort est la cause principale des maladies
dégenératives des muscles et du cerveau (Millay et al., 2008). mPTP se trouvent a la membrane
mitochondriale interne qui sont perméables a des solutés allant jusqu'a 1,5 kDa, et ils s'ouvrent
en présence de Ca?* matriciel élevé et/ou des ERON (Bernardi et al., 1998). Les résultats de
cette présente étude montrent que le traitement prés et post-natale des rats par le THI a montré
une augmentation de la perméabilité et le gonflement mitochondrial dans I'hippocampe et le
striatum des rats males et femelles de G1. Ces résultats peuvent étre expliqués par le stress

calcique et oxydatif que nous avons montré plus tard dans nos résultats. Ou quelques études ont
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montré que 1’exposition aux néonicotinoides augmentait la perméabilité mitochondriale (Gasmi
et al., 2017 ; Annabi et al., 2019). Ce phénoméne pourrait étre d a la peroxydation lipidique
de la membrane mitochondriale induite par les ERON (Nicolson, 2014; Lakroun et al., 2015).
Ou due au calcium matriciel qui est donc le régulateur phare des pores mitochondriales et leur
inducteur le plus puissant. Ou la fixation des néonicotinoides sur certains NAChRs induit leur
activation et ouverture, leur ouverture provoque une accumulation excessive de Ca** dans le
cytosol cellulaire. Etant donné que les mitochondries agissent comme des réservoirs d'ions
Ca™, donc elles peuvent entrainer une augmentation de ses niveaux dans les mitochondries, ou
le calcium, a leur tour, peuvent provoquer 1I’ouverture des pores de transition de perméabilité
mitochondriale et la libération des facteurs apoptotiques au cytosol (Wojda et al., 2008 ;
Giorgi et al., 2012). Des resultats similaires ont été observés dans les recherches menées par
Hunter et al. (1976), ou ils ont été montrés que l'accumulation de calcium dans la matrice
mitochondriale est a la fois nécessaire et suffisante pour declencher l'ouverture des pores de
transition de perméabilité mitochondriale. De plus, des travaux similaires ont eté présenteés par
I'équipe de Szabo (1992), qui a mis en évidence I'existence de deux sites d'action distincts,
sensibles au calcium ainsi qu'a d'autres métaux. Le premier site est situé dans la matrice
mitochondriale lequel le Ca?* induit I’ouverture des pores mitochondriale, tandis que le Mg?*, le
Mn?*, le Ba®*, et le Sr?* ont une action inverse par compétition avec le Ca?*. Par contre notre
extrait a induit une dissipation de la perméabilité dans les deux régions du cerveau. Ces
résultats peuvent étre dus aux métabolites naturels dans 1’extrait qui protége les pores

mitochondriale.
3.5. Les parametres de stress oxydatif chez les rats males et femelles de G1

Les modifications de I'équilibre oxydatif, telles qu'une augmentation des radicaux libres, une
diminution des systéemes de piégeage de ces radicaux ou les deux ensemble, peuvent altérer

I'intégrité cellulaire et moléculaire (Gomeza et al., 2020).

Le MDA est connu pour étre un marqueur important de la peroxydation lipidique. Dans cette
étude, les résultats montrent une augmentation de taux de MDA chez les rats de G1 exposées
passivement au THI par rapport au G1CON, les seuls résultats retrouvés dans la littérature
scientifique concernent I’effet de THI sur les embryons de poulet aprés exposition maternelle,

qui montrent une augmentation de MDA (Farag et al., 2021).

Le GSH est le principal antioxydant de la cellule, il piége directement les radicaux libres et

protege les biomolécules de l'attaque de ces radicaux. Dans cette étude, nous avons enregistré
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une diminution de GSH chez G1THI aprés traitement pré et post-natal des rates par le THI en
comparaison avec le G1CON, ce résultat peut indiquer l'inhibition de la synthese du GSH ou
son utilisation excessive pour la détoxification des radicaux libres induits par les nicotinoides
(ancienne génération des néonicotinoides) (Defraigne and Pincemail, 2008). Des résultats
similaires enregistrés ont été obtenus par les travaux de Das et al. (2009), ayant révélé une
diminution significative des niveaux de GSH du cerveau aprés exposition des rats males a

différents doses de la nicotine (composé naturel des néonicotinoides) pendant 7 jours.

La SOD est un métalloenzyme convertit le superoxyde en H>O; (Fridovich, 1995). Dans cette
étude, nous avons révélé une augmentation de l'activité de la SOD chez les rats traités
passivement par [D'insecticide, GITHI, par rapport au GICON. Des travaux récents,
malheureusement sur un autre model expérimental d’embryon de poulet ont révélé que le
traitement pré-natal d'embryon de poulet par le THI a induit I'augmentation de la production des
radicaux libres dans tous les organes des poussins (Farag et al., 2021) et que selon certains
auteurs la surproduction des ERON pourrait augmenter significativement ’activité de la SOD

(Kati¢ et al., 2020),

La catalase une enzyme majeure de détoxification de H2Oy, les résultats de cette étude
montrent une augmentation de l'activité de CAT chez les rats de G1THI. Cette augmentation est
due a la production excessive des radicaux libres (Mehta and Gowder, 2015). Une étude de
Khanna et ses collaborateurs en 2012 semble controverser ces résultats étant donné que ces
auteurs ont rapporté une réduction de l'activité de catalase dans le cerveau et le cervelet des
progénitures des rats qui ont été exposes passivement a la nicotine. Par ailleurs, les travaux
d’Al-sawalha et al. (2017) ont abouti a des résultats qui concordent avec les résultats de cette
étude, puisque ils ont révélé que l'exposition a WTS (Waterpipe Tobacco) durant la gestation a

augmenté l'activité de la catalase dans I'nippocampe des souris de la progéniture.

La glutathion S-transférase (GST) est une enzyme de détoxification, elle protege les
macromolécules cellulaires contre les attaques radicalaires (Townsend and Tew, 2003). Dans
cette présente étude, nous avons enregistré une diminution de l'activité de GST chez les rats
G1THlI, dont l'augmentation de l'activité de GST peut étre due a une carence en GSH et une
réponse adaptative de la cellule pour lutter contre le stress oxidatif (EI-Gendy et al., 2010).
Selon la base de données scientifiques, il faut noter qu’il y a une forte carence des travaux

¢laborés sur I’impact de cet insecticide sur les systémes enzymatiques et non enzymatiques de
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I’organisme concernant ce model expérimental pré et post-natal quant a 1’étude de la toxicité de

THI.

Les amandes ameres des noix d'abricot sont surabondantes en huile (40-56%), protéines (22-
29%), sucres (5-20%), fibres (6-9%), potassium (560-600 mg/100 g), phosphore (90-107
mg/100 g) magnésium (191-204 mg/100 g), calcium (138-149 mg/100 g), zinc (5-3,3 mg/100 g)
et 2,5-2,9 mg/100 g de fer (Femenia et al., 1995). Elles contiennent également des vitamines
B1, B2, B3, C et de la vitamine E (tocophérol) (Normakhmatov and Khudaishukurov, 1973).
Elles sont également riches en composés phénoliques (connus comme agents thérapeutiques
pour le traitement de la maladie Alzheimer) (Jayasena et al., 2013), tels que 1’acide caféique,
le gallate, le chlorogéne, le pcoumarique, le syringique, le sinapique, la quercétine et l'acide
férulique (Soong and Barlow, 2004 ; Chen et al., 2019). Par ailleurs, plusieurs travaux ont
présenté des effets bénefiques de ces composés tels que les travaux de Cheng et al. (2015) et
Yang et al. (2014) qui ont révélé que l'amygdaline des amandes améres des noix d’abricot
possédant un potentiel thérapeutique contre les les maladies neurodégenératives.
Malheureusement la littérature consultée dans I’état de I’art sur I’effet cytoprotecteur des
extraits de ces amandes n’a fourni aucune information pour justifier les effets préventifs de
I’extrait utilisé dans cette présente étude. En effet, PEXT utilisé dans le traitement préventif a
prouvé une activité cytoprotectrice de la progéniture G1 contre les différents aspects
neurotoxiques tels que le stress oxydant, la perte de I’intégrit¢ mitochondrial, I’apoptose
cellulaire, désordre cognitif et neurocomportemental. Des travaux sur le model de rat adulte, il
s’avere, selon les travaux de Chen (2014), ’lamygdaline extraite des amandes améres des noix
d’abricot diminue le taux de MDA de 6,29 nmol/mg a 4,77 nmol/mg, et améliore I’activité de
de la SOD 17,98 U/mg a 30,26 U/mg quand ce composeé est administré a la dose de 40 mg/kg

chez rats adulte.

3.6. AChE

De méme, aprés une exposition pré et post-natale au THI, lactivité de I'AChE a
significativement diminuée dans le striatum et I'hippocampe des rats de G1THI. Cette
diminution aurait contribué a I’accumulation de I’acétylcholine qui peut induire des effets
neurotoxiques ultérieurs tels que des convulsions, des lésions cérébrales qui les accompagnent
(cedéme cellulaire, nécrose neuronale), des fasciculations musculaires et des crampes (Bennett

et al., 2020). Pour certains auteurs, la cause de I’inhibition de I’activité estérasique est inconnue
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car les néonicotinoides ne sont pas des inhibiteurs de I'AChE (Vohra and Khera, 2015), ces
mémes auteurs ont enregistré une diminution de l'activité de I'AChE dans le cerveau de rats
femelles aprés une exposition prés et post-natale a I’imidaclopride. Alors, selon les travaux de
Terali (2018), les néonicotinoides sont susceptibles de posséder un potentiel latent d’activité
anticholinestérasique, ou ces travaux ont démontré a 1’aide des analyses in silico que ces
insecticides (acétamipride, clothianidine, dinotéfurane, imidaclopride, nitenpyram, thiaclopride
et thiaméthoxame) ont le potentiel d'inhiber les acetylcholinestérases humaines. Bien qu'il soit
prévu que ces insecticides adopter différents modes de liaison dans le site actif de I'AChE, ils
sont toujours capables de former des interactions favorables de liaison H et / ou d'empilement
de m-m avec les différents résidus de site actif. Donc la pénétration facile des néonicotinoides sur
la barriére hémato-encéphalique des mammiféres et leurs fixation spécifique sur le site actif de

AChE suggerent une nouvelle stratégie pour bloquer les voies cholinergiques.
3.7. Cytochrome c

Les résultats de cette présente étude montrent une augmentation de la concentration
cytosolique de cytochrome c chez le lot GITHI en comparaison avec le lot G1CON, ces
résultats peuvent étre expliqués par les phénomenes de gonflement et perméabilité
mitochondriale induisant 1’ouverture des pores mitochondriaux, ce qui provoque ainsi une
libération accrue de cytochrome c dans le cytosol (Finucane et al., 1999). Encore une fois de
plus, selon les bases de données consultée, il n’y a aucune étude témoignant de cette variation
anormale de Cyt-c chez la G1, quant a I’exposition pré et pos-natal des rates, cependant
I’exposition des adultes a 3.14 mg/kg d’acétamipride a révélé une telle augmentation dans le

cytoplasme (Gasmi et al., 2019).
3.8. Ca™" cytosolique dans le striatum et I’hippocampe

Nos résultats montrent une augmentation de la concentration extra-mitochondriale de calcium
dans le striatum et I'nippocampe des rats de G1THI en comparaison avec le lot GLCON. Des
résultats similaires ont été présentés par EFSA (2013) et qui montrent que lorsque les rats sont
exposés a l'acétamipride, d'imidaclopride ou la nicotine il y’a eu une augmentation de l'influx
de calcium extramitochondrial. Cela concorde bien avec les travaux de Urbani et al. (2019) qui
ont révélé que le phénoméne de la perméabilité mitochondriale induisant la libération de Ca*™*
au cytosol cellulaire, justifiant encore une fois que la perméabilité mitochondriale enregistré

dans cette étude est la principale raison de ce flux cytosolique de Ca™.
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3.9.  Etude histopathologique du cerveau des rats de G1

L’exposition au THI in utero et pendant la lactation a induit chez la progéniture, une
dégénérescence des cellules neuronales et gliales et une vacuolisation avec congestion des
vaisseaux sanguins dans les différentes coupes du cerveau. Ces résultats sont en accord avec les
résultats obtenus par Vohra et Khera (2015) qui ont révélé une hémorragie périvasculaire,
dégénérescence et migration nucléaire des neurones quand les rats de G1 sont exposés
passivement a ’imidaclopride aux doses de (10 mg/kg/j et 20 mg/kg/j). De plus, le traitement
par I'EXT a montré par contre une architecture et une structure normale du cerveau, ce qui

justifie son pouvoir cytoprotecteur et antineurotoxique (Vauzour, 2008).
e Conclusion :

- L’exposition des rates durant la gestation et la lactation au THI ne montre aucune variation

dans le poids corporel ou le poids relatif des cerveaux des adultes de G1.

- L’analyse neurocomportementale a montré une diminution de la fonction motrice, un
comportement anxiogene et dépressif, une perte de mémoire, une altération de la force
musculaire, mais avec une amélioration de I’équilibre et la coordination des rats males et

femelles de G1.

- Cette étude permet de conclure une perte de perméabilité membranaire et gonflement

mitochondrial dans le striatum et ’hippocampe, avec la génération de stress oxydatif chez la

Gl

- Cette étude a montré une perte de la fonction cholinergique et une augmentation de deux

indicateurs pro-apoptotique cyt-c et le Ca?* dans les tissus des deux régions cérébrales étudiées.

- L’exposition passive de la G1 au THI a montré une dégénérescence cellulaire, une congestion

et une hémorragie périvasculaire.

- Le traitement en association de I’EXT avec I’insecticide THI a joué un role cytoprotecteur et
préventif en empéchant ’apparition des différentes anomalies mitochondriales, cellulaires et

tissulaire dans ces deux régions.
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4. Hépatotoxicité de THI chez les rats adultes sous exposition chronique et
bioactivité de D’extrait hydroalcoolique des amandes ameéres des noix

d’abricot P.armeniaca L.

1. Matériel et méthodes (les méthodes n’étant pas expliquées dans ce chapitre,
elles sont expliquées dans le chapitre 2 ( p :85-96)).

1.1. Entretien et répartition des animaux

1.2. Mesure de poids corporel

1.3. Estimation des du poids relatif du foie

1.4. Prélevement et analyses biochimiques

Aprés 3 mois de traitement, les rats ont éte sacrifiés et une ponction sanguine a été effectuee
pour I’évaluation biochimique de la fonction hépatique comme AST, ALT, GGT, PAL, BILIT,
GGT, et les protéines totales. L’évaluation de ces parametres a ¢été faite en utilisant des Kits
réactifs  spectrophotométriques de marque SPINREACT (Espagne), selon les

recommandations du laboratoire fabriquant.

1.4.1. Principe d’évaluation des paramétres de la fonction hépatique
1.4.1.1. Dosage de I’aspartate aminotransférase (AST).

Transaminase glutamo-oxaloacétique TGO ou L'enzyme AST (Aspartate Aminotransférase),
présente dans le cytoplasme et les mitochondries, catalyse le transfert réversible d'un groupe
aminé de l'aspartate a l'a-cétoglutarate, formant ainsi du glutamate et de I'oxaloacétate. Ensuite,
l'oxaloacétate est converti en malate par l'action de la malate déshydrogénase (MDH) en

présence de NADH+H+, selon les réactions suivantes :

AST
Aspartate + a — cétoglutarate — Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH,Ht* — Malate + NAD *

L’activité de I’AST est proportionnel au taux de réduction de la concentration en NADH"H*qui

mesuré par photométrie (Murray, 1984b).
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1.4.1.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALT)

L'enzyme ALT (Alanine Aminotransférase) ou GPT (Glutamate-Pyruvate Transaminase)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé de l'alanine a I'a-cétoglutarate, ce qui entraine
la formation de glutamate et de pyruvate. Par la suite, le pyruvate est converti en lactate par
l'action du lactate déshydrogénase (LDH) en présence de NADH+H+, selon les réactions

suivantes :

ALT
Alanine + o — Cétoglutarate — Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH,H* — Lactate + NAD™

L’activité de I’ALT est proportionnel au taux de réduction de la concentration en NADH H*qui

mesuré par photométrie (Murray, 1984c)

1.4.1.3. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)

La phosphatase alcaline (PAL) facilite I'nydrolyse du p-Nitrophénylphosphate a un pH de 10.4,

entrainant la libération de p-nitrophénol et de phosphate, selon la réaction suivante :

PAL
p — Nitrophénylphosphate + HO, — p — Nitrophénol + phosphate

La mesure de la réduction de la concentration en NADH+H+ par photométrie est directement

liée a l'activité catalytique de la phosphatase alcaline (Wenger, 1984)

1.4.1.4. Dosage de la bilirubine totale (BILIT et directe (BILID))

A un pH acide, la bilirubine est convertie en azobilirubine par réaction avec I'acide sulfanilique
diazoté, ce qui permet de mesurer sa concentration par photométrie. Dans le sérum, la bilirubine
se présente sous forme de bilirubine-glucuronide (bilirubine conjuguée) et de bilirubine libre
liée a l'albumine. La bilirubine-glucuronide réagit directement en milieu aqueux, ce qui
correspond a la bilirubine directe. En revanche, la bilirubine indirecte (bilirubine non
conjuguée) nécessite une solubilisation par le diméthylsulfoxyde (DMSO). Lors de la
détermination de la bilirubine indirecte, on mesure également la bilirubine directe, ce qui donne
le résultat correspondant a la bilirubine totale. L'intensité de la coloration obtenue est
proportionnelle a la concentration de bilirubine présente dans I'échantillon (Kaplan et al.,
1984b)
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1.4.1.5. Dosage de Gamma glutamyl transférase (GGT)

Le GGT est un transpeptidase présente dans les membranes cellulaires de nombreux tissus tels
que le foie, pancréas, poumons, le cceur, le cerveau ...etc, Il facilite le transfert du groupe Y-
glutamyl-p-nitroanilide vers un dipeptide accepteur contenant un groupe Y-glutamyl, plus

specifiqguement le groupe glycilglycine. Cela se produit selon la réaction suivante:

GGT
L — y — Glutamyl — 3 — carboxy — 4 — nitroanilide + Glycilglycine —

L —y — Glutamyl — glycilglcine + Acide 5 — aminé — 2 — nitrobenzoique

La vitesse a laquelle l'acide 5-amino-2-nitrobenzoique se forme, mesurée par photométrie, est
directement proportionnelle a la concentration de l'enzyme YGT présente dans 1'échantillon

testé (Persijnetal., 1976 ; Gendler et al., 1984).

1.4.1.6. Dosage des protéines totales

Selon la fiche technique de Spinreact, le dosage des protéines totales a éte effectué en utilisant
une méthode colorimétrique qui repose sur le principe suivant : en milieu alcalin, les protéines
réagissent avec les ions cuivre pour former un complexe bleu-violet. L'intensité de la couleur
développee est directement proportionnelle a la concentration des proteines totales présentes
dans I'échantillon (Koller, 1984 ; Burtis et al., 2005).

1.5. Préparation de la matrice mitochondriale de foie
1.6. Evaluation du gonflement et perméabilité mitochondriale
1.6. Dosage des parameétres de stress
1.7. Préparation de la fraction cytosolique
1.7.1. Mesure de activité enzymatique de ’acétylcholine éstérase
1.7.2. Dosage de calcium cytosolique
1.8. Etude histopathologique
1.9. Analyse statistique

2. Résultats
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2.1. Estimation du poids relatif du foie

Les résultats de cette étude montrent une augmentation significative (p<0.05) de poids relatif
du foie chez le groupe THI en comparaison avec le groupe CON, par contre aucune variation
significative constatée chez les autres lots (tableau 19).

Tableau 19. Poids relative (g) du foie des différents groupes de rats traités.

- 2,56 £ 0,33 2,79 +0,64* 2,63 0,49 ns 2,83+0,42 ns

2.2. Les paramétres d’évaluation de la fonction hépatique

Les résultats de cette présente étude (tableau 20), ont montré une augmentation significative
(p< 0.05) de I’activité enzymatique sérique ALT et AST et la concentration de la BILIT ; et une
une augmentation hautement significative (p< 0,01) de PAL et non significative (p> 0.05) de
GGT, chez le lot THI en comparaison avec le groupe CON. D’autre part, nous avons enregistré
une diminution hautement significative (p< 0,01) de la concentration des protéines totales chez
le groupe THI par rapport au groupe CON.

Tableau 20. Variation des paramétres sériques de la fonction hépatique chez les différents
groupes traités [(ALT, AST, GGT, PAL (IU/L), BILI T (mg/L), proteine totale (g/dl)].

136.86 +4.22 208.71+8.16* 123.57+7.76 ns 108.43+8.68 ns

36.59+4.29 57.93+2.22 * 38.34 +2.96 ns 35.03 +2.86 ns

9.29+1.19 10.46 +£1.36 ns 6.75 £ 2.61 ns 8.36 £ 0.64 ns

1.67 +0.36 4.94 + 0.89* 1.86 £0.19 ns 1.78 £ 0.49ns

113.26+4.05 293.14 +13.22** 122.71+431ns 14241+3.77ns

96.60+2.41 81.27+£0.84**  90.23+1.99ns  90.89 + 2.57 ns
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2.3. Evaluation du gonflement mitochondrial

Les résultats de cette étude ont montré une augmentation significative (p<0.05) du gonflement
des mitochondries hépatiques chez les rats traités par le THI par rapport au groupe CON, par
contre les rats traités par ’EXT ont montré une diminution significative (p<0.05) de

gonflement en comparaison avec le groupe THI (Tableau 21)

Tableau 21. Variation de gonflement mitochondrial du foie chez les différents groupes traités.

0.50+ 0.02

0.17 +£0.04 *
0.49+0.02 #

0.39 £ 0.04 ns

2.4. Evaluation de la perméabilité mitochondriale du foie

Les résultats de cette étude montrent une augmentation significative (p<0.05) de la
perméabilité mitochondriale dans le foie chez le groupe THI par rapport au groupe CON. Or,
les lots traités par PEXT et EXT+THI montrent une diminution significative (p<0.05) de cette

perméabilité en comparaison avec le groupe THI (Tableau 22).

Tableau 22. .Variation de perméabilité mitochondriale du foie des différents groupes de rats

traités.

0.0006 +0.0002

0.006+ 0.002 **

0.0011 +0.0003#
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2.5. Evaluation du statut redox dans les mitochondries hépatiques

CAT : L’activité enzymatique de la CAT mitochondriale augmente de facon significative
(p<0.05) chez les groupes THI et THI+EXT par rapport au CON, et présente, par ailleurs, une
diminution significative (p<0.05) chez le groupe EXT en comparaison avec le groupe THI

(figure 57).
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Figure 54. Variation de I’activité enzymatique de mitCAT dans le foie des différents groupes

de rats.

SOD : Les resultats de cette étude ont montré une diminution significative (p<0.05) de
I’activité de la SOD dans la matrice mitochondriale dans le foie du groupe THI en comparaison
avec le groupe CON. Cette activité a été améliorée de facon significative (p<0.05) et tres
hautement significative (p < 0,001) dans le foie chez groupes EXT et EXT + THI

respectivement par rapport au groupe THI (figure 58).
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Figure 55. Variation de I’activité enzymatique de mitSOD dans le foie des différents groupes

traités.

MDA : Les résultats de I’analyse statistique montrent une augmentation hautement significative
(p<0.01) du taux de ce paramétre de la lipoperoxydation dans le foie chez le groupe THI en
comparaison avec le groupe CON. Aussi, ces mémes résultats montrent que les lots EXT et
EXT+THI ont subi respectivement une diminution significative (p<0.05) et hautement
significative (p<0.01) de MDA dans les mitochondries hépatiques par rapport au groupe THI
(figure 59).
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Figure 59. Variation de taux de mitMDA dans le foie des différents groupes de rats traités.
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GSH : nous avons enregistré une diminution significative (p< 0.05) du taux de GSH
mitochondrial dans le foie du groupe THI par rapport au groupe CON. Et il n’y a eu aucune

variation significative de dans la concentration de ce tripeptide chez les autres groupes (figure

60).

mitGSH hépatique
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Figure 56. Variation de taux de mitGSH dans le foie des différents groupes de rats traités.

GST : aprés analyse statistique, on a remarqué qu’il existe une augmentation significative
(p<0.05) de I’activité enzymatique de GST dans les mitochondries du foie chez le groupe THI
par rapport au groupe CON. De l'autre cOté, on a constaté également une diminution
significative (p<0.05) et hautement significative (p<0.01) de I’activité enzymatique de GST
dans le foie respectivement chez les lots EXT et EXT + THI par rapport au groupe THI (figure

61).
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Figure 57. Variation de ’activité enzymatique de mitGST dans le foie des différents groupes

traités.

GPX : Les résultats de cette présente étude ont montré une augmentation significative (p<0.05)

de l’activité enzymatique de GPX chez le groupe THI en comparaison avec le groupe CON. Or,

ns

THI + EXT

il n’y a eu aucune variation significative chez les autres groupes (Figure 62).
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Figure 58. Variation de I’activité enzymatique de mitGPX dans le foie des différents groupes

GPX mitochondriale
(nmol/min/mg de prot)

de rats traités.

2.6. AChE

L’évaluation enzymatique de I’AChE a montré une diminution hautement significative
(p<0.01) de sa activité dans le foie chez le groupe THI par rapport au groupe CON. Par contre
Pactivité de cette enzyme a été améliorée de fagon hautement significative (p<0.01) et
significative (p<0.05) chez les groupes EXT et THI+EXT respectivement, en comparaison avec

le groupe THI (figure 63).
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Figure 59. Variation de I’activité enzymatique d’AChE dans le foie des différents groupes de
rats traités.

2.7. Lateneur cytosolique en Ca*™

Les résultats de cette étude indiquent une augmentation significative (p<0.05) de la
concentration cytosolique de calcium dans le foie chez les rats du groupe THI par rapport

au groupe CON. Or, il n’y a aucune variation significative enregistrée chez les autres

groupes (figure 64).
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Figure 60. Variation de taux de calcium cytosolique dans le foie des différents groupes de rats

traités.
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2.8. Histologie de foie

L’étude histopathologique du foie (figure 65) a permis de montrer chez les groupes (CON) et
(EXT) un agencement normal des hépatocytes en cordon. Or, pour le groupe THI, cette étude a
montré des coupes histologique montrant des dilatations des sinusoides hépatiques et contenant
également des globules rouges (congestion) avec désarroi des hépatocytes (nonagencements
encerclés) ; dégénérescence des hépatocytes (fleches noires) avec quelques hépatocytes
nécrotiques (triangles rouges) ; le groupe THI+ EXT a affiché des sinusoides hépatiques

dilatés, sinon sans autre effet remarqué.
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Figure 61. Les coupes histopathologiques du foie des différents groupes de rats traités.

Les groupes (CON) et (EXT): des hépatocytes normaux dans le cordon; groupe (THI):
dilatation des sinusoides hépatiques contient des globules rouges avec un désarroi d'hépatocytes
(cercle) ; Dégénérescence des hépatocytes (fleche noire) ; des hépatocytes nécrotiques
(triangle rouge) ; (THI + EXT) sinusoides hépatiques ((H&E) Gr X400).

3. Discussion

L’objectif de cette partie d’étude est I’évaluation des effets toxiques sur le foie associés a une
exposition chronique au THI et I’étude également des effets cyto-protecteurs de I'EXT.

3.1. Estimation du poids relatif du foie

Dans cette etude nous avons enregistré une augmentation de poids relative du fq¢ TH|+

prouve des effets hépatotoxiques de THI. Ces résultats sont en accord avec les r EXT

recherche obtenus recemment par Zheng et al. (2020), qui ont rapporté que I’adminiStratomra

20 mg /kg /jour d’imidaclopride pendant 28 jours augmente le poids relatif du foie.
3.2. Les parametres biochimiques de foie

Le traitement des animaux par le THI pendant 3 moins a induit une augmentation les activités
d’ALT, AST, PAL et la concentration de la bilirubine. Ces paramétres biochimiques sont
considérés comme des marqueurs de la fonction hépatique indiquant dans cette présente étude
une perte de cette fonction que 1’on considére comme étant une hépatotoxicité. Le niveau élevé
de ces paramétres dans le plasma pourraient étre la conséquence des dommages oxydatifs, et
trés souvent d’une nécrose hépatocytaire qui est, bien entendu, associée a une augmentation de
la perméabilité de la membrane plasmique hépatique (Duzguner and Erdogan, 2012). Ces
résultats sont en accord avec les résultats obtenus des travaux de recherche de Hendawi et al.
(2016) suite au traitement des rats par 22.5 mg/kg de poids corporel de THI pendant 30 jours.
Par ailleurs, ’administration de 0.21 mg /kg d’imidaclopride pendant 28 jours a induit
I’augmentation de ces parametres biochimique (AST, ALT, ALP) (Mohany et al., 2011).
Concernant le niveau de la bilirubine, il a été constaté que dans cette présente étude, une
élévation significative (p<0.05) chez le groupe THI. Ces résultats concordent bien avec ceux
obtenus par les travaux effectués récemment par Vivek et Jain (2020) apres le traitement des
rats par différents doses de THI, ainsi que les travaux de Zheng et al. (2020) qui ont enregistré
une augmentation de ces indicateurs sériques de la fonction hépatique chez les rats recevant 20

mg /kg /jour d’imidaclopride. Dans cette étude, nous avons enregistré aussi une diminution du
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taux des protéines totales, qui pourrait étre expliquée par 'utilisation intensive des protéines
pour débarrasser les cellules des métabolites toxiques et des ERON nécessitant une demande
accrue d'énergie pour le processus de détoxification (Jenkins and Smith, 2003), ou encore
cette diminution pourrait aussi étre justifiée par une perte excessive par la néphrose (Radwan et
al., 2001). La diminution du taux de protéines totales peut étre due a leur dégradation et a
I'utilisation possible des produits dégradés a des fins métaboliques ou a un dysfonctionnement
hépatique donnant une carence dans la biosynthése hépatique des protéines (Vivek and Jain,
2020).

3.3. Le gonflement et la perméabilité mitochondriale du foie

Dans les conditions de stress oxydatif, les mitochondries deviennent I'une des principales
cibles des dommages causés par les ERON, qui peuvent induire des mutations dans I'ADN
mitochondrial, altérer leurs systemes de défense antioxydants, endommager la chaine
respiratoire mitochondriale, affecter la permeéabilité membranaire ou influencer I'homéostasie
du Ca?* (Guo et al., 2013). Dans cette étude, nous avons enregistré une augmentation du
gonflement et la perméabilite mitochondriale dans le foie chez les rats traités par le THI. Cette
perméabilité est similairement constatée dans le cerveau des rats exposés aux néonicotinoides
(Gasmi et al., 2017 ; Annabi et al., 2019).

3.4. Les parametres de stress oxydatif dans le foie

L’exposition au THI pendant 3 mois montre une augmentation significative de 1’activité
enzymatique de CAT, ces resultats peuvent étre expliqués par une surproduction des radicaux
libres dans le foie (Vieira et al., 2018), Des résultats concordants ont été observés dans une
étude menée par Yardimci et al. (2014), ou une augmentation de l'activité de la catalase a été
enregistrée chez les rats exposés a une dose de 170 mg/kg d'imidaclopride pendant une période
de 24 heures.

Les résultats de cette étude montrent une diminution significative également de I’activité de
SOD dans le foie, cette diminution induit une surcharge d'H20- (Dinkova-Kostova, 2002). Des
résultats similaires ont été enregistré par (Kammoun et al., 2019) qui ont révélé que
I'administration de THI a une dose de 22,5 mg/kg pendant 30 jours entrainait une réduction
significative de l'activité la SOD . De plus, les travaux de Zhang et al. (2011) ont également
rapporté une diminution de l'activité de la SOD chez des souris males exposées a une dose de

30 mg/kg d'acétamipride pendant 36 jours.
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Par ailleurs, I’analyse statistique des résultats montre une augmentation de taux de MDA dans
le foie. Ces résultats indiquent la présence d’une peroxydation lipidique accrue au niveau de cet
organe a cause du stress oxydatif, notamment les OH®, conduisant a la perte de la structure et de
la fonction de la membrane (Zhang et al., 2011). Ces résultats sont cohérente avec les travaux
de (Kammoun et al., 2019) qui ont traité les rats avec une dose de 22.5 mg/kg de THI pendant
30 jours. Dans cette étude, lorsque I'extrait a été administré en association avec le THI, il a
provoqué une réduction significative de la peroxydation lipidique par rapport aux rats traités par
THI.

Les résultats de cette présente étude ont montré une diminution hautement significative de
GSH, ou ce tripeptide joue un rdle majeur dans le maintien de I'état redox intracellulaire et agit
comme antioxydant potentiel en déetoxifiant les xénobiotiques toxiques (Kurutas, 2016). Sa
diminution pourrait étre due a son utilisation accrue en réponse au stress oxydatif chez les rats
traités par I’insecticide. En effet, la réduction de la défense antioxydante peut conduire a une
génération excessive de radicaux libres (Kidd, 2016 ; Ghorzi et al., 2017). Des resultats
similaires ont été obtenus similairement par des études plus récentes (Kammoun et al., 2019)

apres 1’exposition des rats au 22.5 mg/kg de THI pendant 30 jours.

Concernant l'activité de GST, nous avons enregistré une augmentation significative de son
activité, qui est considérée comme un outil bénefique pour gérer les conditions de stress comme
la production accrue des radicaux libres (Iturburu et al., 2017). Les mémes résultats remarqués
pour I’activit¢ de GPX, ou nous avons enregistré une augmentation de son activité hépatique,
ceci pourrait contribuer a la prévention des dommages oxydatifs dans cet organe sous I’effet de
cet insecticide (Shukla et al., 2017). Ces résultats sont similaires aux resultats des travaux
ayant étudié le traitement des rats par 22.5 mg/kg de THI pendant 30 jours (Kammoun et al.,
2019).

Le recrutement des enzymes antioxydantes endogenes pour éliminer les radicaux libres
générés en permanence par les xénobiotiques augmentent intensivement en raison d'une
induction, ou en cas d’une exposition chronique a ces toxiques, elles subissent une déplétion, ce
qui entraine des dommages oxydatifs (Kalra et al., 1994). Cela indique que le THI a un effet
délétere sur le systeme antioxydant endogene par la génération des radicaux libres, alors que le
co-traitement de I'’EXT avec une dose de 50 mg/kg et le THI a amélioré de maniere
significative le statut antioxydant hépatique par rapport au groupe THI. On doit noter que des
¢tudes ont présenté I’effet cyto-protecteur de la poudre des amandes ameres des noix d’abricot,

en ’occurence les travaux de Abdel-Rahman (2011) et ceux de Karabulut et al. (2014) ont
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montré une diminution des activités enzymatiques des AST et ALT. En outre, cette poudre a
amélioré les activités des enzymes antioxydantes (SOD, CAT et GPX), et a augmenté
également la teneur de GSH et diminué la teneur de MDA. De méme, les travaux de Dawod et
Ahmed (2021) ont montré que des différentes concentrations de poudre des amandes ameres
des noix d'abricot (1.5, 3 et 6g/kg) ont révélé une amélioration significative de GSH, de la GPXx,
de la SOD et de la CAT dans le tissu hépatique. Par ailleurs, le prétraitement des rats avec des
extraits éthanoliques des amandes ameres de P. armeniaca L. a empéché l'augmentation des
paramétres de la fonction hépatique tels que ALT, AST) et de ALP mais sans effet sur la
bilirubine directe totale. Le méme extrait a montré également une diminution de MDA et une

augmentation du niveau de GSH hépatique (Ramadan et al., 2020).
3.5. AChE

Les résultats de cette présente étude montrent une diminution significative de ’activité de
I’AChE dans le foie, ces résultats peuvent "étre due a I’inhibition de cette enzymes par les
néonicotinoides, qui ont capable de former des différent liaisons avec son site actif (Terali,
2018). Ou a un dysfonctionnement hépatique donnant une carence dans la biosynthese
hépatique des protéeines (Vivek and Jain, 2020). Ces reésultats sont en désaccord avec les
résultats de Yardimci et al. (2014), qui ont enregistré une augmentation de 1’activité d’AChE

apres une exposition des rats a I’'imidaclopride a la dose de 170 mg/kg pendant 24 heures.
3.6. Ca'" cytosolique

En ce qui concerne le Ca*™, nous avons enregistré une augmentation des niveaux de calcium
cytosolique dans le lot traité par le THI. Le Ca?* est un messager intracellulaire général qui
contrble pratiguement tous les aspects de la fonction cellulaire tels que le métabolisme, la
transmission et la plasticité synaptiques, la transcription des genes, la mort cellulaire
programmée (Kimura-Kuroda et al., 2012), Par conséquent, l'augmentation des niveaux de
Ca?* dans le cytosol pourrait déclencher de multiples effets biochimiques dans la cellule comme
la production des radicaux superoxydes (Guo et al., 2013). Certaines des études montrent que
les néonicotinoides augmentent le taux de Ca* dans les cellules neuronales (Costas-Ferreira
and Faro, 2021).

3.7. Histologie de foie

Les résultats de I’étude histopathologique du foie montrent ; pour le groupe THI une dilatation
des sinusoides hépatiques contenant des globules rouges avec désarroi des hépatocytes ;

dégénérescence des hépatocytes avec quelques hépatocytes nécrotiques. Des résultats similaires
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enregistrés par les travaux de Kammoun et al. (2019) apres le traitement des rats par 22,5
mg/kg de THI pendant 30 jours. De plus les travaux de Zheng et al. (2020) qui montrent les
mémes résultats sur le foie apreés le traitement des souris par 20 mg/kg d’imidaclopride. Par
ailleurs, Vivek et Jain (2020) ont montré les mémes résultats apres le traitement des rats par
différentes doses de THI pendant 28jours. Le foie des groupes traités par ’EXT montrent des
tissus normaux comparables a ceux observes par les travaux de Karabulut et al. (2014) et les
travaux de Dawod et Ahmed (2021) qui ont montré que le traitement des rats par la poudre des
amandes ameres de noix d’abricot réduit l'incidence des lésions hépatiques et amélioraient
I'anomalie des hépatocytes. Or, la présence de flavonoides, de caroténoides, de B-caroténe, de
composés phénoliques et d'acides gras tels que I'acide oléique et l'acide linoléique, pourrait
avoir des effets de piégeage des radicaux libres et potentialiser leurs effets protecteurs
(Ramadan et al., 2020).

e Conclusion :

L’¢évaluation de 1’hépatotoxicité aprés une exposition chronique au THI a permis de noté les

conclusions suivantes :
- Une augmentation de poids relatif du foie, et une perte de la fonction hépatique.

- Le THI a induit chez les rats adultes une perte de 1’intégrité structurale et fonctionnelle des

mitochondries des hépatocytes.
- Altération du systeme redox intra-mitochondrial produisant un stress oxydatif.
- Inhibition de I’activité estérasique hépatique.

- L’étude histologique du foie des rats adultes a montré des altérations histopathologiques sous
forme de dilatations des sinusoides hépatiques, une congestion, un désarroi des hépatocytes et

une dégénérescence nécrotigues des hépatocytes.

- L’administration de ’EXT en association avec le THI a montré un pouvoir cytoprotecteur et
préventif du moment qu’il a empéché la survenue des anomalies structurales et fonctionnelles

des cellules hépatiques chez les rats adultes.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de cette présente étude était I’évaluation des effets toxique de THI administré
chroniquement avec un microdosage seul ou en association avec ’EXT via deux fenétres
d’exposition a savoir une exposition directe (active) des rats adultes et une exposition indirecte
(passive) des rats adultes d une progéniture (G1) des rates subissant une exposition pré et post-
natale. Cette staratégie d’étude est basée sur une fenétre d’exposition pré et pos-natale visant a
mettre en évidence le niveau de sensibilité des animaux a la transmission gestationnelle et
lactationnelle possible de la neurotoxicité de THI d’une part et I’exposition a cet insecticide a

I’age adultes de I’autre part.

Trois tissus sont ciblés par cette étude a savoir : deux régions sensibles du cerveau, striatum et
I’hippocampe et le tissu hépatique. Le chois des deux régions cervicales est basé sur leur
implication dans la plupart des fonctions cognitives et leur implication dans les maladies
neurodégenératives (Alzheimer et Parkinson). Par ailleurs le choix du foie est suscité par son

importance dans la biotransformation et la détoxifications des xénobiotiques.

Le choix de I’extrait est motivé par la production intense des abricots dans la région des Aures
et son utilisation agro-industrielle est en croissance continue notamment dans la production de
jus et de confiture. Une telle industrie produit des quantités industrielles des noix d’abricot
comme sous-produit méritant une valorisation dans le domaine cosmétologique, alimentaire et

pharmacologique.
Cette ¢tude a permis I’obtention des résultats permettant de conclure les ¢léments suivants :

- En procédant a une exposition chronique des animaux au THI & une micro dose de 0.020
mg/kg/j ¢’est une simulation a la prise quotidienne de pesticides par la population humaine via
les matrices alimentaires suivant une étude donc prospective et non rétrospective. Certes en
doses traces mais vu I’effet cumulatif avec le temps, I’impact toxique pourrait se manifester
sous forme de pathologies ou de syndromes pathologiques posant ainsi un probleme crucial
pour la santé publique. En effet, les résultats de cette étude a montré clairement que I’effet de
cet insecticide a impacté le potentiel cognitif et neurocomportemental des rats, puisque il a
limité plusieurs potentialités ayant trait avec la fonction neuronale, telles que la motricité, la
mémorisation, 1’apprentissage, ...sachant que la qualité de ces compétences se retentissent sur

le comportement psychosociologique des populations exposées a ce xénobiotique.

- La perturbation de la fonction cognitive nous oriente dans cette étude directement vers

I’évaluation organique (structurale et fonctionnelle) du striatum et de 1’hippocampe soumis a
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des différentes fenétres d’exposition en I’occurrence 1’exposition directe des rats adultes et la
génération 1 issue des rates ayant été soumises a une exposition pré et post-natale. En effet,
cette étude a ciblé I’évaluation de I’intégrité cellulaire et mitochondriale dans ces deux régions
cerébrales. Les résultats de cette étude ont mis en évidence une forte perturbation du statut
redox mitochondrial qui selon la littérature pourrait étre la cause de gonflement et la perte de la
perméabilité des membranes de cette organelle.

- L’entrée massive de I’eau lors du gonflement mitochondrial a permis 1’externalisation du Cyt-
c et le Ca* vers le compartiment cytosolique en quantité élevée. Ces deux éléments, selon les
bases de données scientifique, sont considérés des proapototiques potentiels ayant pour réle la
maturation de la procaspase 9 avec le recrutement de 1’Apaf, donnant ainsi une élévation
cytosolique significative des caspases 9 et 3 susceptibles, respectivement, de déclencher et
exécuter la voie apoptotique intrinséque, laquelle voie est impliquée dans la dégéneration des
neurones que I’on a constatée dans I’étude histopathologique, d’ou I’importance du choix des

mitochondries dans cette présente étude.

- La fonction cholinergique est pour beaucoup dans I’équilibre neurocomportemental des
animaux, sa perturbation implique un desordre cognitif pouvant impacter le
neurodéveloppement tant organique que psychologique. L’analyse des résultats de cette étude a
montré une diminution nette de D’activité estérasique impliquant, selon la littérature, une
accumulation synaptique de 1’acétylcholine qui active excessivement ses récepteurs donnant des
perturbations de la fonction cholinergique, se traduisant partiellement par les différents

désordres cognitifs mis en évidence dans cette étude.

Il faut noter que les deux fenétres d’exposition ont donné qualitativement les mémes effets
neurotoxiques de THI chez les rats adultes, ce qui amene a dire que la transmission

gestationnelle et/ou lactationnelle est possible de la neurotoxité de THI a la progéniture G1.

- L’exploration de la fonction hépatique des rats adultes exposés chroniquement et directement

au THI a révélé la perte de la fonction hépatique via les indicateurs sérique hépatofonctionnels.

Quant a l’intégrité des hépatocytes, les résultats ont révélé les mémes aspects anormaux
mitochondriaux constatés chez les mitochondries des régions cérébrales étudiées, tels que le
déséquilibre redox en faveur du stress oxydatif, désordre des pores mitochondriaux responsable

sur la perméabilité membranaire favorisant ainsi le gonflement.

- Mise a part I’évaluation de la neurotoxicit¢ par les méthodes cognitives, 1’étude

histopathologique pourrait étre une approche complémentaire aux méthodes biochimiques
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appliquées sur I’é¢tude des deux organes étudiés (cerveau et foie). En effet, 1’étude histologique
a renseigné sur D'intégrité cellulaire et histologique des deux organes indiquant des altérations
tissulaires et cellulaire allant de désarroi et nécrose des hépatocytes avec congestion dans le

foie, aux dégénérescences et agrégation des cellules gliales dans le cerveau.

- L’utilisation en prévention de I’extrait hydroalcoolique des amandes améres des noix d’abricot
s’avere trés bénéfique sur le plan pharmacologique étant donné qu’il a empéché les atteintes
tant fonctionnelles que structurales des cellules du foie et celles des deux régions cérébrales
étudiées. Ce potentiel cytoprotecteur et préventif revient probablement a la présence des

composés phénoliques comme étant connus pour étre des antioxydants et antiradicalaires.

Apreés les discussions des résultats et la conclusion générale et au vu des objectifs initialement
tracés dans la problématique de cette these, il est apparu a chaque fois un manque
d’informations indispensables pour mieux cerner la problématique posée. Ce manque fait appel
nécessairement a certaines études a réaliser a I’avenir proche afin de constituer une base de
données autour de cet axe de recherche concernant la toxicologie environnementale et la
pharmacologie des substances naturelles. Les perspectives de recherche souhaitées et

recommandées a étre réalisées sont les suivantes :

e Etude de la toxicocinétique des néonicotinoides et leurs métabolites ainsi que leurs
mécanismes d’actions notamment dans le cerveau.

e Etude des effets épigénétiques et génomiques des néonicotinoides (THI)

e La neurotoxité transgénérationnelle (gestationnelle et lactationnelle).

e Analyse chimique profonde de la composition des différents extraits des amandes
des noix d’abricot (HPLC-MS ou UPLC-MS,...), fractionnement et purification
des principes actifs de ces extraits.

e Application des techniques de I’imagerie plus performantes (microscopie a

fluorescence, microscopie confocale, ...).
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Annexe 1 : Matériels et appareils utilisée

-Eau distillée

-Acide sulfurique

-BBC (Bleu Brillant de
Coomassie)
-Ethanol (a 95%)

-KClI

-Sodium phosphate
monobasique
-DTNB (I’acide 5-5°-
dithio-bis-
2nitrobénzoique)
-chlorure d'aluminium
AICI3

-Folin-ciocalteau
-la quercétine

-anhydride acétique

-la méthionine

-1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB)

-TNB (acide 5-thio (2-

nitrobenzoique)

-TCA (Trichloro acétique)

-Acide orthophosphorique
(& 85%)
-Tris

-BSA (Albumine sérum de
beeuf)
-Sodium phosphate
dibasique
-EDTA (Acide éthylene
diamine tétracétique)
-H20;

-acide nitrique

-bicarbonate de sodium
-catéchine

-le nitroblue de
tétrazolium (NBT)

-I’acide Thiobarbiturique
(TBA)

-liqueur de Fehling

-NH4OH

Annexes

-perchlorure ferrique
(FeClz)

-Catéchine

-Chloroforme

-Glucose

-NaOH

-HCL

-KOH

-furfural

-’acide gallique

-phénol

la riboflavine

-d’hydroxyde

d’ammonium

-GSH

-COsNa



-acétylthiocholine
-HEPES
-SDS

-leucpeptine

-L’xyléne
-glycerine

-Balance de preécision
(KERN)

-Agitateur magnétique
(WITEG)

-Réfrigérateur

-Spectrophotometre

(jenway)
-Verre de montre

-Micropipettes (10ul a
1000pl)

-Tubes a essai

-Cuves pour la
spectrophotométrie (en

plastique et en quartz)
-Becher

-Eprouvettes graduées

-d'a-naphtol alcoolique
-NaCl
-DTT

-aprotine

-Formol
-Centrifugeuse (jenway)

-Etuve (HERAEUS)

-Matériel de dissection

-Bain marie

(MEMMERT)

- Broyeur manuel

-Spatule

-Pipettes graduées

-Tubes secs en verre et en

plastique

-Papier d'aluminium

-Erlenmeyers

-Boite pétrie en verre et en

Annexes

-sulfate de cuivre
-NP-40
-pepstatine A

-phénylméthylsulfonyl

fluorure
-Paraffine
-Balance analytique

-pH metre

-Centrifugeuse sigma 1-15

-Agitateur Vortex

(THERMOS)

-Pissette

-Baromagnétique

-Portoirs

-Tubes eppondorf

-Papier Wattman N° 03

-Entonnoirs

-Rotavapeur
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plastique

Annexe 2 : Courbe d’étalonnage pour dosage des Polyphénols

courbe d'étalonnage d'acide galique
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Annexe 3: Courbe d’étalonnage pour dosage les Flavonoides

courbe d'étalonnage de quercetine
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Annexe 4 : Courbe d’étalonnage pour dosage les Tanins



courbe d'étalonnage de catéchine
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Annexe 5 : Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines
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Annexe 6 : Courbe d’étalonnage pour dosage des Glucides

1.4
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courbe d'étalonnage de D-glucose
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Annexe 7 : Courbe d’étalonnage pour dosage de GSH

courbe d'étalonnage de GSH
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Annexe 8: Courbe d’étalonnage pour I’acide ascorbique
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courbe d'étalonage d'acide ascorbique
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Annexe 9: Reéactif de Mayer

Solution A: 1.358 mg chlorure mercurique + 60mL eau distillée

Solution B: 5mg iodure de potassium+ 10mL eau distillee

Solution de test : solution A + solution B + compléter par I’eau distillée jusqu’ a 100mL
Annexe 10: Réactif de Bradford

50mg de Blue de Coomassie G250 + 50 ml méthanol, ajouter 100 ml de H3PO4 ( a85 %), puis
ajouter 500 ml d’eau distillée, filtrer le mélange et rajouter 350 ml d’eau distillée, conserver a
4°C

Annexe 11: Réactif de Dragendorff

Solution mére : 5.2mg carbonate de Bismuth carbonate + 4mg iodure de sodium + 50mL acide
acetique, bouilli pendant quelques minutes, apres 12 heures. Filtrer le mélange ; 40mL de filtrat
+ 160 mL acétate d’ethyl + 1mL eau distillée,

Solution de test : 10mL solution mére + 20mL acide acétique + compléter par 1’eau distillée

jusqu’a 100mL
Annexe 12 : Equations

Convection entre g et rpm : RCF (g)=1.118.10E-5. r. (rpm)?
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INTRODUCTION

ABSTRACT

Thiacloprid (THI) is a nicotinic receptor agonist widely used as pesticide in Algeria, however it is susceptible to accumulate in various
fruits and vegetables and pouring downstream into food plates and contributes to the development of neurodegenerative diseases.
Conversely, several natural compounds are provided with cytoprotective potential and, therefore, are able to act against the harmful effects
of toxicants such as pesticides. This study focused on striatum (str) and hippocampus (hipp) mitochondrial toxicity assessment, evaluation
of behavioral function and intrinsic apoptosis pathway in rats exposed to THI at low-dose (0.020 mg/kg) for 3 months. In addition, this
study examined neuroprotective potential of bitter apricot kernel extract when administered concomitantly with THI at the dose of 50
mg/kg. In current study, assessment of mitochondrial permeability transition pore (mPTP) and swelling, evaluation of mitochondrial redox
status, cholinergic function (Ach E) and apoptosis markers (Caspase 9 and 3, Bax and Bcl2, Cytochrome ¢ and cytosolic calcium) were
performed in both brain areas, besides behavioral and histopathological examination. The results showed an increase of lipid peroxidation
in both of str and hipp with a values of 1,14 + 0,04 nmol/mg of proteins (pr) and 1,58 + 0,09 nmol/mg pr. respectively and a significant
decrease in GSH (0,09 £ 0,01 mmol/mg pr. in hipp and 0,08+0,01 mmol/mg pr. in str), the results also showed a change in the activity of
antioxidants enzymes SOD (16,37+1,09 Ul/mg pr. in hipp14,54+1,46 Ul/mg pr. in str) , CAT (0,010+0,01 Ul/mg pr. in hipp and
0,005+0,004 Ul/mg pr. in str), GPx (0,01 0,001 nmol/mg pr. in both hipp and str) and GST (23,73+1,68 Ul/mg pr. in hipp and 17,56+
1,04 Ul/mg pr. in str), as well as an abrupt increase in mPTP opening with a value of (0,057+0,005 in str and 0,054+0,005 in hipp) , which
leaded to mitochondrial swelling where the level o mitochondrial swelling was (0,016+0,002 in str and 0,106+0,003 in hipp), the swelling
was associated also with a high releasing of Cyt-c with a values of (4,48 + 1,26 pg/ml in str and 5,32 + 1,08 pg/ml in hipp ) and Ca++(
2,26:+0,06 mmol/l in str and 2,32+0,07 mmol/l in hipp) into the cytosol, the results also showed a significant decreasing of Bcel2 (16,4 +
1,86 ng/mg pr in str and 14,8+ 0,82 ng/mg pr in hipp), in the other hand the rates of caspase-9 were (278+14 mAbs/mg pr.) in str and 212
+24 mAbs/mg pr. in hipp), caspase3 (184=+ 16mAbs/mg pr.) in str and 250 =14mAbs/mg pr. in hipp), and BAX (0,926 ng/mg pr in str and
1,189 ng/mg pr in hipp) were increased. The results of this study revealed also a decrease of memorization processes and learning abilities,
at the same time a decrease in Ach E activity (14,02+ 0,78 nmol/min/mg pr. in str and 22,35+ 1,77 nmol/min/mg pr. in hipp) was recorded.
Inversely, bitter apricot kernels extract showed higher cytoprotective potential against THI neurotoxicity, since mitochondrial redox
homeostasis and membrane integrity were recovered, cognitive impairment and brain tissue damage were also prevented. In conclusion,
THI induced mitochondrial disorders, triggered apoptosis signaling pathway and impaired cognitive functions which were prevented by
bitter apricot kernels extract when associated with this pesticide.

Keywords: Thiacloprid, Extract, Striatum, Hippocampus, Cognitive function, Mitochondrial apoptosis

on the cellular and molecular integrity of the organism, resulting in carcinogenic,
endocrine disorders (Sekeroglu et al. 2014), neurotoxic (Cimino et al. 2017),

It is recognized that the benefits of pesticides are inherent in crop protection and
in increasing economic potential in agriculture and human health by increasing
agri-food and crop production and controlling some disease-carrying insects
(Messiad et al. 2015). However; The main reason for their toxicity could be the
presence of similar targets in both pests and non-target species, including humans.
Neonicotinoids (NNs) are considered to be the most important synthetic pesticides
used to control harmful insects in plant and animal health over the last few decades
and were able to bind to nicotinic acetylcholine receptors (NnAChRs), causing
excitation, abnormal paralysis and death of harmful organisms, developed to
replace organophosphorus and carbamate insecticides (Schaafsma et al. 2015;
Pang et al. 2020). However, if these pesticides have a potent agonist against
nAChRs of target insects, there is multiple evidence that these pesticides have low
affinity for the same receptors in vertebrates (Costas-Ferreira and Faro 2021),
raising the question of how neonicotinoids might act for animal non-target
organisms can be neurotoxic. It has been reported that the toxicity of NN focuses

hepatotoxic effects (Alarcan et al . 2020). Among the most commonly used NNs
in Algeria is Thiacloprid (THI), (Z)-N-[3-(6-Chloro-pyridin-3-ylmethyl)-
thiazolidin-2-ylidene]cyanamide), an organochlorinated insecticide of the family
the chloroprynydilic neonicotinoids (Galdikova et al. 2019). This insecticide was
registered in 2000 under the trade name Calypso 480SC (480 g.L-1)
(Schwarzbacherov et al. 2019). The mode of action of this pesticide in target
organisms is to interrupt the transmission process of nerve impulses after its
binding to nAChRs in neurons (Galdikova et al. 2019). Literature data indicate
that THI is toxic to mammals at both acute and chronic exposures at low or high
doses, causes neurotoxicity and attenuates locomotor activity in rats treated with
3.1 mg/kg body weight THI (Vivek et al .2020). In addition, a previous study
showed that this pesticide can cause central nervous system disorders (Alzheimer's
disease, Parkinson's disease, schizophrenia, depression), which were thought to be
associated with a change in the density of the nAChRs subtype in rats who have
been exposed to high doses of THI (Cimino et al. 2017). It is worth noting that the
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Abstract

Cadmium (Cd) is a highly toxic heavy metal. It accumulates in biological tissues, especially in fish which constitutes a first rank
food for humans, particularly in the coastal areas. This study investigates the effect of long-term exposure to low Cd concentra-
tion (17 pg/kg/day) in rat striatum and hippocampus. In this study, the neurobehavioral ability changes were assessed by applying
cognitive standard testing at the end of the rats’ exposure period. In addition, the examination of mitochondrial swelling was
performed at the same time of evaluation of its redox status in the brain regions studied through stress parameters (GSH, MDA,
GST, and CAT). This study examined also whether this long-term exposure can modify the apoptotic signaling pathway via
assessment of apoptotic markers (caspase-8 and 9, Bax, Bel-2, and Cyt-c) in cell lysates. The results of this study showed changes
in neurobehavioral abilities of animals and a stronger mitochondrial swelling associated with a significant decrease in antioxidant
systems (GSH, GST, and CAT) and conversely an increase in the lipoperoxidation end product (MDA) in both the striatal and
hippocampal mitochondria. In addition, the results revealed a significant increase in pro-apoptotic intracellular components such
as caspase-9, Cyt-c, and Bax, and showed also an evident decrease in Bcl-2 levels. In conclusion, our results reported that chronic
exposure to Cd produces behavioral and cognitive perturbations, enhances oxidative stress associated with mitochondrial edema
and Cyt-c leakage, and, ultimately, potentiates apoptosis signaling pathway in both brain regions in rats.

Keywords Cd - Striatum - Hippocampus - Neurobehaviour - Oxidative stress - Apoptosis

Introduction

Over the past two decades, the industrial revolution and tech-
nological development have led to high discharges of toxic
products, which considerably complicate environmental prob-
lems and their impacts on public health (Andra et al. 2017,
Andjelkovic etal. 2019). Among these pollutants, Cd is a non-
biodegradable industrial and environmental pollutant widely
distributed which could be concentrated in the food chain (Pi
et al. 2017). However, Cd, in minute quantities, has delirious
effects in the body causing acute and chronic toxicities in
humans (Wang et al. 2015). Recently, the studies of Abdeen
and his collaborators (2017, 2019), on the effect of Cd in rat
liver and kidney, showed significant increases in MDA and
reduction in GSH and CAT contents in parallel to mitochon-
5 o drial damage, accumulation of unfolded proteins, DNA oxi-
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ABSTRACT

The imidacloprid (IMID) and cypermethrin (CYP) pesticides are known to have neurotoxic effects and negative brain developmental
consequences when used separately, but little is known about the consequences of using them as a mixture. That could be passed down
from one generation to the next. In this context, we were interested in studying the effect of oral exposure of female rats during gestation
and throughout the lactational period to real doses of IMID (1.2 mg/kg) and CYP (6.7 mg/kg) either alone or in a mixture on behavior and
mitochondrial redox status. The first and second generation pups were followed from birth to juvenile age using a series of tests to assess
reflex, coordination and general motor function, including surface righting, cliff aversion, negative geotaxis and the muscle strength test.
At PND 21, cholinergic function, oxidative stress and mitochondrial integrity were assessed in the striatum and hippocampus. Our results
showed that IMID and CYP, alone or in combination, induced decreased body weight gain, impaired neurobehavioral performance, and
AchE inhibition. Oxidative stress markers including GSH level and SOD, CAT, GST and GPx activities showed a significant decrease.
While, lipid peroxidation which was assessed by MDA assay, cytosolic calcium level, swelling and mitochondrial permeability recorded
a significant increase. In conclusion, the disruption of mitochondrial redox homeostasis and the presence of neurobehavioral disorders
even in the offspring of the F2 generation suggests that independent and combined exposure to IMID and CYP during a critical period of

development has irreversible effects; long-lasting and persistent.

Keywords: Imidacloprid, Cypermethrin, Neurobehavior, Striatum, Hippocampus, Mitochondria, Oxidative stress, Rats

INTRODUCTION

The fetal period and early life are important stages when optimal brain
development is assured. This is when the basic structure of the brain is built. This
construction involves a series of processes that are particularly vulnerable to
chemical stressors including pesticides. Impairment of this process could disrupt
homeostasis, thereby increasing the risk of neurodegenerative disorders (Sunyer
and Dadvand, 2019). Several studies have shown that exposure to pesticides is
not only through inhalation, skin absorption or ingestion of contaminated food and
water but also through the placenta and breast milk during critical periods of
development (Dewalilly et al., 2014). The use of pyrethroids and neonicotinoids
has registered a significant increase due to their efficiencies and wide range of
application; they are also less toxic to non-target organisms and efficiently
degradable. These two families are considered green pesticides compared to
organophosphates. However, the effect of their low concentrations on wildlife,
especially bees, as well as humans, remains of concern (Zeljezic et al., 2017). The
nervous system is the primary target of CYP, a pyrethroid that exerts a neurotoxic
effect through voltage-gated sodium channels. Once this insecticide binds to the a
subunit of the sodium channel, the latter remains in an open position, thus allowing
a prolonged passage of sodium and a depolarization of the membrane and ends up
disrupting neuronal transmission. Exposure to this pyrethroid also influences other
channels such as voltage-gated calcium and potassium channels; it decreases
dopamine and acetylcholine levels as it alters key enzymes involved in the
synthesis and metabolism of neurotransmitters such as as adenosine
triphosphatases and AChE (Raszewski et al., 2016). In laboratory animals,
intranasal exposure of mice to 5 and 20 mg/kg of CYP during gestation and
lactation has been linked to mitochondrial dysfunction as a mechanism of
developmental neurotoxicity (Laugeray et al., 2017). Another study conducted on

mice indicates that exposure to CYP results in the release of Ca2+ and free radicals
leading to DNA damage and cell death (Maurya, et al., 2014).

Neonicotinoids such as IMID act by binding to the a4 and B2 subunits of the
nicotinic postsynaptic acetylcholine receptors (nAChRs) of mammals. The
neurotoxicity of this class is manifested by the inhibition of acetylcholinesterase,
thereby reducing the ability of this enzyme to break down acetylcholine in the
synapses, which subsequently leads to continuous overstimulation of nerves and
muscles. Prenatal exposure to its chemicals affects the formation of neural circuits
in several regions of the brain that are involved in the regulation of depression,
anxiety, memory and learning (Sano et al., 2016).

Osaka et al., 2016 reported the presence of metabolites of the neonicotinoid
Thiamotoxam in the urine of young children. The increased resistance of pests to
a single pesticide application has made it necessary to use a cocktail of these
chemicals in order to increase its speed of action (Shittu et al., 2021). Therefore,
the combined effect of this mixture can lead to a joint interaction between the
chemicals thus altering the absorption, biotransformation, distribution and
elimination of one on the other and subsequently causing the appearance of new
metabolites which could be more dangerous in comparison with the basic
preparation, which makes the question of the risk for ecology and human health
even more serious (Aouey et al., 2017).

To our knowledge, the CYP and IMID cocktail has not been studied for its
transgenerational neurotoxic effects in mammals. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the toxicity of these pesticides alone or in mixture by
examining their effects on neuromotor development, mitochondrial integrity and
oxidative damage in the striatum and hippocampus of pups of generations F1 and
F2 born to mothers (FO) exposed during gestation and throughout the lactation
period.
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Abstract The focus of this study was to investigate the
effect of chronic exposure to imidacloprid (IMID) on the
neurotoxicity and protective role of catechins in rats. Imida-
cloprid (1.2 mg/kg/day: realistic dose) and catechins (20 mg/
kg/day) were administered orally for 90 days. In this animal
experiment, mitochondrial membrane permeability, matrix
redox status, cholinergic function and cognitive func-
tion were evaluated in the rat striatum and hippocampus.
Chronic exposure to imidacloprid has resulted in significant
decreases in mitochondrial glutathione (GSH) rate and cata-
lase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx) activity, while glutathione-S-transferase
(GST) activity Malondialdehyde (MDA) and cytosolic cal-
cium (Ca*) levels were significantly increased. The same
results showed an improvement in mitochondrial membrane
permeability as well as an increase in mitochondrial edema.
In addition, assessment of cholinergic function revealed a
decrease in acetylcholinesterase (AChE) activity alongside

Significance statement: In this study, imidacloprid induced
disruption of mitochondrial membrane permeability and
swelling, and cognitive potential disorders in rat striatum and
hippocampus, while catechins prevented these abnormalities
when administered with this pesticide.
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behavioral and cognitive disorders such as muscle weakness,
anxiety, memory loss and learning ability. Conversely, these
results indicate that catechins protected brain regions from
mitochondrial and cognitive impairment by imidacloprid.
Finally, these results showed that chronic exposure to IMID
is associated with loss of mitochondrial integrity, dysfunc-
tion of the cholinergic system, and impairment in neurobe-
havior and cognitive ability. In addition, catechins showed
neuroprotective potential against pesticide neurotoxicity
generated in both regions of rat brain.

Keywords Imidacloprid - Behavioral deficits - Striatum -
Hippocampus - Mitochondrial alterations - Catechins

Introduction

It is widely recognized that pesticides are essential for
improving agricultural crops and controlling plant diseases,
but their side effects could affect other ecosystems and liv-
ing organisms that these crop protection products do not
target. In fact, the prolonged and uncontrolled use of these
chemicals has indirect negative effects on many other living

Laboratory of Biology and Environment, University
of Mentouri Brothers, Constantine, Algeria

6 Research Unit: VNRBM, PBA, University of Mentouri
Brothers, Constantine, Algeria

7 Unité UR AFPA, EA3998, INRA USC 0340, MRCA,
Neurotoxicologie Alimentaire et Bioactivité, Université de
Lorraine, BP 4102, 57040 Metz, France

Veterinary Department, University of Batna 1, Batna, Algeria

@ Springer


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s40011-023-01467-2&domain=pdf

Asian ] Agric & Biol. xxxx(x).
DOI: 10.35495/ajab.2022.010
A]AB Original Article

Hepatoprotective effect of sandfish “Scincus scincus” extract on cadmium-
induced hepatotoxicity in rats

Ramzi Lamraouil?, Messaoud Hachemi?, Djalel Eddine Gherissi2*, Fatima Laabassi!, Dounia Djellal, Naima Kadrine3,
Souhila Haddad*, Sameh-Echourouk Saoudi?, Zineb Chouit?, Zineb Djellal’, Meriem Fellahi?, Faicel Chacha®
'Department of Biology of Living Organisms, Faculty of Natural and Life Sciences, University of Batna 2, Batna (05110), Algeria
“Laboratory of Animal Productions, Biotechnologies and Health, Institute of Agronomic and Veterinary Sciences,
University of Souk-Ahras, BP 41000, Algeria

*Department of Veterinary Sciences, University of Batna 1, Batna, Algeria

“Laboratory of Biomathematics, Biophysics, Biochemistry and Scientometry, University of Bejaia, Algeria

*Laboratory of Cellular and Molecular Biology, University of Jijel, Algeria

®Biotechnology Research Center, PO E73 .NU N° 03 Constantine, Algeria

Received:

February 02, 2022 Abstract

Accepted: Hepatotoxicity is defined as injury to the liver or impairment of the liver function after
M7 dkh el exposure to various risk factors. This study was planned to investigate hypothesis of
hepatoprotective effect of sandfish (Scincus scincus) consumed for its health virtuous by
local Saharan peoples from Algeria. For this purpose, sandfish extract benefits against
cadmium chloride (CdCl,)-induced liver toxicity in rats was evaluated. The rats (n=23)
were divided into 4 groups; the control group (n= 5) received a vehicle, the extract group
(n= 5) received via gavage sandfish extract (100mg/kg), Cadmium group (n= 6) received
CdCl, (1 mg/kg, intraperitoneal injection), cadmium +extract group(n= 7) received after
the single injection of CdCly(1mg/kg) the sandfish extract (100 mg/kg, orally).The
experimentation was performed over 56 days. Body weight, relative liver weight (LW)
and biochemical parameters namely glucose, triglycerides, cholesterol, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin (TB) and direct
bilirubin (DB) were measured. Glutathione (GSH) and Malondialdehyde (MDA\) activities
were measured to evaluate the changes in antioxidative system and lipid peroxidation
activity in liver tissues. Relative LW, MDA, ALT and TB were significantly increased by
CdCl, treatment. The treatment with sandfish extract after CdCl, injection reduced
significantly ALT, AST and TB. The GSH level was significantly altered (0.19+0.05
mg/g) by Cd treatment, which was recovered (0.43+£0.08 mg/g) after that by sandfish
extract gavages. In conclusion, inclusion of sandfish in rat diet showed significant
evidences of hepatoprotective effect in response to acute Cd hepatotoxicity.
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