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ABSTRACT

Fenthion is an organophosphate pesticide widely used in agriculture; however, exposure to
these molecules can cause neurotoxicity. The aim of this work tends to examine, firstly, the
effect of repeated exposure of fenthion at dose 20mg /kg of body weight for ten consecutive
days on neurobehavioral responses, the activity of acetylcholinesterase, brain oxidative status
, immune and biochemical changes, and on the other hand, the capacity of both polyphenols
(quercetin, resveratrol and their mixture) to alleviate the induced alterations. Our results show
that exposure to fenthion causes anxiety and depression and impaired responses of the
exploratory and ambulatory activity associated with the inhibition of acetylcholinesterase
activity and triggering a cerebral oxidative stress revealed by the decrease in activity of
glutathione-S-transferase (GST), increase the rate of malondialdehyde (MDA) and reduced
glutathione depletion rate (GSH). In addition, the appearance of cholinergic stress, oxidative
stress and anxiety and has been associated with immune and biochemical changes revealed by
the disruption of leukocyte profile (LYM, MON, NEUT, and EOS), metabolic parameters
(total cholesterol, triglycerides, total protein, glucose) and plasma enzyme activity (ALT,
AST, and ALP). Moreover, pretreatment by polyphenols attenuated these alterations. We can
conclude that the behavioral deficits induced by fenthion are associated with cholinergic and
oxidative stress, as well as immune and biochemical changes.Finally, a rich nutrient intake of
polyphenols seems benefic to prevent the neurotoxicity of organophosphates, especially for

people who have direct contact with these molecules.

Keywords: Fenthion, anxiety, depression, quercetin, resveratrol, immunity, oxidative stress.
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RESUME

Le fenthion est un pesticide organophosphoré largement utilisé en agriculture, cependant,
I’exposition a ces molécules peut provoquer des manifestations neurotoxiques. Le but de ce
travail tend a étudier, d’une part, ’effet de 1’exposition répétée a raison de 20mg/kg de
poids corporel pendant dix jours consécutifs sur les réponses neuro-comportementales,
I’activité de 1’acétylcholinestérase et le statut oxydatif cérébral ainsi que les changements
immunitaires et biochimiques, et d’autre part, la capacité des deux polyphénols (quercétine,
resvératrol et leur mélange) a alléger les altérations induites. Nos résultats montrent que
I’exposition au fenthion provoque des réponses anxio-dépressives et une détérioration de
I’activité exploratoire et ambulatoire associée a I’inhibition de 1’acétylcholinestérase et au
déclenchement d’un stress oxydatif cérébral révélé par la diminution de I’activité de la
glutathion-S-transférase (GST), I’augmentation du taux du malondialdéhyde (MDA) et la
déplétion du taux du glutathion réduit (GSH). En plus, I’apparition du stress cholinergique et
anxio-oxydatif a été associé a des variations immunitaires et biochimiques révélées par la
perturbation du profil leucocytaire (LYM, MON, NEUT, EQOS), métabolique (Cholestérol
total, Triglycérides, Protéines totales, Glycémie) et I’activité enzymatique plasmatique
(ALAT, ASAT, PAL). Par ailleurs, Le prétraitement par les polyphénols a atténué les
altérations induites. Nous pouvons conclure que les déficits comportementaux induits par le
fenthion sont associés au stress cholinergique et oxydatif, ainsi qu’a des changements
immunitaires et biochimiques. Finalement, un apport nutritif riche en polyphénols semble étre
bénéfique pour prévenir la neurotoxicité des organophosphorés, surtout, pour les gens ayant

un contact direct avec ces molécules.

Mots Clés : Fenthion, anxiété, dépression, quercétine, resveratrol, immunité, stress

oxydatif.
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INTRODUCTION

1. INTRODUCTION

L’utilisation massive des pesticides synthétiques, et en particulier de ceux appartenant
a la famille des organochlorés, constitua entre 1945 et 1960, un énorme progrés pour
I’agriculture et a permis d’assurer une production alimentaire suffisante pour une population
en grande croissance. Ceci, tant et si bien que ’utilisation massive des insecticides est
devenue une technique quasiment indispensable a la plupart des pratiques agricoles quelque
soit le niveau de développement du pays. Leur utilisation a également contribué a
I’amélioration de la santé publique en luttant contre certains insectes vecteurs de maladies
(Ramade, 2005). Cependant, avec I’utilisation massive des premiers insecticides synthétiques
(particulierement les insecticides organochlorés) sont apparus des signes évidents de toxicité
et d’effets néfastes pour I’environnement et pour I’hnomme (Eriksson et al., 1990; Eriksson
et al., 1992; Snedeker, 2001; Den Hond et Schoeters, 2006; Schoeters et Hoogenboom,
2006; Bonde et al., 2008). Afin de faire face a ces problemes, mais également a I’apparition
de souches résistantes chez les insectes, les industries chimiques ont développé d’autres
familles d’insecticides dont le principe actif est différent, quoiqu’il s’agisse toujours de
neurotoxiques. Ces familles sont les carbamates, les pyréthroides, les nicoténoides et les
organophosphorés. Les pesticides organophosphorés (OP) représentent le groupe le plus
appliqué des insecticides durant les deux dernieres décennies (Chambers, 1992; Maroni et
al, 2000). Les pesticides organophosphorés sont des produits chimiques les plus toxiques et
qui sont utilisés dans des applications répandues comme 1’agriculture, les maisons, les jardins,
les pratiques vétérinaires, la médecine et I’industrie. Des quantités résiduelles de composés
organophosphorés ont été détectées dans le sol, les plans d'eau, les légumes, les céréales et
d’autres produits alimentaires (John et al., 2001). Inclus dans le groupe des composés OP, le
malathion, le parathion, le fenthion, le diazinon, le diméthoate, le dichlorvos, le dimefox, le

chlorpyrifos, le paraoxon, le soman, le sarin, le tabun, 1’échothiophate, 1’isoflurophate, le
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tribufos , le merphos et le trichlorfon (Pena-Liopis, 2001; Kwong, 2002). Le fenthion [O, O-
diméthyl-O-[3-méthyl-4-(méthyl-thio) phényl] phosphorothioate] est I'un des OP le plus
utilisé largement sur un grand nombre de cultures contre les ravageurs dans plusieurs
pays (Krieger, 2001). Il a posé un danger sur la santé des animaux et des humains
en raison de sa persistance dans les sols et les cultures (WHO, 1996). Son utilisation a été
annulée dans plusieurs pays et limitée dans beaucoup d’autres a raison de sa forte toxicité
(Virginia, 2014). Le mécanisme d'action des OP est basé sur l'inhibition de I’activité de
I'acétylcholinestérase (AChE) (Abu-Qare et Abou-Donia, 2001). L’inhibition de I’AChE par
les pesticides organophosphorés provoque 1’accumulation de I’acétylcholine dans les synapses
cholinergiques, avec une sur-stimulation des récepteurs nicotiniques et muscariniques
(Giordano et al., 2007). En effet, les organophosphorés sont tres lipophiles, franchissent
aisément toutes les barriéres biologiques et se fixent de fagon covalente aux cholinestérases,
soit les acétylcholinestérases du systeme nerveux central, des muscles et des globules rouges
ou les pseudo-cholinestérases du systéeme nerveux central et plasmatiques. Méme si une
faible quantité franchit la barriere hémato-encéphalique, elle suffit pour inhiber en quelques
secondes pratiqguement toute I'activité cholinestérasique (Bismuth, 1993). En plus de leur
inhibition de I’acétylcholinestérase, ils peuvent induire le stress oxydatif qui est important
dans leur toxicité (Amirkabirian et al., 2007; Shadnia et al., 2007). Cependant, plusieurs
organes comme, le cerveau, le foie, le ceeur, le pancréas (Buyukokurog™lu et al., 2008) et les
systemes, comme le systeme immunitaire (Neishabouri et al., 2004), urinaire (Rodrigo et al.,
2001) et les parametres hematologiques et biochimiques (Buyukokurog'lu et al., 2008;
Kalender et al., 2007; Kalender et al., 2006) pourraient étre affectés par la toxicité des
organophosphorés. Les pesticides OP sont des puissants stimulants de I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien ( HHS) (Osicka-Koprowska et al., 1984; Smallridge et al., 1991) et

I’exposition a ces substances peut résulter des altérations neurocomportementales persistantes
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dont l'anxiété, la dépression, les déficits de mémoire a court terme, I'apprentissage, I'attention,
le traitement d'information et le temps de réaction (Richardson, 1995; Stephens et al., 1995;

Amr et al., 1997; Singh et Sharma,2000; Salvi et al., 2003).

Les mauvaises conditions de travail et la meconnaissance des potentialités
dangereuses des OP aboutissent a l'intoxication qui évoque des aspects cohérents de
symptdmes physiques et neuro-comportementaux tels que la dépression, l'anxiété et les
troubles cognitifs (Pefia-Llopis, 2005). Les travailleurs exposés aux pesticides ont été
rapportés a manifester des symptémes physiques, des déficits neurocomportementaux et des
troubles affectifs (Reidy et al., 1992; Colosio et al., 2003). Chez le rat, plusieurs études ont
également montré que I'exposition aux organophosphorés produit des perturbations
comportementales et cognitives (Maha et al.,, 2013; Wen-Qiang et al., 2011). Ces
perturbations émotionnelles auraient pu survenir soit par I'inhibition de I'AChE ou par d'autres
mécanismes non cholinergiques comme la perturbation des neurotransmetteurs (Wen-Qiang
et al., 2014). D’autres études ont rapporté I’implication du stress oxydatif dans 1’apparition
des déficits émotionnels et comportementaux (Maha et al., 2013). Comme d’autres OP, le
fenthion a été trouvé pour étre un inhibiteur puissant du comportement du rat (Virginia,
1995). Néanmoins, la réactivité émotionnelle et cognitive du rat vis-a-vis de ce produit reste
encore mal connue. Une évidence clinique a lié le développement des symptdmes
neurologiques (faiblesse musculaire, mal au dos, engourdissement, picotement des mains et
des pieds et la faiblesse des muscles oculaires) chez les techniciens vétérinaires lors de leur
utilisation du fenthion contre la puce du chien (Niosh, 1984; Metcalf et al., 1985). Dans les
pays du tiers monde, I’utilisation du fenthion dans les programmes anti-malaria a été associée
a I’apparition des déficits neurocognitifs chez les travailleurs tels que la dépression, 1’apathie,
la perturbation de la mémoire et les désordres psychiatriques (Nioshi, 1976; Misra et al.,

1985).
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En raison de son caractere lipophile, il peut étre absorbé par le tractus gastro-intestinal
et des voies respiratoires et confere une distribution préférentielle dans les tissus internes
riches  en lipides, y  compris la  graisse  du corps, la  peau,
les poumons, les systémes nerveux central et périphérique, du rein et du foie
(Gallo et Lawryk, 1995). Ce dernier est le principal organe de détoxification ou la plupart
des réactions du métabolisme ont lieu (Millward-Sadler, 1987). En raison de son role dans
la transformation des xénobiotiques environnementaux, le foie est a grand risque de
blessures, lorsque les concentrations intracellulaires élevées de ces composés,
comme le fenthion, peuvent étre atteindre (Davies et Portmann, 1987; Furnes et Schlenk,
2005). Ces effets toxiques surviennent probablement gréace a la génération d'espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) causant des dommages aux différentes composantes membranaires des
cellules. Les ROS avaient été impliquées dans diverses pathologies telles que les maladies
cardio-vasculaires, pulmonaires et auto-immunes, maladies métaboliques héréditaires, le

cancer et le vieillissement (Halliwell et Gutteridge, 1999).

L'immunotoxicité des OP a été rapportée chez I’homme et I’animal (Alluwaimi et al.,
2001; Abd-Elnassaer, 1995; Barnett et al., 1980). Chez les mammiferes, elle pourrait étre
directe ou indirecte et elle est généralement associée a l'auto-immunité, une allergie et / ou
une immunosuppression (Stiller-Winkler et al., 1999; Galloway et Handy, 2003). Les
grands aspects des effets directs létaux des OP incluent [l'inhibition des hydrolases de la
sérine non-cibles, comme le complément et le systéme de la thrombine (Stiller-Winkler et
al., 1999; Nigg et Knaak, 2000), comme l'inhibition des estérases dans la membrane des
lymphocytes (Stepanovic et al., 1998), les dommages oxydatifs aux organes immunitaires
(Handy et al., 2002) et la modulation de la transduction de signal par l'intermédiaire de
I'inhibition de la voie sérine hydrolyse (Coffey et Hadden, 1985), ce qui interfére avec la

prolifération des cellules immunitaires et leur différenciation. D'autre part, la toxicité
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indirecte de pesticides organophosphorés survient via la modulation du systéme nerveux par
I'inhibition irréversible de I'acétylcholinestérase en raison de la formation du dérivé enzyme
qui masque la sérine du site actif nucléophile (Bajgar, 2004) et la dépression immunitaire
due a la malnutrition comme conséquence d'interférence avec le métabolisme (Ceron et al.,

1996).

Intéressement, plusieurs travaux ont rapporté les potentialités thérapeutiques des
produits naturels comme les flavonoides et les stilbénes contre la toxicité des xénobiotiques
(Gokce Uzun et Kalender, 2013; Zhang et al., 2013). Les flavonoides sont des composés
dérivés de plantes montrant plusieurs activités biologiques, y compris les propriétés
antioxydantes (Cao et al., 1997; Williams et al., 2004). Parmi lesquels, La quercétine, la plus
utilisée dans les études expérimentales (Pu et al.,, 2007). La quercétine (3,5,7,3', 4-
pentahydroxyflavone) est une molécule de flavonols polyphénoliques qui se produit dans de
nombreux fruits et légumes comme les oignons, les pommes, les baies, les arachides, le soja,
les pommes de terre, le brocoli, les raisins, les agrumes et le thé (Herrmann, 1976; Scalbert
et Williamson, 2000). Comme elle est largement présente dans I'alimentation humaine,
environ 1g/jour de consommation moyenne de quercétine a €té rapporté (Manach et al.,
2005), ce qui représente 60 a 75% de polyphénols par ingestion globale (Goldberg et al.,
1995; Sampson et al., 2002). La quercétine piege efficacement les radicaux libres, inhibe les
enzymes génératrices des especes réactives oxygénées et prévient les blessures neuronales
(Ansari et al., 2009; Heo et Lee, 2004). Avec cette propriété antioxydante puissante, la
quercétine a été trouvée pour exercer un effet anxiolytique (Aguirre-Hernandez et al., 2010).
La relation entre le potentiel antioxydant et les capacités anxiolytiques de la quercétine est
renforcée par plusieurs éléments de preuve montrant que les antioxydants alimentaires
peuvent améliorer les fonctions cognitives et prévenir les troubles neurocomportementaux

induits par un tel stress emotionnel ou chimique (Chakraborti et al., 2007; Toumi et al.,
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2013 ; Merzoug et al.,2014 ; Abdallah et al., 2014 ). Par ailleurs, la quercétine a été
signalée en tant qu’agent immunostimulant. Elle favorise ’activation lymphocytaire, la
sécrétion de l’interféron y (IFN-y) (Akbay et al., 2003), la stimulation des macrophages
(Orsoli¢ et Basic, 2005) et des cellules tueuses naturelles (cellules NK) (Yu et al., 2010). La
querceétine peut protéger les leucocytes humains du stress oxydant en piégeant directement les
radicaux hydroxyles (Wilms et al., 2008). D’autres investigations ont aussi mentionné la
capacité de la quercétine a inhiber la production des cytokines pro-inflammatoires (Cho et al.,
2003; Min et al., 2007) a travers I’inhibition des voies neuroendocrines impliquées dans la

réponse au stress (Schroeter et al., 2002; Spencer, 2007).

Le resvératrol, une molécule stilbénoide phytoalexine naturelle dotée d’importantes
opportunités thérapeutiques. Les phytoalexines sont un groupe de composés phytochimiques
de faible poids moléculaire qui sont inhibitrices pour les microorganismes et dont
I'accumulation dans les plantes est initiée par l'interaction de la plante avec des micro-
organismes (Bavaresco, 2003). La formation du resvératrol dans des feuilles de la vigne a été
corrélée avec la résistance aux maladies a savoir que le resveératrol est produit par la plante
pour se défendre contre les champignons et d’autres attaques (Soleas et al., 1997). La quantité
du resvératrol représente de 5 al0 % de la biomasse de la peau du raisin, et ses concentrations
mesurées dans un échantillon de variétés de vin rouge varient de 2 a 40 mM (Stewart et al.,
2003). Le resvératrol a été isolé a partir des racines d'ellébore blanc (Veratrum grandiflorum)
en 1940, et plus tard, en 1963, a partir des racines de Polygonum cuspidatum (Siemann et
Creasy, 1992), une plante utilisée en médecine traditionnelle chinoise et japonaise pour le
traitement des champignons humains, les hypertendus, les allergiques et les maladies
inflammatoires et lipidiques (Juan et al., 2002). Les propriétés protectrices du resvératrol

observées in vitro et in vivo et son accumulation dans le vin rouge avait conduit la
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communauté scientifique a considérer que telle est la substance compétente pour le paradoxe
francais: le phéenomeéne dont la consommation fréquente du vin rouge en France est associée a
une réduction de la mortalité due aux maladies cardiaques et le cancer par rapport aux autres
pays européens (Renaud et De Lorgeril., 2003). En outre, le resvératrol a été rapporté pour
provoquer beaucoup de réponses cellulaires, y compris I’arrét du cycle cellulaire, la
différenciation et l'apoptose (Joe et al., 2002 ) et des propriétés anti-inflammatoires, anti-
leucémiques, antivirales, antioxydantes et neuroprotectrices (Bhat et al., 2001; Virgili et
Contestabile, 2000; Gao et al., 2002; Yazir et al., 2015). Le resvératrol exerce un effet
anti-oxydant puissant et piege efficacement les radicaux libres (Das et al., 1999; Atmaca N et
al., 2014; Taredi et al., 2015) et réduit le risque de développer une maladie coronarienne,
probablement par la modulation du métabolisme des lipides et a la prévention de la faible
densité de Il'oxydation des lipoprotéines (Frankel et al., 1993) ainsi que l'inhibition de la
production des éicosanoides et I'agrégation plaquettaire (Pace-Asciak et al., 1995). En plus de
ces actions bénéfiques, le resvératrol a été noté pour ses activités anti-inflammatoires. 1l peut
atténuer l'activation des cellules immunitaires, la synthese et la libération de médiateurs pro-
inflammatoires ultérieures par l'inhibition des facteurs de transcription tels que le facteur

nucléaire-kappa B (NF-kB) et activateur de la protéine-1 (AP-1) (Das S et Das DK, 2007).

Dans la lumiére de ces constatations, nous avons €laboré un travail expérimental qui vise
a investiguer la neurotoxicité relative au fenthion chez les rats males wistar soit, sur le plan
neurocomportemental, par 1’utilisation des tests comportementaux valides, soit sur le plan
neurochimique par la mesure de I’activité cholinestérasique et le statut oxydatif cérébral. Bien
entendu, et comme il y a un lien étroit entre la perturbation d’autres voies physiologiques et

I’exacerbation de la neurotoxicité (Chen, 2012; Lopresti et al., 2014), la variation de certains
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paramétres hémato-biochimiques a été étudiee. Finalement, la capacité de la quercétine et du

resvératrol ainsi que leur mélange a moduler la neurotoxicité a été testée.




MATERIEL ET METHODES



MATERIEL ET METHODES

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel biologique
2.1.1. Animaux d’élevage

Le matériel biologique de base que nous avons choisi est le rat blanc méale Rattus rattus de
la souche Wistar, provenant de I’institut Pasteur d’Alger. Ces rats sont des mammiféres
nocturnes de I’ordre des rongeurs. Leur puberté survient entre 50 et 60 jours aprés la
naissance chez les deux sexes, la descente des testicules se produit bien avant la puberté,
habituellement autour de 1’age de sevrage. Un rat en bonne santé peut vivre de 2 %2 a 3 ans
dépendant de la souche, du sexe, des conditions environnementales et d’autres variables
(Baker et al., 1980; Suter et al., 1979). A leur arrivée, ces rats pesaient entre 190 et 200

grammes, et au début de I’expérimentation, ils pesaient en moyenne 250 = 10 grammes.

2.1.2. Enceinte biologique

Les animaux sont élevés dans des cages en polyéthyléne, celles-ci sont tapissées d’une
litiere composée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée une fois
tous les deux jours. Les rats sont acclimatés aux conditions de I’animalerie, a une température
de 25 £ 2°C, une hygrométrie de 50%. La nourriture apportée aux animaux est confectionnée
sous forme de batonnets constitués de mais, d’orge, de lait et de compléments vitaminés.
Quant a I’eau de boisson, elle est présentée dans des biberons ad libitum.

2.2. Méthodes
2.2.1. Traitements
2.2.1.1. Fenthion
Le fenthion [O,0-dimeéthyl-O-[3-méthyl-4-(méthyl-thio) phényl] phosphorothioate]

(Figure 01) est I'un des OP le plus utilisé largement sur un grand nombre de cultures contre
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les ravageurs dans plusieurs pays (Krieger, 2001). Les aspects de I'absorption, la distribution,
le métabolisme et I'élimination du fenthion administré sont globalement comparables entre les
rats, les cochons, les vaches et les chévres. L'absorption est rapide aprés une voie d'exposition,
la distribution est vaste en particulier dans les réserves lipidiques, le métabolisme est vaste et
peut générer des intermédiaires anti-AChE actifs. Le métabolisme du fenthion commence
géneralement avec la désulfuration de la partie ester-thiophosphorique du fenthion (PS) pour
donner l'analogue phosphooxone d’oxygene (fenthoxone; POS). Les deux, fenthion et
fenthoxone, peuvent étre oxydés en sulfoxydes (PSSO, CEO) et sulfones (PSSO, POSO3) par
oxydation de I'anneau du groupe -SCH3. D'autres métabolites peuvent étre formés par la
déméthylation de l'un des deux groupes d’oxyméthyle. L'hydrolyse de la liaison de PO
conduit a la perte du groupement PO et donne lieu a un fenthion "phénol” (PHS), qui peut
également étre oxydé en sulfoxyde (PhSO) et un sulfone (PhSO). La forme analogue
d'oxygéne du fenthion et ses sulfoxyde et sulfone dérivés sont genéralement considérés

comme les principaux métabolites actifs, plutdt que le fenthion lui-méme.

En général, les signes d'intoxication aigué chez les animaux par le fenthion étaient
compatibles avec l'inhibition de I’AChE et notamment l'inactivité, la salivation, les
fasciculations musculaires, la dyspnée, la paralysie, des vomissements, 1’horripilation,

I’exophtalmie et de la diarrhée (OCS, 2008).

La DLso du fenthion pour les rats males par voie intrapéritonéale correspond a 152mg/kg
selon (Kimmerle, 1963) et 90mg/kg selon (Robert, 1974). Cependant, les rats males sont

plus sensibles au fenthion que les femelles. L.’administration du fenthion a raison de 20mg/kg
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par i.p. développe I’apparition des mortalités a partir du 11°™ jour du traitement et le taux

arrive a 80% au 18°™ jour.

5
CHA0. |

- 5CH,
CHy0”

CH,

Figure 01. Structure du fenthion (WHO, 2004)

2.2.1.2.Quercétine

La quercétine est un flavonoide antioxydant naturel appartenant a la famille de
biflavonoides (Figure 02). Elle se trouve dans les fruits et les Iégumes (les pommes, les
oignons, les brocolis et le thé). La quercétine est utilisée dans le traitement du cancer de la
prostate, intervenant dans le blocage de la sécrétion des histamines dans le corps
(antihistaminique naturel), la protection contre le développement des inflammations, les
radicaux libres et la dégénérescence musculaire. Elle réduit les risques des maladies
cardiaques par la prévention contre I’accumulation des macrophages dans les artéres. Elle ne

peut étre synthétisée par 1’organisme, qui doit donc I’apporter de I’extérieur (Milane, 2004).

11
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L'absorption intestinale et le métabolisme de la quercétine et d'autres flavonoides
diététiques ne sont pas bien élucidés a I'heure actuelle de sorte que les évenements dans le
tractus intestinal doivent étre clarifiés afin de comprendre les effets potentiels sur la santé de
ces composants alimentaires non nutritifs (Terao et al., 1999). Ainsi, I'évaluation de I'ampleur
de I'absorption intestinale et le métabolisme des glycosides de la quercétine est essentielle
pour évaluer sa fonction physiologique. Les glycosides flavonoides du régime sont censés
passer a travers l'intestin gréle et entrer dans le caecum et le célon, ou ils sont hydrolysés par

des entérobactéries a aglycone (Bokkenheuser et al., 1987).

Figure 02. Structure de la quercétine (Milane, 2004)

2.2.1.3. Resvératrol

Le resvératrol (3,5,4-trihydroxystilbeéne) est un polyphénolique non-flavonoide (Figure
03), composé abondant dans le raisin, les arachides et autres aliments qui sont généralement
consommes dans le cadre de I'alimentation humaine. Le composé a d'abord été isolé a partir
de la racine de Polygonum cuspidatum, une plante utilisée en médecine traditionnelle
chinoise et japonaise (Vastano et al., 2000). Les polyphénols s‘accumulent dans les plantes

en reponse a des facteurs de stress exogenes tels que les blessures, les infections fongiques ou

12
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I’irradiation UV (Dixon et Paiva, 1992). Les étres humains ont été exposés aux polyphénols
alimentaires pendant des millions d'années et ont développé une tolérance a ce groupe de

composés de la défense des plantes (Halls et Yu, 2008; Manach et al., 2005).

A partir des années 1990 et continue a ce jour, des études scientifiques ont rapporté que le
resvératrol a une large gamme d'actions biologiques souhaitables, y compris la radioprotection
(Das S et Das DK, 2007; Hung et al., 2004), la prévention du cancer (Jang et al., 1997) et la
prolongation de la durée de vie de plusieurs especes (Howitz et al., 2003; Valenzano et al.,
2006). Les propriétés biologiques du resvératrol sont attribuées a sa capacité a inhiber
I'oxydation des lipoprotéines de basse densité humaine, tandis que la suppression des activités
de la synthése de I'oxyde nitrique inductible de la cyclo-oxygénase-2 et contribuent
également a ses effets anti-inflammatoires et anti-oxydantes (Baur et Sinclair, 2006; King et
al., 2005).

Le métabolisme intestinal du resvératrol in vivo a été décrit pour la premiere fois dans
des modeles de rongeurs par I'équipe de Bertelli (Bertelli et al., 1996 ; Bertelli et al.,1998).
Les auteurs ont mesuré I'absorption du resvératrol chez le rat par administration du vin rouge
avec une teneur en resvératrol. Le resvératrol a été rapidement absorbé, atteignant son pic de
concentration approximativement 60 min aprés ingestion du vin, avec des concentrations de
resvératrol initiales trouvées apres 30 min. D'autres enquétes ont confirmé I'absorption rapide
du resvératrol devenant détectable dés 15 min apres l'administration et atteignant des

concentrations maximales aprés 30 min (Soleas et al., 2001; Yu et al., 2002).
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HO
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OH
trans-resveratrol cis-resveratrol

Figure 03. Structure du resvératrol (Bhat et al., 2001)

2.2.2. Protocole expérimental

Nous avons travaillé sur 56 rats males wistar adultes divisés en 08 lots chacun de 07 rats
(Figure 07).

Lot Témoin (T) : recevait 1’huile de mais 30min avant la solution saline (NaCl ; 0.9%)

pendant dix jours consécutifs.

Lot Quercétine (Q) : recevait la quercétine (Sigma Aldrich) oralement par gavage a raison de
60 mg/kg de poids corporel, dissoute dans I’huile de mais (1ml/kg) pendant dix jours

consécutifs.

Lot resvératrol (R) : recevait le resvératrol (Nutrixeal) oralement par gavage a raison de 30

mg/kg de poids corporel dissout dans 1’huile de mais (1ml/kg) pendant dix jours consécutifs.

Lot Fenthion (F) : recevait le fenthion (Bayer) par voie intrapéritonéale a raison de 20 mg/kg

de poids corporel dissout dans la solution saline (1ml/kg) pendant dix jours consecutifs.
Lot Quercétine + Fenthion (Q+F) : recevait la quercétine 30 min avant le fenthion
Lot Resvératrol + Fenthion (R+F) : recevait le resvératrol 30 min avant le fenthion

Lot Quercétine + Resvératrol (M) : recevait la quercétine mélangé au resvératrol oralement

14
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Lot Quercétine + Resvératrol + Fenthion (M+F) : recevait le mélange 30 min avant le

fenthion.

Avant de commencer le protocole, les rats de chaque lot recevaient leur véhicule
pendant trois jours pour habituer les rats aux voies d’administration selon Liu et al., (2014).
Le choix de la dose de la quercétine, du resvératrol a été respectivement basé sur I’étude de
Ying et al., (2012) et Ahmed et al., (2014). Le choix de La dose du fenthion a été basé sur
I’étude de Virginia (1995), ou une seule dose de 20mg/kg administrée par voie orale chez les
rat méales adultes inhibait le comportement locomoteur et 1’étude de Kerem et al., (2007) ou
une seule dose de 25mg/kg par voie i.p montre des effets hépato-néphrotoxiques. L’effet
synergique entre la quercétine et le resvératrol nous a encourageés a investiguer le mélange de

ces deux polyphénols (Chan et al., 2000).

Au cours de I’expérimentation, les rats ont été pesés a I’aide d’une balance GIBERTINI
EU-C 1200. 24 heures apres 1’arrét du traitement de dix jours, les rats subissaient des tests
comportementaux : Test du champ ouvert, le labyrinthe en croix surélevé et le test de la nage

forcée. 24h apres le test de la nage forcée, les rats ont été décapités par sacrifice.

2.2.3. Tests comportementaux

2.2.3.1. Test du champ ouvert (Open field; OF)

Le test de I’OF, initialement décrit par Hall (1934), a été développé dans le but de mesurer
des différences de réactivités émotionnelles chez les rongeurs. L’OF permet donc d'évaluer les
comportements ambulatoires ainsi que la néophobie environnementale des rats. Brievement,
I’OF est une unité en plexiglas (70 cm x 70 cm x 40 cm) dont le plancher est divisé en zones

centrale et périphérique (Figure 04). Chaque rat est placé individuellement au centre du
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compartiment et laissé pendant 5 min d’exploration (S&enz et al., 2006). Un animal anxieux
aura tendance a préférer la zone périphérique tout en évitant I’entrée dans la zone centrale.
Chaque session est filmee, La distance parcourue, Le nombre de redressements, Le temps
passé dans la zone centrale et périphérique sont mesurés. Le dispositif est essuyé apres
chaque session avec une solution alcoolique pour palier aux effets polarisants dus aux odeurs

laissées par le rat précédent.

40 cm

70 cm

Figure 04. lllustration schématique du champ ouvert (Hall, 1934).

2.2.3.2. Test de labyrinthe en croix surélevé (Elevated plus-maze; EPM)

L’EPM est un test largement étudié pour mettre en évidence les propriétés anxiolytiques
ou anxiogenes des composés pharmacologiques. Le dispositif consiste en un labyrinthe
suréleve ayant la forme d’une croix avec deux bras ouverts (50 x 10cm) et deux bras fermés
(50 x 10 x 45 cm). L’appareil se situe a une hauteur de 50 cm au dessus du sol (Patin et al.,

2005). Chaque rat est placé individuellement au centre de ’EPM dirigé vers un des bras

16



MATERIEL ET METHODES

ouverts et son comportement en exploration libre est enregistré et examiné pendant 5 min.
Une visite était comptabilisée lorsque le rat avait les quatre pattes dans un bras (Figure 05). Le
temps passé et le nombre d’entrée dans les bras ouverts et fermés sont mesurés. L’expérience
exploite le conflit, chez les rongeurs, entre la peur des espaces ouverts et le désir d’explorer
un nouvel environnement. Les bras fermés représentent une sécurité, alors que les bras
ouverts offrent une valeur exploratoire. Un animal anxieux aura naturellement tendance a
préférer les espaces clos et sombres par rapport aux espaces ouverts et éclairés. Ainsi,
I’anxiété comportementale est mesurée par le degré d’évitement des espaces ouverts du
labyrinthe. A la fin de chaque session, 1’animal est retourné a sa cage et le dispositif est

essuyé avec une solution alcooligue.

Figure 05. Hlustration schématique du labyrinthe en croix surélevé (Handley et
Mithami, 1984).
2.2.3.3. Test de la nage forcée (Forced swim test; FST)
La nage forcée est un test largement répandu permettant d’une part d’induire un état de

désespoir chez les rongeurs et d’autre part d’étudier la capacité antidépressive des agents
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pharmacologiques (Porsolt et al., 1978). Le dispositif de ce test consiste en un aquarium (54
x 34 x 60 cm) rempli d’eau a une hauteur de 40 cm et maintenue a 24+1°C (Molina-
Hernandez et al., 2004) (Figure 06). A cette hauteur, le rat ne pourra pas se servir de ses
membres inférieurs pour se maintenir a la surface et sera donc soumis a une nage forcée. Les
rats de chaque groupe ont été placés individuellement dans 1’aquarium pendant 15 min (pré-
test) et 24h aprés ils sont replaceés dans ce dispositif pendant 5 min (test). A la fin de chaque
session, les animaux sont retirés, séchés et réchauffés avant de regagner leur cage habituelle et
I’eau de 1’aquarium est renouvelée. Les temps d’immobilité, de nage et d’escalade sont
mesurés. Les animaux sont considérés immobiles lorsqu’ils flottent dans une position
horizontale et ne réalisent que de petits mouvements visant a garder leur téte au dessus du

niveau de I’eau afin d’éviter la noyade.

%
54 cm

t i‘})
Ny
) -
g =
L 34 cm
i —-

60 cm

Figure 06. lllustration schématique du test de la nage forcée (Porsolt et al., 1978).
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2.2.4. Prélevements

Les rats ont été decapites 24h apres le test de la nage forcée. Le sang a été recueilli dans
des tubes contenant 1’acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) pour la quantification des
cellules immunitaires et des tubes héparinés. Le sang des tubes héparinés est centrifugé a
5000 tours/minute pendant 15 minutes. Le plasma obtenu est aliquoté dans des tubes
eppendorf puis conservé au congélateur a une température de - 20°C pour le dosage des
parametres biochimiques (métabolites, transaminases et phosphatase alcaline). Des gouttes
sanguines servent a mesurer la glycémie par le glucometre (Accu-Check, Germany). Le
cerveau a été rapidement disséqué, pesé puis une fraction (500mg) homogénéisé dans 4ml du
tampon phosphate (0,1 mol/l; pH=6,4) pour le dosage de I’activit¢ de I’AChE, la GST et le
taux de GSH. Une autre fraction de cerveau (500mg) est homogénéisé dans 4 ml du tampon
(Tris/HCL 50mM ; pH=7.5) pour le dosage du MDA. Les homogénats obtenus ont été
centrifugés a 10000 xg (4°C) pendant 15 min et les surnageants serviront aux dosages des
protéines totales et les paramétres du stress oxydatif.
2.2.5. Profil immunitaire

Les paramétres immunitaires (GB- globules blancs, LYM- Lymphocytes, MONO-
Monocytes, EOS- Eosinophiles, NEUT-Neutrophiles) ont été mesurés a 1’aide d’un automate
d’hématologie (PCE-210 model 2009 ; Japan).
2.2.6. Dosages
2.2.6.1. Dosage des parameétres du stress oxydant cérébral
2.2.6.1.1. Glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) a été effectué selon la méthode d’Ellman (1959).

1 ml de surnageant a été précipité avec 1,0 ml d’acide sulfosalicylique (4%) puis incubé a 4°C
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pendant 1 heure. La solution est ensuite centrifugée a 1200 xg pendant 15 min a 4°C. 1,0 ml
de surnageant a éteé ajouté a 2,7 ml de tampon phosphate (0,1M ; pH 8,0) et 0,2 ml de DTNB
(5-5’dithio-bis-(2-acide nitrobenzoique). L’absorption optique a été obtenue a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV a 412nm. Le calcul de la concentration de GSH est été exprimé en
nanomoles par milligramme de protéines selon la formule suivante :

DO x L x 1.525
GSH =

13100 x 0.8 x 0.5 x mg protéines

DO : Densité optique ;

L : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation ;

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm ;

0.8 : Volume de I’homogénat ;

0.5 : Volume du surnageant.

2.2.6.1.2. Glutathion-S-Transférase (GST)

L’activité de la glutathion-S-transférase (GST) a été estimée selon la méthode d’Habig
et al. (1974). Briévement, la mesure de I’activité GST consiste a fournir a I’enzyme un
substrat; 20 pl du surnageant ajouté au 50 ul de CDNB (1-chloro-2-4-di-nitrobenzene ;0.02
M) et 830 ul de Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) en présence de 100 pl glutathion
(0.1 M). La réaction de conjugaison entre le glutathion et le CDNB entraine la formation

d’une molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340 nm de longueur d’onde. L’activité de la
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GST exprimée en nanomoles par minute par milligramme de protéines selon la formule

suivante :

A DO échantillon — A DO Blanc
GST =

¢ X L X mg protéines

A DO échantillon — A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute — moyenne
des DO des Blancs par minute ;

¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ec-bnB = 9.6 mMM-1.cm-1;

L : Trajet optique de la cuve = 1cm.

2.2.6.1.3. Malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidique a été évaluée par la mesure des substances réagissant avec
I’acide thiobarbiturique (TBARS) dont le malondialdéhyde (MDA) (Draper et Hadley,
1990). 2,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA, 10%) ont été ajoutés a 0,5 ml de surnageant et
mis dans un bain marie a 100°C pendant 15 min. Apres refroidissement dans un bain froid, le
mélange a été centrifugé a 1000 xg pendant 10 min, et 2,0 ml de surnageant ont été ajoutés a
1,0 ml d’acide thiobarbiturique (TBA, 0,67%) et mis dans un bain marie a 100°C pendant 15
min. Un refroidissement dans un bain froid a été effectué puis 1’absorbance a ét¢ mesurée a
532 nm. La concentration du MDA a été calculée en utilisant le coefficient d’extinction du
complexe MDA-TBA (156 cm™* mM™) et exprimée en nanomoles par milligrammes

protéines selon la formule suivante :

MDA = DO/156 x Volume totale de la cuve/ Volume de la prise d’essai

Mg de protéines
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DO : Densité optique obtenue a 532 nm
156 cm I mM™: coefficient d’extinction molaire du TBA
Volume totale de la cuve : 1ml

Volume de la prise d’essai : 0.5ml

2.2.6.2. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) cérébral

La mesure de l’activité de L’AChE a été évaluée selon la méthode d’Ellman (1961).
Ainsi, l’acétylcholinestérase contenue dans la fraction des tissus va réagir avec
I’acétylthiocholine (ASCh) en libérant 1’acétate et la thiocholine (SCh). Cette derniére réagit a
son tour avec le 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) en donnant du TNB produit de
couleur jaune qui est absorbée a 412 nm et dont la concentration est proportionnelle a la
quantité d’enzymes présente dans le milieu. Briévement, 50ul de surnageant sont ajoutés au
50 ul de I’acétylthiocholine (ASCh), 50 ul  5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) et
1000ul Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4). La lecture de 1’absorbance se fait a 410
nm a un intervalle de temps de 15 min (lecture de la DO chaque 3min) contre la solution
blanc. L’activité de ’AChE en nanomoles par minutes par milligrammes de protéines se

calcule selon la formule suivante :

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

AChE =
13.6x0.779xmg de protéines
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A DO/ mn : variation de la densité optique par minute ;

0.779 = Longueur en cm du puits ;

2.2.6.3. Protéines

La quantité des protéines dans les surnageants a été déterminée selon la méthode de
Bradford (1976) en utilisant 1’albumine bovine sérique (BSA) comme standard. Brievement,
0.1 ml de I’homogénat est ajouté au 5 ml de bleu de Coomassie comme réactif, le mélange est
agité puis laissé a température ambiante pendant 5 min pour la stabilisation de la couleur.
Finalement, on mesure 1’absorbance de 1’échantillon & 595nm contre le blanc contenant 1’eau
distillée a la place de I’homogénat. La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe

d’étalonnage (0 — 1 mg/ml de BSA) préalablement réalisée dans les mémes conditions.

2.2.6.4. Dosage des métabolites

2.2.6.4.1. Dosage du cholestérol : selon la fiche technique Biomaghreb (Fasce, 1982 ;
Richmond, 1973 ; Trinder, 1969).

1- Principe:

Le cholestérol présent dans I’échantillon forme un complexe coloré selon les réactions ci-

dessous :

CHO
Cholestérol ester + H,O ——  Cholestérol+ Acides gras

CHOD
Cholestérol + O, —— > Cholesténe-4-one-3 + H,0,

POD
2H,0; + Phenol + 4- Aminophenazone » Quinoneimine
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2- Reéactifs :
Réactif 1 : PIPES pH 6.9 90 mmol/I
tampon Phénol 26 mmol/l
Réactif 2 : Cholestrol esterase ~ (CHE) 300 U/L
Cholesterol oxidase (CHOD) 300 U/L

Enzymes

a Peroxidase 1250 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/l
Etalon Cholesterol aqueous (standard) 29/1

3- Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger légérement.

4- Echantillon : Plasma.

5- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (ul) -- 10 --
Echantillon (pul) - - 10

Mélanger, incuber pendant 5 min a 37°C, ou 15-20 min a une température ambiante. Lire
les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.
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6- Calcul de la concentration :

A) Echantill
Cholestérol (g/ly = ) Echantillon o

(A) Etalon

A: Densité optique

2.2.6.4.2. Dosage des triglycérides : selon la fiche technique Biomaghreb (Fossati,
1982 ;Young, 1975).

Principe :
Détermination enzymatique des triglycérides suivant les reactions :

| PI
Triglycéride + H,O ————» Glycérol + Acides gras libres

Glycérokinase, Mg*?
Glycérol + ATP > Glycérol-3-P + ADP

GPO
G3P+0O, —» DAP+H; 0,

POD .
H,O, + 4- AP + Chloro-4-phénole © »  Quinone + H0

>
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1- Réactifs :
Réactif 1 : Tampon pipes pH 7.2 50 mmol/Il
Tampon Chloro-4-phénol 2 mmol/l
Réactif 2 : Lipoprotein lipase ( LPL) 150000 U/L
Glycerolkinase ( GK) 800 U/L
Enzymes Glycerol-3- P-oxidasa ( GPO) 4000U/L
Peroxidase ( POD)
440U/L
4-Aminophenazone ( 4-AP) 0.1 mmol/I
ATP
0.3 mmol/I
Etalon Triglycerides aqueous (standard) 2g/1

2- Reéactifs: dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et mélanger
légérement.

3- Echantillon : Plasma.

4- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) -- 10 --
Echantillon (pul) -- -- 10

Mélanger, incuber pendant 5 min a 37°C, ou 15-20 min a une température ambiante. Lire
les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.

26




MATERIEL ET METHODES

5- Calcul de la concentration :

. . (A) Echantillon
Triglycérides (mg/dl) = X 29/l

(A)Etalon

2.2.6.4.3- Dosage des protéines totales : selon la fiche technique Spinreact. (Burtis et al.,
1999)

1- Principe :

Les protéines forment un complexe coloré en bleu violet intensif avec les ions de cuivre
dans un milieu alcalin. L’iode est inclus comme un antioxydant.

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des protéines totales
dans I’échantillon.

2- Réactifs :
Réactif 1 : Sodium potassium tartrate 15 mmol/l.
Biuret Sodium iodique 100 mmol/I.
Potassium iodique
Sulfate de cuivre (I1) 5 mmol/l.
Etalon Sérum albumine bovin 7 g/dl

3- Réactifs: le réactif est prét a I’emploi.

4- Echantillon : Plasma.
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5- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (ul) - 25 --
Echantillon (ul) -- -- 25

Meélanger, incuber pendant 5 min & 37°C, ou 15-20 min & une température ambiante. Lire
les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 540 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.

6- Calcul de la concentration :

.. (A) Echantillon _
Protéine totale (g/dl)= X Concentration de | étalon (7g/dl)
(A)Etalon

2.2.6.4.4. Mesure de la glycémie

Principe : le dosage du glucose sanguin a été effectué selon Krim (2014) par un glucomeétre
qui utilise des bandelettes réactives. Ces derniéres sont destinées a un usage diagnostique in
vitro pour le test de la glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le sang total
capillaire. La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le
glucose dans le sang et qui produit de I’acide D-gluconique et du peroxyde d’hydrogene.
Mode opératoire : le lecteur se met en marche automatiqguement par simple insertion de la

bandelette réactive Accu-Chek (dans le sens des fleches et jusqu’a la butée).
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. Le symbole d’une goutte clignote.
. Déposer la goutte de sang sur la zone de dépot orange de la bandelette.
. La mesure est terminée au bout de 5 secondes environ, et le résultat apparait a 1’écran. La

glycémie est donnée en g/I.

2.2.6.5. Dosage des transaminases et de la phosphatase alcaline

2.2.6.5.1. Dosage d’alanine aminotransférase (ALAT/TGP) : selon la fiche technique

Biomaghreb (bergmeyer, 1978 ; Bergmeyer, 1980).
Principe :
Le principe est présente selon la réaction suivante :

. ALAT
Alanine + a-oxoglutarate » Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+ H * » Lactate + NAD *

>

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

enzymatique d’alanine aminotransférase dans I’échantillon.

Réactifs 1: Tampon Tris pH 7.5 100 mmol/I
Tampon Tampon L- alanine 500 mmol/l
Réactif 2 : NADH 0.18 mmol/L
Lactate déhydrogenase (LDH) 1200 U/L
Substrat
oxoglutarate 15 mmol/l
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2- Reéactif de travail: dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le tampon
(réactif 1).
4- Echantillon : Plasma.

5- Mode opératoire :

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (pl) 100

Meélanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire I’absorbance initiale
a 340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des absorbances

par minutes (A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs

6- Calcul de la concentration :

ALAT (U/L)=AA/min X 1750

2.2.6.5.2. Dosage de P’aspartate aminotransférase (ASAT/TGO): selon la fiche
technique biomaghreb (Bergmyer et al, 1976 ; Bergmeyer et Wahiegeld, 1978)

1- Principe :

L’aspartate aminotransférase (AST) appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de l'aspartate au a-cétoglutarate

formant le glutamate et lI'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate

déshydrogénase (MDH) et le NADH,H" .
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ASAT .
Aspartate + a-oxoglutarate » glutamate + oxaloacétate
. . MDH .
Oxaloacétate + NADH+ H » Malate + NAD
2- Réactifs :
Réactif 1: | TrispH 7.8 80 mmol/l.
L- aspartate 200 mmol/I.
tampon
Réactif 2 : | NADH 0.18 mmol/L.
Lactate déhydrogenase (LDH) 800 U/L.
Substrat Malate déhydrogenase (MDH) 600U
a-oxoglutarate
12 mmol/L

3- Réactif de travail: dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le tampon

(réactif 1).

4- Echantillon : Plasma.

5- Mode opératoire :

Réactif de travail (ml)

Echantillon (ul)

100

Mélanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 I’absorbance initiale et démarrer le

Chronomeétre simultanément. Lire a nouveau apreés 1, 2 et 3 minutes.

6- Calcul de la concentration :

ASAT (U/L) = AA/min x1750
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2.2.6.5.3. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL): selon la fiche technique Biomaghreb
(Houssamen et al., 1977)
Principe :

La phosphatase alcaline catalyse I’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate & pH 10.4 pour

donner le p-nitrophénol et le phosphate selon la réaction suivante :

Nitro-4-phénylphosphate H.O L, nitro-4-phénol + phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriqguement, ou elle est proportionnelle

a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans I’échantillon.

1- Réactifs :
Réactif 1 : | Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol/Il
Tampon
Réactif 2 : | nitrophényl phosphate (pNPP) 10 mmol/L
substrat

2- Réactif de travail: dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le tampon

(réactif 1).

3- Echantillon : Plasma.

4- Mode opératoire :

Réactif de travail 1.0

Echantillon (ul) 20
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Mélanger, incuber pendant une minute. Lire a 405 I’absorbance initiale et déemarrer le
chronometre simultanément. Lire a nouveau aprés 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la

moyenne des absorbances par minute (A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs.

5- Calcul de la concentration :

PAL (U/L) = AA/min x 3300

2.2.7. Analyse statistique des données

L’analyse statistique des donnés a ¢été effectuée a 1’aide du logiciel MINITAB. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Standard Error of the Mean). L’analyse
statistique a été effectuée par le modele linéaire généralisé suivi du test de Tukey pour la

comparaison multiple. Les valeurs de P<0,05 sont considérées significatives.
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Figure 07. Protocole expérimental.
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3. RESULTATS
3.1. Variation du poids corporel

D’apres le tableau 01 et la figure 08. Les rats traités au fenthion montrent une diminution tres
significative (p<0.01) du poids corporel comparativement aux rats témoins, cependant un
prétraitement a la quercétine, au resveératrol et au melange quercétine + resvératrol a prévenu

non significativement cette perte pondérale.

Tableau 01. Variation du poids corporel chez les rats témoins et traités.

Jours/ Lot | T Q R M F Q+F R+F M+F

J1 250.75 |« 2525 | 253.75 253 249 250.25 = 251.25 @ 253.75
+4.57 +341 @ +8.26  +5.88 +7.27 +5.79 +4.54 +4.11

J11 250.5 256 256.5 | 256.25 | 234.75 | 241.25 | 24275 | 245.25
+4.65 +3.36 | *6.85 +4.5 +6.13 +6.55 +3.59 +2.5
a**

** n<0.01 (a : comparaison vs T, n=7)

270 -

265 -

260 - [ uT
_ 255 - L [ l T | HQ
Z 250 1 B | e R
g 245 - M
2 240 -
8 135 | HF
;5_, 230 - MQ+F

225 - M R+F
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215 -

Ji J11
Jours

Figure 08. Variation du poids corporel chez les rats témoins et traités.
** p<0.01 (a : comparaison vs T, n=7).
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3. 2.Variation des parameétres des tests comportementaux
3.2.1. Variation des parametres du labyrinthe en croix surélevé

Les résultats des rats traités au fenthion montrent une augmentation hautement significative
(p<0.001) du temps passé dans les bras fermés et une diminution hautement significative
(p<0.001) du temps passé dans les bras ouverts (p<0.001) par rapport aux témoins, cependant,
un prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange a modulé le temps d’exploration
dans les deux bras. Cette modulation était plus importante chez les rats prétraités au mélange
avec une différence statistique hautement significative (p<0.001) comparativement aux rats du
lot fenthion (Tableau 02; Figure 09a,b). Néanmoins, I’analyse statistique montre une

différence hautement significative (p<0.001) par rapport aux témoins.

Tableau 02. Variation des parametres du labyrinthe en croix surélevé chez les rats témoins et traités.

Lots/ T Q R M F Q+F R+F M+ F
Paramétres

Temps 204.14 198.29 200.22 188.2 287 250.43 248.13 240.23
passé dans = +12.13 +10.35 +9.3 6.7 +10.07 +9.23 6.3 +8.9

IeS bras a** a*** a***, a***, a***,
fermés (s) p*** p*** p***,
d** e**

Temps 55.14 57.86 55.26 70.23 12.14 28.86 30.12 36.13
passé dans | +3.02 +3.63 +2.67 +4.02 +5.02 +6.03 +5.01 +4.02

Ies bras a** a*** a*** a*** a***
ouverts (s) p*** p*** p***,
d**, e**
Nombre 5.57 5.71 5.32 6.01 1.42 2.71 3.01 4.01
d’entrées +0.97 +0.8 +0.53 +0.75 +1.00 +0.8 +0.98 +0.98
bras fermés d*, e*
Nombre 5.43 5.71 5.65 5.23 0,57 3.14 3.26 4.02
d’entrée +1.02 +0.75 +0.53 +0.69 +0.53 +0.52 +0.6 +0.62
dans Ies a*** a**, b*** a**, b***
bras p***
ouverts

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 (a : comparaison vs T ; b : comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F ; e :
M+F vs R+F, n=7)

Concernant le nombre d’entrées dans les bras, Les rats traités au fenthion montre une

diminution significative (p<0.001) du nombre d’entrées dans les bras fermés et ouverts
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(p<0.001) par rapport aux témoins, cependant, un prétraitement a la quercétine, au resvératrol
a prévenu remarquablement la diminution du nombre d’entrées avec une différence trés
significative (p<0.01) pour les bras fermés et hautement significative (p<0.001) pour les bras
ouverts. Cette prévention était plus notable chez les rats prétraités au mélange avec une
différence statistique hautement significative (p<0.001) comparativement aux rats du lot
fenthion (Tableau 02; Figure 09c, d). Néanmoins, aucune différence statistique n’a été

signalée par rapport aux témoins.
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Figure 09a. Temps passé dans les bras fermés chez les rats témoins et traités. **
p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b: comparaison vs F; d: M+F vs
Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 09b. Temps passé dans les bras ouverts chez les rats témoins et traités.
** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b: comparaison vs F; d:
M+F vs Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 09c. Nombre d’entrées dans les bras fermés chez les rats témoins et

traités.

comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T; b:
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Nombre d'entrées dans les bras
ouverts
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Figure 09d. Nombre d’entrées dans les bras ouverts chez les rats témoins et
traités. ** p<0.01 ; *** p<0.001 (a : comparaison vs T ; b : comparaison vs F,
n=7)

3.2.2. Variation des parametres du champ ouvert

Nos résultats montrent les rats traités au fenthion montrent une diminution hautement
significative (p<0.001) de la distance parcourue par rapport aux témoins, alors que les rats
prétraités a la quercétine, au resvératrol et au mélange montrent une augmentation hautement
significative (p<0.001) de la distance parcourue par rapport aux rats traités au fenthion. Cette
augmentation est plus importante chez les rats prétraités au mélange. Cependant, la différence

significative reste notée par rapport aux témoins (Tableau 03; Figure 10a).

Concernant le temps passé dans la zone périphérique, les rats montrent une augmentation
hautement significative (p<0.001) du temps passé dans la périphérie par rapport aux témoins.
Cependant, un prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange a prévenu cette
augmentation avec une différence hautement significative (p<0.001) par rapport aux rats
traités au fenthion. Intéressement, aucune différence statistique n’a été notée entre les rats

prétraités au mélange et les rats témoins (Tableau 03; Figure 10b).
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Concernant, le temps passé dans la zone centrale, les rats traités au fenthion montrent une
diminution hautement significative du temps passé (p<0.001) par rapport aux témoins.
Cependant, un prétraitement a la la querceétine, au resvératrol et au mélange a prévenu cette
diminution avec une différence trés significative (p<0.01) par rapport aux rats traités au
fenthion. Cette prévention est plus importante chez les rats prétraités au melange (Tableau 03;

Figure 10c).

Concernant, le nombre de redressements, les rats traités au fenthion montrent une diminution
hautement significative du nombre de redressements (p<0.001) par rapport aux témoins.
Cependant, un prétraitement a la la quercétine, au resvératrol et au mélange a prévenu cette
diminution avec une différence tres significative (p<0.01) par rapport aux rats traités au
fenthion. Cette prévention est plus importante chez les rats prétraités au mélange (Tableau 03;

Figure 10d).

Tableau 03.Variation des parametres du champ ouvert chez les rats témoins et traités.

Lots/ T Q R M F Q+F R+F M+F
Paramétres
1148.8 1250 1120 1130 164,3 480 560 610
Distance +70 +50.4 it +43.2 +50 +80 +90 +100
parcourue 20.3 ar** ar*r*, ar*r*, arr*,
(cm) p*** p*** ph***
da*
Temps passé 249 243 240 236 286 270 265 255
dans la +5.35 +7.3 +6.2 +6.4 +2.5 +6.2 +3.4 +6.2
périphérie (s) ax ax** ax**, ax**, b***,
b*** b*** d*
Temps passé 22.3 24 23.1 20 8.5 13.27 14.27 16
dans la zone +2.80 +3.91 +2.05 +2.5 +2 +1.7 +3.04 +3.02
centrale(s) REEFES RERFES FRERRS FERS
b** b** b**
15.02 14.9 15.4 15.9 1.02 4.23 6.25 8.29
Nombre +1 +1.5 +1.3 +1.36 +1.8 +1.2 +1.23 +1.25
de qrx* a***, a***, a-k-k*,
redressements b* p** p***
d*

* p<0.05; ** p<0.01 ; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F,
n=7)
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Figure 10a. Distance parcourue chez les rats témoins et traités. * p<0.05;
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Figure 10b. Temps passé dans la zone périphérique chez les rats témoins et
traités. * p<0.05 ; *** p<0.001 (a : comparaison vs T ; b : comparaison vs F ;
d : M+F vs Q+F, n=7)

41




RESULTATS

30
D
@ 25
@

s
c
8
S 20
c
(@]
N
s
— 15
C
©
©
2 10
&
o
(%)
o
= 5
|_
0

a***
b**
a***i

a**

a*** b**

ET
Q
R
EM
HF
M Q+F
M R+F
M M+F

Figure 10c. Temps passé dans la zone centrale chez les rats témoins et traités.
** p<0.01 ; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b: comparaison vs F; d:
M+F vs Q+F, n=7)

20
18
16
14
12
10

Nombre de redressements

8
6
4
2
0

a***
a***

a***
b***

a*** *

b** -
il

HT
uQ
MR
EM
HF
HQ+F
MR+F
HM+F

Figure 10d. Nombre de redressements chez les rats témoins et traités. *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs
F; d:M+Fvs Q+F, n=7).

3.2.3. Variation des paramétres de la nage forcée

Nos résultats montrent que les rats traités au fenthion montre une augmentation hautement

significative (p<0.001) du temps d’immobilité par rapport aux témoins. Un prétraitement a la
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quercétine, au resvératrol et au mélange a diminué remarquablement le temps d’immobilité
avec une différence trés significative (p<0.01) pour le lot prétraité a la quercétine et au
resvératrol et une différence hautement significative (p<0.001) pour le lot traité au mélange.
Intéressement, les rats seulement traités a la quércétine, au resvératrol et au mélange
montrent une diminution hautement significative (p<0.001) du temps d’immobilité

comparativement aux témoins (Tableau 04; Figure 11a).

Concernant le temps de nage, les rats traités au fenthion montrent une diminution hautement
significative (p<0.001) du temps de nage par rapport aux témoins. Un prétraitement a la
querceétine, au resveératrol et au mélange a augmenté remarquablement le temps de nage avec
une différence tres significative (p<0.01) pour le lot prétraité a la quercétine et au resvératrol
et une différence hautement significative (p<0.001) pour le lot traité avec le mélange.
Intéressement, les rats seulement traités a la quercétine, au resveratrol et au mélange montre
une augmentation hautement significative (p<0.001) du temps de nage comparativement aux

témoins (Tableau 04; Figure 11b).

Concernant le temps d’escalade, Les rats traités au fenthion montre une diminution
hautement significative (p<0.001) du temps d’escalade par rapport aux témoins. Un
prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange a augmenté remarquablement le
temps d’escalade avec une différence trés significative (p<0.01) pour le lot prétraité a la
quercétine et au resveératrol et au mélange. Intéressement, les rats seulement traités a la
quercétine, au resvératrol et au mélange montrent une augmentation hautement significative

(p<0.001) du temps d’escalade comparativement aux témoins (Tableau 04; Figure 11c).
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Tableau 04. Variation des parametres de la nage forcée chez rats témoins et traités.

Parameétres T Q R M F Q+F R+F M+ F
/Lots
Temps 185.5 109.5 105.23 | 102.2 224 199.5 197.2 193.2
d’immobilité | 6.7 +7.94 | 592 4743 | 52 | 456 | 6.9 +6.9
(S) a*** a*** a*** a*** a*** a*** a**
b** b** b***’
d*, e*
Temps de 67.75 80.75 82.13 88.2 30.75 40.75 43.5 48.2
nage(s) +6.6 +4.03 | +3.77 | +3.75 +3.2 +2.6 +5.3 +5.6
a*** a*** a*** a*** a*** a*** a***
b** b** b**
d*, e*
Temps 44.25 54.25 52.13 53.12 25.25 33.75 34.23 38.12
d’escalade | #4.34 | +432 | #411 | 2.6 +4.2 +3.2 +5.2 +5.3
(S) a*** a*** a*** a*** a** a** a**,
b** ph** b**’d*’
e*

* p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 (a:

M+F vs R+F, n=7)

comparaison vs T ; b : comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F ; e :
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Figure 1la. Variation du temps d’immobilité chez les rats témoins et
traités. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T; b:

comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F ; e: M+F vs R+F, n=7)
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3.3. Variation des paramétres immunitaires

Nos résultats montrent que les rats traités au fenthion montrent une augmentation hautement
significative (p<0.001) des leucocytes totaux comparativement aux témoins. En addition, les
rats seulement traités a la quercétine, au resvératrol et au mélange montrent aussi une
augmentation significative des leucocytes totaux. Cependant, un prétraitement a la
querceétine, au resvératrol et au mélange a allégé cette leucocytose. Cette prévention était plus

importante chez le lot prétraité au resvératrol (Tableau 05; Figure 12a).

Concernant les lymphocytes, Les rats traités au fenthion montrent une augmentation
hautement significative (p<0.001) du taux de lymphocytes comparativement aux témoins.
Cependant un prétraitement a la quercétine, au resvératrol a atténué cette lymphocytose. Cette
atténuation était hautement significative (p<0.001) par rapport au lot fenthion. Intéressement,
les rats traités seulement a la quercétine, montrent une augmentation significative des
lymphocytes (p<0.05), alors que les lots seulement traités au resvératrol et au mélange

montrent une diminution trés significative des lymphocytes (p<0.001) (Tableau 05; Figure 12b).

Concernant le taux des neutrophiles, les rats traités au fenthion montrent une diminution trés
significative (p<0.01) du taux des neutrophiles comparativement aux témoins. Alors que les
rats prétraités a la quercétine, au resvératrol et au mélange montrent une diminution
hautement significative (p<0.001) par rapport aux rats traités au fenthion. Intéressement, les
rats traités seulement a la quercétine montrent une diminution hautement significative
(p<0.001) du taux des neutrophiles, alors que les rats traités au resvératrol et au mélange ont
montré une augmentation hautement significative (p<0.001) du taux des neutrophiles (Tableau

05; Figure 12c).

Les rats traités au fenthion montrent une augmentation significative (p<0.05) des monocytes

par rapport aux témoins, cependant, un préetraitement a la quercétine, au resvératrol et au
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mélange a prévenu remarquablement cette monocytose avec une différence hautement
significative comparativement au lot traité du fenthion (p<0.001). La prévention était plus
importante chez le lot prétraité au mélange avec une différence statistiguement (p<0.05)
significative par rapport aux lots prétraités a la quercétine et I’autre au resvératrol (Tableau 05;

Figure 12d).

Les rats traités au fenthion montrent une diminution trés significative (p<0.001) des
éosinophiles. Cependant, un prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange a
prévenu remarquablement cette diminution avec une différence statistique hautement

significative (p<0.001) par rapport aux rats traités au fenthion (Tableau 05; Figure 12¢).

Tableau 05. Variation des paramétres immunitaires chez les rats témoins et traités.

Lots/ T Q R M F Q+F R+F M+ F
Parametres
GB 7.495 8.85 12.265 9.62 13.25 10.78 9.7 11.55
(x103/ul) +0.29 +0.47 +1.84 +0.37 +0.78 +0.69 +0.57 +1.70
a* a** a* a*** a*1 b*** a***’ a***,

b** C** d***

LYM (%) | 69.45 72.47 63.97 62.1 79.68 73.9 74.97 72.92
+0.79 +2.32 +2.26 +2.71 +25 +2.17 +2.11 +2.19
a* ar* a** qrx* a**, a**’b*** a**,
p*** b***,
e*
MON (%) | 3.75 3.92 7.15 71.37 5.52 3.3 3.07 3.92
+0.2 +0.8 +0.12 +0.22 +0.43 +0.33 +0.12 +0.46
a** a** a* b*** b*** b***,
d*, e*
NEUT(%) | 24.92 19.87 30.55 34.7 10.3 18.8 19.45 20.02
+1.36 +1.69 +5.38 +1.26 +0.08 +1.17 +0.92 +0.51
qx** ax* ax* ax* a***, a***, a***,
b*** b*** b***’
d*
EOS(%) | 1.85 1.45 0.8 1.35 0.17 1.07 1.17 1.22
+0.20 +0.20 +0.18 +0.12 +0.09 +0.12 +0.09 a*, | £0.17
a** a** a*1 b*** b*** b***’

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs F ; ¢ : R+F vs Q+F d :
M+F vs Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 12a. Nombre des leucocytes totaux chez les rats témoins et traités.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T; b:
comparaison vs F ; ¢ : R+F vs Q+F ; d : M+F vs Q+F, n=7)
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Figurel2b. Taux de lymphocytes chez les rats témoins et traités. *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T; b:
comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 12d. Taux de monocytes chez les rats témoins et traités. *
p<0.05;** p<0.01;*** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b : comparaison
vs F;d: M+Fvs Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 12e. Taux des éosinophiles chez les rats témoins et traités. *

p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b : comparaison
vs F, n=7)

3.4. Variation des parameétres biochimiques

Les rats traités au fenthion montrent une augmentation significative (p<0.05) du cholestérol
par rapport aux témoins. Cependant, les rats prétraités a la quercétine, au resvératrol et au
mélange montrent une diminution tres significative (p<0.01) du cholestérol comparativement

aux rats traités au fenthion (Tableau 06; Figure 13a).

Concernant les triglycérides, les rats traités au fenthion montrent une diminution trés
significative (p<0.01) par rapport aux témoins. Cependant, les rats prétraités a la quercétine,
au resvératrol et au mélange montrent une augmentation significative (p<0.05) des
triglycérides par rapport aux rats traités au fenthion. Intéressement, les rats seulement traités
au resvératrol montrent une diminution significative (p<0.05) des triglycérides par rapport
aux témoins, cependant, pour les rats traités seulement au mélange la différence était tres

significative (p<0.001) (Tableau 06; Figure 13b).

Pour les protéines totales, les rats montrent une augmentation non significative par rapport

aux témoins, cependant, un prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange
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montrent une diminution significative (p<0.05) par rapport aux rats traités au fenthion

(Tableau 06; Figure 13c).

Concernant, I’activité de 1’alanine amino-transférase (ALAT), les rats traités au fenthion
montrent une augmentation trés significative (p<0.01) par rapport aux témoins. Cependant, un
prétraitement a la quercétine et au resvératrol a diminué tres significativement cette activité
enzymatique. Intéressement, la diminution était importante chez les rats traités au mélange ou
I’analyse statistique montre une différence trés significative par rapport au lot fenthion et

aucune différence comparativement aux témoins (Tableau 06; Figure 13d).

Pour I’activité de ’aspartate amino-transférase (ASAT), les rats traités au fenthion montrent
une augmentation tres significative (p<0.01) par rapport aux témoins. Cependant, un
prétraitement a la quercétine, resveratrol et au mélange a diminué trés significativement

(p<0.01) cette activité par rapport au fenthion (Tableau 06; Figure 13e).

Concernant I’activité de la phosphatase alcaline (PAL), les rats traités au fenthion montrent
une augmentation tres significative (p<0.01) par rapport aux témoins. Cependant un
prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange a diminué significativement la PAL
par rapport au fenthion. La diminution est plus importante chez les rats traités au mélange ou

aucune différence statistique n’a été détectée par rapport aux témoins (Tableau 06; Figure 13f).

Pour la glycémie, les rats traités au fenthion montrent une augmentation tres significative
(p<0.01) par rapport aux témoins. Cependant, un prétraitement a la quercétine, au resvératrol
et au mélange a diminué trés significativement (p<0.001) la glycémie. Cette diminution est

plus importante chez les rats traités au mélange (Tableau 06; Figure 13g).
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Tableau 06. Variation des parametres biochimiques chez les rats témoins et traités.

Paramétres/Lots

Cholestérol
(g/)

Triglycérides
(9/1)

Protéines totales
(g/dl)

ALAT
(UI/L)

ASAT
(UI/L)

PAL
(UI/L)

Glycémie
(9/)

T
0.51

+0.031

0.70
+0.03

6.41
+0.86

47.8
+2.47

149
+3.01

246.5
+5.06

0.99
+0.1

Q
0.48

+0.038

0.71
+0.02

6.16
+0.58

51
+2.16

144
+3.25

237.5
+2.38
a*
1.16
+0.09

R
0.55

+0.033

0.65
+0.02
a*
6
+0.31

50.75
+1.70

143.25
+2.7

236.5
+2.38
a*
1.18
+0.05

M

0.58
+0.052

0.62
+0.021
a**
5.95
+0.12

52
+2.94

142
+2.58
a*
236
12.94
a*
1.27
+0.04
a*

F
0.62

+0.031

a*
0.56
+0.03
a**
7.34
+0.17

60.5
+3.10
a**
162
+2.6
a**
261.5
+2.38
a**
1.39
+0.05

a**

Q+F
0.57
+0.02
a*, b*
0.63
+0.02
a**, b*
6.7
+0.34
b*
56.5
+2.08
a**,b*
155.75
+2.98
a*, b*
256.25
+2.21
a*,b*
1.16
+0.13

b**

R+F
0.55
+0.03
b*
0.61
+0.06
a**’b*
6.85
+0.51
b*
54,75
+1.5
a**, b*
156.27
+2.09
a*, b*
253
+3.91
b*
1.22
+0.15

b**

* p<0.05 ; ** p<0.01 (a : comparaison vs T ; b : comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F, n=7)

M+ F
0.56
+0.04
b*
0.64
+0.04
a** b*
6.75
+0.38 b*

54,25
+3.59
a*, b*
153.75
+4.27
a*, b*
251.25
+2.62
b**,d*
1.15
+0.13

b**
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Figure 13a. Variation de la concentration du cholestérol chez les rats
témoins et traités. * p<0.05 (a : comparaison vs T ; b : comparaison vs F,

n=7)
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Figurel3b. Variation de la concentration des triglycérides chez les rats
témoins et traités. * p<0.05;** p<0.01 (a: comparaison vs T; b:
comparaison vs F, n=7)
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Figure 13c. Variation de la concentration des protéines totales chez les rats
témoins et traités. * p<0.05 (b : comparaison vs F, n=7).
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Figure 13d. Variation de I’activité des ALAT chez les rats témoins et traités.
*p<0.05; ** p<0.01 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs F, n=7)
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Figurel3e. Variation de I’activit¢é des ASAT chez les rats témoins et
traités. * p<0.05 ; ** p<0.01 (a: comparaisonvs T ; b : comparaison vs F ;
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Figure 13f. Variation de ’activité de la PAL chez les rats témoins et traités.
*p<0.05; ** p<0.01 (a:comparaisonvs T ; b : comparaison vs F, n=7)
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Figure 13g. Variation de la concentration du glucose chez les rats témoins et
traités. * p<0.05; ** p<0.01 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs F,
n=7)

3.5. Variation de P’activité cholinestérasique et du stress oxydatif cérébral

Nos résultats montrent que les rats traités au fenthion montrent une diminution hautement
significative (p<0.001) de [D’activité cholinestérasique, cependant, le prétraitement a la
quercétine, au resvératrol et au mélange a prévenu trés significativement (p<0.01) cette
diminution. Cette prévention a été plus importante par le prétraitement au mélange (Tableau

07; Figure 14a).

Concernant les parametres du stress oxydatif, le lot traité au fenthion montre une diminution
tres significative (p<0.01) de la glutathion-s-transférase (GST), alors que le prétraitement a la
quercétine et au resvératrol a montré une augmentation non significative. Intéressement, le
mélange a modulé significativement (p<0.05) cette diminution de la GST ou aucune

différence statistique n’a été détectée vis-a-vis des témoins (Tableau 07; Figure 14b).
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Le traitement au fenthion a provoqué une déplétion significative (p<0.05) de la teneur en
gluthation reduit (GSH). Le prétraitement a la quercétine, au resvératrol et au mélange a
prévenu significativement cette diminution. Intéressement, les rats traités au melange a

augmenteé significativement la teneur en GSH (Tableau 07; Figure 14c).

Les rats traités au fenthion montrent une augmentation tres significative (p<0.01) du taux du
MDA comparativement aux témoins. Cependant, un prétraitement a la quercétine, au
resvératrol et au mélange a prévenu significativement cette augmentation (Tableau 07; Figure

14d).

Tableau 07. Variation de I’activité cholinestérasique et du stress oxydatif cérébral chez les rats
témoins et traités.

Parametres/ T Q R M F Q+F R+F M+F
Lots
AChE 428 @ 418 | 413 | 408 | 275 3.18 3.15 3.26
(nmol/min/mg +0.16 | +0.20 +0.14 +0.13 +0.12 +0.11 +0.15 +0.13
protéineS) qF**  aaad ax**, ax**,
b** b** b**
GST 120.1 112 109.25 109 98 109.25 110.25 115
(nmol/min/mg 294 | +2.44 +4.9 +3.65 +4.23 2.7 +4.57 +2.58
protéines) ar* a* a* b*, d*,
e*
GSH 20.25 | 24.25 24.75 25.25 15 18.3 18.05 19.18
(nmol/mg +1.09 +1.8 +2.2 +2.21 +1.58 +1.7 +1.41 +0.95
protéines) a* a* b* b* b*
MDA 3.97 3.82 3.72 3.75 5.52 4.75 4.62 452
(nmol/mg +0.22 | +0.17 +0.18 +0.23 +0.39 +0.29 +0.27 +0.12
protéines) a** ax*, b* ax*, b* a*x*, b*

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ;(a : comparaisonvs T ; b : comparaison vs F ; d : M+F vs Q+F ;
e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 14a. Variation de I’activité de I’AChE chez les rats témoins et traités.
** p<0.01 ; *** p<0.001 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs F, n=7)
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Figure 14b. Variation de ’activité de la GST chez les rats témoins et traités.
* p<0.05; ** p<0.01 (a: comparaison vs T ; b : comparaison vs F ; d : M+F

vs Q+F ; e : M+F vs R+F, n=7)
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Figure 14c. Variation de la teneur en GSH chez les rats témoins et traités. *
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Figure 14d. Variation du taux du MDA chez les rats témoins et traités. *
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59




DISCUSSION



DISCUSSION

4. DISCUSSION

4.1. Effet du fenthion sur le statut cognitivo-comportemental et la neurochimie
cerébrale

Les résultats de notre travail montrent que 1’exposition a court terme au fenthion
provoque des altérations neurocomportementales incluant une augmentation de I’anxiété,
apparition des signes de dépression et une altération de 1’activité locomotrice et exploratoire.
L’apparition des altérations neurocomportementales constitue un signe important de la
neurotoxicité des organophosphorés (Wen-Qiang et al., 2011; Maha et al., 2013; Wen-
Qiang et al., 2014). La neurotoxicité est définie comme un changement structural ou une
altération fonctionnelle du systéme nerveux, qui trouve son origine dans I’exposition a des
agents physiques, biologiques ou chimiques (Philbert et al., 2000). Les effets neurotoxiques
impliquent I’entrée de I’agent dans 1’organisme, son interaction avec des cibles cellulaires
specifiques et I’initiation de changements biologiques menant a des altérations fonctionnelles
du systeme nerveux (Philbert et al., 2000). Chez 1’adulte, la neurotoxicité touche plus
facilement le systeme nerveux périphérique car le systéme nerveux central est protégé d’une
série d’agents chimiques par la barriére hémato-méningique (Costa et al., 2004). Cependant,
certaines substances trés petites ou lipophiles, telles que les OP sont susceptibles de passer
cette barriere et d’atteindre le systéme nerveux central (Costa et al., 2008). Les études
comportementales de modéles animaux sont d’une grande importance car elles permettent de
détecter les différentes formes de neurotoxicité. En effet, la complexité organisationnelle et
fonctionnelle des cellules du systétme nerveux central requise pour [’¢laboration des
comportements permet a de petites altérations de cette organisation d’étre détectées par des
tests neurocomportementaux, alors qu’elles peuvent passer inapercues par des techniques de

mesures moléculaires ou histologiques.
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L’exposition aux organophosphorés a été rapportée a étre associée a des troubles
émotionnels comme 1’anxiété et la dépression (Landrigan et al., 1999; London et al., 2005;
Lee et al.,, 2007). Des études épidémiologiques ont rapporté la relation possible entre
I’exposition aux OP et les troubles émotionnels tels que la dépression et l'anxiété. |l est
également rapporté qu'il y avait une incidence plus élevée de la dépression et l'anxiété chez
les agriculteurs par rapport a d’autres travailleurs (Eisner et al., 1999; Roberts et Lee, 1993;
Sanne et al., 2004). Les études sur le modele animal ont démontré les effets anxiogenes et

dépressifs associés aux organophosphorés (Maha et al., 2013; Wen-Qiang et al., 2014).

Dans un cadre non pathologique, 1’anxiété est un état de préparation cognitif et
comportemental qu’un organisme Se mobilise en réponse & une menace potentielle distante
dans I’espace ou le temps. On parle alors d’état d’anxiété comme une réponse adaptative de
grande vigilance qui permet a I’organisme de naviguer dans un environnement inconnu dans
lequel un danger ou un stress est ressenti. Dans sa forme pathologique, I’anxiété est un état de
mauvaise adaptation qui empéche 1’organisme a répondre adéquatement a son environnement
(Leonardo et Hen, 2008). Quelques tests comportementaux ont été mis au point afin de
mesurer ’anxiété chez les rongeurs (rat et souris). Le labyrinthe en croix surélevé est
couramment utilisé pour I'étude des comportements liés a I'anxiété chez les rongeurs (Torres
et Escarabajal, 2002). L'expérience exploite le conflit chez les rongeurs entre la peur des
espaces ouverts et le désir d'explorer un nouvel environnement. Les bras fermés représentent
la sécurité, alors que les bras ouverts offrent une valeur exploratoire. Un animal anxieux aura
naturellement tendance a préférer les espaces clos et sombres qu’aux espaces ouverts et
éclairés. Partant de ce principe, l'anxiété comportementale est mesurée par le degré
d'évitement des espaces ouverts du labyrinthe. Un temps court passé dans les bras ouverts est

considéré comme un indice d’anxiété (Onaivi et al., 1990; Lister, 1987; Pellow et al., 1985).
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D'aprés le test d'EPM, nous avons signalé une diminution du temps passé dans les bras
ouverts et une augmentation du temps passé dans les bras fermés chez les rats traités au
fenthion. La diminution de s’aventurer dans les bras ouverts dans le labyrinthe en croix
surélevé est interprétée typiquement par une augmentation de I'anxiété (Elliott et al., 2004).
Cela révele de I’effet anxiogéne du fenthion. Nous pensons par exemple au systéeme
gabaergique dont des perturbations du fonctionnement impliquent des troubles de 1’anxiété
(Mohler, 2006; Domschke et Zwanzger, 2008). Le systéeme cholinergique est également
connu pour jouer un réle modulateur dans la régulation de l'anxieté (File et al., 1998;
Ouagazzal et al., 1999). Selon ce point, la stimulation des récepteurs cholinergiques peut
induire des réponses anxiogénes (Olausson et al., 1999; Ouagazzal et al., 1999). De plus,
I’anxiété relative aux OP peut résulter du stress oxydatif cérébral et de la neuro-inflammation
(Chen, 2012). Le changement de la concentration des neurotransmetteurs est aussi impliqué
dans le développement des changements neurocomportementaux (Oswal et al., 2012). Dans
la littérature, de nombreuses études ont montré les effets anxiogenes des OP comme le
diazinon et le malathion (Fabricio et al., 2005; Maha et al., 2013). Tayaa (2014) a montré
que I’exposition a court terme au diazinon provoque des effets anxiogénes chez la ratte
Wistar. De plus, Maha et al. (2013) ont montré que I’exposition subchronique au diazinon
montre des effets anxiogénes chez le rat méle Wistar. L’exposition a court terme pendant 07
jours au malathion provoque des effets anxiogenes chez le rat Wistar. Intéressement, la
difficulté majeure associée a I’é¢tude de la réponse anxiogene est de déterminer une forme
specifique de I’anxiété clinique qui peut étre associée a un modele animal particulier. Comme
proposé par Lister (1990), les réponses comportementales évaluées dans des tests tels que le
labyrinthe en croix surélevé, qui comprennent une situation anxiogene temporaire, sont
suggérées pour refléter des états d'anxiété transitoire plutbt qu'un trait lié a l'anxiété

chronique. De plus, la stimulation cholinergique produite par des doses plus élevées pourrait
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atteindre un seuil de stimulation qui contrecarre la réponse anxiogéne et produit une réduction
nette de l'anxiété comme dans le cas du malathion qui induit un effet anxiogéne seulement a
des doses faibles et moyennes (Fabricio et al., 2005). Le nombre d’entrées dans les bras du
labyrinthe montre une diminution significative par rapport aux témoins. Le nombre d’entrées
dans les bras est généralement décrit comme un indice de locomotion (Espejo, 1997). Au
niveau de 1’open field, nous avons assisté a une diminution de la distance parcourue,
diminution du nombre de redressements, diminution du temps passé dans la zone centrale et
augmentation du temps passé dans la zone périphérique. L’OF est un test utilisé pour
mesurer la motricité, le degré d’anxiété et la réaction émotionnelle (Prut et Belzung, 2003).
Par conséquent, les rats anxieux ont tendance a passer plus de temps dans les coins et la
périphérie de l'appareil plutdét que dans le centre (Elizalde et al., 2008). Nos résultats ont
montré que les rats traités au fenthion ont passé plus de temps dans la périphérie. Ces résultats
renforcent 1’effet anxiogéne du fenthion et corroborent I'observation précédente obtenue dans
le test du labyrinthe en croix surélevé. La diminution de la distance parcourue dans 1’open
field révele de la diminution de ’activité locomotrice. De plus, la diminution du nombre de
redressements indique une dégradation de D’activité exploratoire. Ceux-ci corroborent
I’hypomotricité notée au niveau du labyrinthe en croix surélevé. Nous pouvons conclure que
le fenthion altére les capacités locomotrices et exploratrices du rat. L'acétylcholine intervient
dans le contr6le des muscles par I'intermédiaire des terminaisons neuromusculaires. Apportée
en exces au niveau de la plaque motrice, l'acétylcholine peut inhiber les contractions
musculaires consécutives a la stimulation du nerf (Bocquene, 1996). Les OP exercent leur
toxicité par la fixation de ses oxygenes analogues sur l'acétylcholinestérase (AChE), enzyme
neuronale, provoquant ainsi une accumulation de l'acétylcholine endogene dans les tissus
nerveux et les organes effecteurs (Mayer et al.,, 1991). En effet, l'accumulation de

I'acétylcholine provoque des syndromes nicotiniques qui associent des fasciculations
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musculaires et des crampes, puis une asthénie rapidement croissante par atteinte de la plaque
motrice évoluant vers la paralysie des muscles striés (Bismuth, 1993). En outre, I’anxiété et la
dépression peuvent aggraver 1’hypoactivité exploratoire et ambulatoire dans 1’open field.
Dans la littérature, aucune étude n’a investigué la réponse anxiogene des rats vis-a-vis du
fenthion. Une seule étude a montré qu’une seule dose de 20 mg/kg de fenthion administrée
par voie orale aux rats méles adultes a diminué la motricité de 86% comparativement aux
témoins (Virginia, 1995). En plus, Benamara et al. (2014) a montré que les rats
prénatalement stressés au fenthion développent des altérations locomotrices. Ces études
renforcent nos résultats issus de 1’exposition subchronique par voie intrapéritonéale. Tayaa
(2014) a montré que 1’exposition subchronique au diazinon provoque une altération de la
motricité chez la ratte Wistar. Fabricio et al. (2005) a montré aussi la capacité du malathion

qui a diminué la motricité chez le rat.

Au niveau du test de la nage forcée nos résultats montrent clairement une augmentation
du temps d’immobilité, indiquant une augmentation de la dépression. Le test de la nage
forcée, ou le test de I’efficacité des antidépresseurs représente une situation aversive et
stressante ou le rat ne peut pas s’échapper et produit I’immobilité, comportement de désespoir
(Porsolt et al., 1977 ; Kirby et Lucki, 1997). Chez les animaux, I’immobilité est interprétée
comme un manque de volonté a survivre et considérée comme un signe de dépression chez la
souris et le rat (Porsolt et al., 1977; Petit-Demouliere et al., 2005). Dans ce modeéle, les rats
ou les souris sont obligés de nager dans un espace confiné; apres une tentative d'abord
frénétique a s'échapper, ils prennent une posture immobile et le début de I'immobilité est
beaucoup plus rapide suite a la nage ultérieure. Cet état a été nommé "désespoir
comportemental” selon I'hypothése de 1’abondement des animaux l'espoir d’échappement

(Willner, 1990). Bien que cette procédure est plus utilisée pour valider les médicaments
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antidépresseurs (Porsolt et al., 1977), un modele génétique de dépression (c'est a dire,
Flinders rats) a également passé plus de temps immobile que les groupes de contréle lors de
I'évaluation dans la nage forcée (Einat et al., 2002; Tizabi et al., 1999). De plus, ce modele
a été utilisé pour étudier le comportement de type dépressif induit par I'interféron-alpha chez
la souris (Makino et al., 2000). Des études cliniques ont signalé des symptémes dépressifs
chez les résidents de la ferme (Stallone et Beseler, 2002) et méme un risque accru de suicide
dans les populations résidentes dans les zones d’agriculture (Parron et al., 1996). La
dépression est un trouble fréquent et une principale cause d'invalidité et cause la mort a la fois
par le suicide en raison des taux élevés de troubles pshychiques (Fritze, 1993). En effet, Le
mécanisme de la dépression est assez compliqué (Garcia-Alloza et al., 2005). Bien que la
recherche psychobiologique sur la dépression traditionnellement  concentré sur les
neurotransmetteurs, la noradrénaline et la sérotonine (5-HT), le rdle de I'acétylcholine dans ce
comportement émotionnel a été étudié. Certains éléments de preuve sur ce sujet suggérent
que le dysfonctionnement de la transmission cholinergique est impliqué dans la
physiopathologie de la dépression (Paykel, 2006). Les mécanismes de neurotransmetteurs
cholinergiques centraux ont été impliqués dans la pathogénése des troubles dépressifs (Fritze,
1993; Garcia-Alloza et al., 2005) et il est reconnu que les individus souffrant des troubles
dépressifs sont plus sensibles aux effets des agonistes muscariniques que les sains. D’autres
facteurs sont aussi possibles, comme les facteurs comportementaux (comme le cas d’un
facteur dépressogéne) ou bien physiologiques (par exemple, I'élévation des hormones cortico-
surrénales) (Prathiba et al., 2000). D'autres auteurs ont rapporté les crises dépressives
associées au stress oxydatif induites aux OP (Gupta, 2001) ou encore l'action de cet OP
comme un agoniste au M2 et/ou M4, sous-ensemble de récepteurs muscariniques dans le
cortex préfrontal (Ward et Mundy, 1996). Des études récentes indiquent que les radicaux

libres de l'oxygene et I'oxyde nitrique peuvent étre impliqués dans la dépression en raison des

65




DISCUSSION

actions de ces molécules sur la fonction des cellules et le taux relativement élevé de la
vulnérabilité du systéme nerveux central au stress oxydatif (Herken et al., 2007; Eren et al.,
2007). Certaines études ont rapporté une corrélation positive entre le stress oxydatif et la
dépression. Cependant, certains d’autres ont introduit I'hypothese selon laquelle une inhibition
de T’activité de I’enzyme Na*/ K* ATP-ase dans le cerveau est associée aux troubles de la
dépression (EI-Mallakh et Li, 1993; EI-Mallakh et Wyatt, 1995; Gamaro et al., 2003). La
pompe Na*/ K" ATP-ase est I'enzyme responsable du transport actif des ions de sodium et de
potassium dans le systétme nerveux, le maintien et le rétablissement aprés chaque
dépolarisation du gradient électrochimique nécessaire pour l'excitabilité neuronale et la
régulation du volume des neurones. La physiopathologie de certains troubles psychiatriques
est censée étre associé avec une certaine perturbation de I'homéostasie ionigque et des études
antérieures ont montré que I’activité de I’enzyme Na*/ K" ATP-ase est diminuée chez les
patients souffrant de la dépression et d'autres troubles psychiatriques (Wood et al., 1991).
Dans un modeéle de dépression induite par le malathion, Carmine et al. (2009) ont démontré
le role crucial de la pompe Na*/ K* ATP-ase cérébral dans le déclenchement de la dépression.
Dans la littérature, Plusieurs études ont montré la potentialité dépressive des
organophosphorés. Tayaa (2014) a démontré les effets dépressifs du diazinon suite a
I’exposition a court terme chez la ratte Wistar. L’exposition pendant trois jours par voie
intrapéritonéale a une faible dose de malathion provoquait des effets dépressifs chez le rat

Wistar (Carmine et al., 2009).

En plus de I’altération de la conduite neurocomportementale, I’inhibition de ’activité de
I’acétylcholinestérase et 1’apparition d’un stress oxydant cérébral ont été détectées. Au niveau
cerébral, nos données montrent une diminution de 1’activité cholinestérasique, du glutathion-
s- transférase (GST), la  déplétion de la teneur en glutathion réduit (GSH) et une

augmentation du taux du malondialdehyde (MDA). L'inhibition irréversible de I'AChE par les
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OP conduit a une accumulation de 1’acétylcholine dans les synapses neuronales induisant un
état de stress cholinergique et ainsi la dépréciation ultérieure de nombreuses fonctions du
corps (Bartling et al., 2007). Selon Tandon et al. (1994), les rats Lang-Evans adultes traités a
une seule dose de fenthion (100mg/kg par voie sub-cutanée) ont montré une inhibition forte
de I’activité de I’AChE au niveau du cortex préfrontal et rétinal, cette inhibition persistait
significative méme au jour 56 apres le traitement aigu. Dans la méme étude, la perte
pondérale chez les rats restait en diminution durant la premiere semaine, ce qui révéle la
persistance des effets du fenthion. Dans un modéle développemental, les rats prénatalement
exposés au fenthion ont aussi montré une inhibition drastique de ’activité cholinestrasique
cérébrale associée aux changements comportementaux, oxydatifs et histopathologiques
(Benamara et al., 2014). Le stress oxydatif est une surcharge en oxydants causée par la
production excessive des radicaux libres et/ou le déclin des mécanismes de défenses
enzymatiques et non-enzymatiques. L’hyperproduction des radicaux libres pourraient
conduire a des perturbations comportementales. Le cerveau est particulierement vulnérable
aux radicaux libres a cause de son taux mitotique faible, son besoin considérable en oxygeéne,
sa richesse en acides gras polyinsaturés oxydables, son contenu élevé en fer et sa pauvreté en
antioxydants (Julka et Gill, 1996; Peker et al., 2010). Le systeme des cellules du cerveau
piégeant les ROS est particuliérement basé sur le glutathion réduit, une molécule contenant
une fonction thiol endogéne (Raghavendra et Kulkarni, 2001). La diminution du glutathion
peut conduire a la peroxydation des lipides, la génération des peroxydes cytotoxiques
lipidiques tels que le malondialdéhyde et le 4-hydroxy-2-nonénal (HNE) dans le tissu cérébral
et finalement une série de modifications du comportement neurologique (Chakraborti et al.,
2008). Le GSH contribue efficacement a des mécanismes enzymatiques qui comprennent le

glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion-S-transférase. Il a été rapporté que l'activité de la
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GST est beaucoup plus élevée que celui de la GPx dans le cerveau, ce qui représente un bon

indicateur de I'état d'oxydation neurocerébrale (Carmagnol et al., 1983).

Bien entendu, le lien entre le stress oxydatif cérébral et les différents aspects de
I’altération comportementale relative aux OP a été récemment déterminé (Maha et al., 2013;
Chen, 2012). Cette approche cognitivo-biochimique a activé beaucoup de chercheurs a
investiguer cette relation avec d’autres xenobiotiques comme les perythrinoides et les métaux
lourds (Lonare et al., 2014; Abdallah et al., 2014). Cependant, le r6le du stress oxydant
cérébral, comme un facteur direct dans le déclenchement des perturbations

neurocomportementales reste en recherche.

4.2. Effet du fenthion sur les parameétres biochimiques

Les résultats de notre travail montrent une augmentation de la glycémie chez les rats
traités au fenthion. Plusieurs études ont indiqué que I'hyperglycémie est I'un des effets de
I’intoxication aux OP dans le traitement aigu et I'exposition subchronique par la perturbation
de la glycogénolyse et la néoglucogenese. Il y a des rapports d'incidents de la glycosurie
transitoire et I'hyperglycémie chez I'nomme aprés une exposition aigué aux OP (Zadig et al.,
1983; Shobha et Prakash, 2000). Le foie joue un rdle majeur dans I'noméostasie du glucose
sanguin par le maintien d'un équilibre entre I'absorption et le stockage du glucose via la
glycogeneése et la libération de glucose par glycogénolyse et la néoglucogenese (Hers, 1990;

Nordlie et al., 1999; Abdollahi et al., 2003a, b).

Les mécanismes affectant I'noméostasie du glucose ont été mis en recherche dans ces
derniéres années. La stimulation de la néoglucogenése et la glycogénolyse hépatique
est proposée comme un mécanisme responsable de 1’hyperglycémie induite par les OP
(Abdollahi et al., 2004). Un autre mécanisme est l'activation de 1’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien (HHS). L'activation de 1’axe HHS par les OP entraine la sécrétion de
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glucocorticoides et ainsi une possible augmentation de la glycémie (Rahimi et Abdollahi,
2007). Dans la littérature, plusieurs études ont rapporté I’effet hyperglycémiant des OP.
Eman et al. (2013) ont montré I’hyperglycémie induite suite & I’exposition subchronique au
chlorpyrifos-ethyl. Carmin et al. (2012) ont montré I’hyperglycémie induite suite a

I’exposition aigué au chlorpyrifos-ethyl.

Dans notre travail, nous avons assisté a une augmentation du cholestérol, une
diminution des triglycérides et une augmentation des protéines totales. Les OP augmentent
généralement les niveaux du cholestérol et des lipides totaux (Kalender et al., 2005; Oglitcii
et al., 2008; Lasram et al., 2009). L’augmentation cholestérol dans le sérum peut étre
attribuée a l'effet des pesticides sur la perméabilité de la membrane des cellules du foie
(Yousef et al., 2006). En outre, l'augmentation des niveaux du cholestérol sérique total
peuvent étre da a I'obstruction des canaux biliaires du foie, ce qui réduit ou arréte la sécrétion
du cholestérol dans le duodénum (Zaalouk et al., 2000; Ogitcu et al., 2008). L’augmentation
du taux de cholestérol sérique peut étre un signe de dommages du foie. Certains pesticides
diminuent également le taux de triglycérides (Kalender et al., 2005; Oglitci et al., 2008). Il a
été démontré que les maladies parenchymateuses du foie sont associées a une diminution des
taux de triglycérides (Kalender et al., 2005). L’augmentation du cholestérol total associé a la
diminution des triglycérides constitue un signe du métabolisme des acides gras et de
I’apparition de la peroxydation lipidique (Mongi et al., 2011). Les changements de niveau de
protéines totales sont basés sur la fonction de I'albumine et la proportion des globulines qui
pourraient varier selon le statut d’immunocompétence des animaux ou d'autres conditions
physiopathologiques (Petterino et Argentino-Torino, 2006). L’augmentation de protéines
totales est due a la stimulation des fonctions hépatiques étant que le foie est le site du
métabolisme intense, de détoxification, stockage des protéines et autres fonctions (Hodgson,

2004). L'augmentation des protéines totales dans le groupe traité peut étre due soit a la
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production d'enzymes perdues a la suite d'une nécrose des tissus, soit pour répondre a la
demande accrue de détoxification du pesticide liée a 1’augmentation de la synthése de
protéines enzymatiques (Gill et al., 1990 ; Gill et al., 1991). L’exposition subchronique au
chlorpyrifos a augmenté significativement les protéines totales (Tarek et al., 2013).
Cependant, Gokce Uzun et Kalender (2013) ont montré que le chlorpyrifos provoque une
diminution nette des protéines totales chez les rats Wistar. Les enzymes sériques, y compris la
phosphatase alacaline (ALP) et les transaminases (ALT, AST) sont principalement utilisés
pour déterminer le dysfonctionnement hépatique et les dommages hépatotoxiques (Mansour
et Mossa, 2010; UzunHisarcik et Kalender, 2011). Dans notre étude, les rats traités au
fenthion ont montré une augmentation de 1’activité plasmatique des transaminases et de la
phosphatase alcaline. Les organophosphorés peuvent provoquer 1’augmentation de ’activité
des AST, ALP et ALT (Sharma et al., 2005). La perturbation de la fonction de transport des
hépatocytes en tant que résultat d'une Iésion hépatique provoque la fuite d'enzymes a partir de
cellules en raison d'une altération de la perméabilité membranaire (Fan et al., 2009). Cette
augmentation indique aussi la présence d’une nécrose et des réactions inflammatoires (Kuzu
et al., 2007; Navarro et al., 1993). Plusieurs études ont rapporté la perturbation des
transaminases et de la phosphatase alcaline suite a 1’exposition aux organophosphorés (Tarek
et al., 2013 ; Gokce Uzun et Kalender, 2013). Selon Kerem et al. (2007), une seule dose de
25 mg/kg par voie i.p de fenthion augmente significativement I’activité des transaminases

avec des changements histologiques au niveau rénal chez les rats méles adultes.

4.3.2. Effet du fenthion sur les paramétres immunitaires

Plusieurs études ont montré que les insecticides organophosphorés peuvent induire des
changements immunitaires chez les animaux de laboratoire (Kalender et al., 2006). Dans le
travail présent, nous avons assisté a une leucocytose chez les rats traités au fenthion.

L'hématopoiése est la formation de composants sanguins cellulaires a partir de cellules
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souches hématopoiétiques qui se trouve dans la moelle osseuse. La moelle osseuse contient
également les tissus adipeux qui ont une capacité de stockage élevée et peuvent accumuler les
composes lipophiles comme les xeénobiotiques (Merhi et al., 2010). L’augmentation des
leucocytes totaux chez les rats peut indiquer une activation des mécanismes de défense du
systeme immunitaire. Ces changements sont aussi liés a l'augmentation plasmatique de
I’activité des ALP, AST, ALT (Elhalwagy et al., 2008). En outre, La leucocytose détectée
chez des rats exposés aux pesticides peut étre due a la libération des catécholamines,
hormones de stress, ce qui provoque la démargination des neutrophiles qui est souvent
accompagneée par une lymphocytose et parfois par monocytose et éosinophilie (Kandil et al,
2006; Jain, 1993). L’augmentation des lymphocytes et des monocytes est due peut étre a la
stimulation de la lymphopoiese et a la libération accrue des lymphocytes de la lymphe du tissu
myeéloide (Das et Mukherjee, 2003). Une telle réponse des lymphocytes pourrait étre due a
la présence de substances toxiques associée a la Iésion tissulaire induite par le polluant et la
grave perturbation du systeme immunitaire non spécifique, aboutissant a I’augmentation de la
production des leucocytes. Une diminution du pourcentage de neutrophiles dans le sang
périphérique observée chez les rats traités au fenthion peut suggérer que les neutrophiles sont
impliqués dans la phagocytose au cours d'une intoxication aux xénobiotiques, au cours de
laguelle certains neutrophiles pourraient étre rompus. Selon des études sur les étres humains
(hommes et femmes) participant a la production de pesticides liquides, une diminution
significative a été notée dans le nombre de neutrophiles (Klucinski et al., 1996). Plusieurs
travaux ont rapporté la capacité des OP a induire la lymphocytose (Handy et al., 2002 ;
Elsharkawy et al., 2013 ; Omyma, 2012 ; Lasrama et al., 2014). Il a été rapporté que
I’augmentation des taux des lymphocytes est corrélée avec I’augmentation des cytokines pro-
inflammatoires (Lasrama et al., 2014). Les cytokines possédent un large éventail de

fonctions, y compris la capacité a activer les macrophages, promouvoir le recrutement des
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leucocytes, stimuler des cellules B et la différenciation des lymphocytes T et la perméabilité
vasculaire accrue (Banks et Lien, 2012). Intéressement, La présence d’une inflammation peut
aggraver la dépression, la neuro-inflammation est également signalée a influencer les
fonctions neuronales dans la physiopathologie de la dépression (Maes, 2008). Des études
cliniques récentes décrivent que les patients observés avec le comportement de la dépression
ont été trouvé a des niveaux significativement plus éleves de marqueurs inflammatoires
(Krogh et al., 2013; Lindquvist et al., 2013). Une autre étude confirme que les symptdmes
neuropathiques de la dépression liés a la douleur ont été accompagnés par des changements
dans I'expression des génes dans les régions neuro-inflammatoires du cerveau (Burke et al.,
2013). Les cytokines inflammatoires peuvent altérer les processus métaboliques, des facteurs
neurotrophiques, provoquent 1’excitotoxicité glutamatergique et I'apoptose (Hayley et al.,
2005; Maes, 2008). Les cytokines pro-inflammatoires sont produites par des cellules de la
microglie, les astrocytes, les neutrophiles et les macrophages et augmentent l'inflammation et
les réponses immunitaires ultérieures. En outre, les cytokines inflammatoires sont connus
pour exacerber la mort cellulaire, 1’atteinte de neurones et causent une neurodégénérescence

(Patel et al., 2006).

4.4. Effet de la quercétine

D’aprés nos résultats, la quercétine a prévenu la dépression et I’anxiété induite par le
fenthion. Parmi les mécanismes par lesquels la quercétine produit ces effets est la modulation
des systémes associés a l'anxiété et a la dépression comme le systeme gabaergique, le systéeme
sérotoninergique, le systeme cholinergique, le statut oxydatif cérébral et 1’activité de la
pompe NA*/K* (Cao et al., 1997; Abdallah et al., 2014). Plusieurs études ont démontré le
role anxiolytique-like et antidépresseur-like de la quercétine. (Kumar et Goyal, 2008 ;
Vissiennon et al., 2012). Les flavonoides sont des composés possédant une large gamme

d’activité biologique, y compris les propriétés antioxydantes, anxiolytiques et anticonvulsives
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(Cao et al., 1997; Williams et al., 2004 ; Karim et al., 2011). Les effets des flavonoides sur
le systeme nerveux peuvent impliquer plusieurs cibles, y compris les récepteurs synaptiques
canaux ioniques (Elliott et al., 1992; Goutman et al., 2003). Les récepteurs GABA sont des
cibles pharmacologiques de divers produits naturels comme les flavonoides (Hanrahan et al.,
2011). La modulation des récepteurs GABA. est exercée par les flavonoides a travers les
différents sites et mécanismes d'action (Dekermendjian et al., 1999; Gavande et al., 2011).
Sun et al. (2007) ont bien démontré chez un modéle murin de vieillissement que le traitement
chronique a la quercétine prévient les changements ambulatoires dans I’OF. L’ensemble de
nos données comportementales indiquent un effet anxiolytique de ce flavonoide et mettent
I’accent sur sa capacité potenticlle d’atténuer 1’effet anxiogene du fenthion. Notre
constatation est en accord avec celle de Priprem et al. (2008) rapportant 1’effet anxiolytique
de la quercétine a forte dose (300 mg/kg) par voie nasale chez le rat. D'autre part, la
quercétine peut étre utilisé comme un agent antioxydant in vivo chez des sujets humains
(Boots et al., 2008a). Ces effets ont été signalés a étre plus évident lorsque le niveau de base
du stress oxydatif est élevé, ce qui indique que I'administration de la quercétine pourrait étre
une approche thérapeutique utile pour le traitement de processus pathologiques connexes
(Boots et al., 2008b). En effet, la relation entre I’effet antioxydant et anxiolytique a été
confirmé dans plusieurs travaux (Toumi et al., 2014; Merzoug et al., 2014). Amit et al.
(2012) ont suggéré que I’effet anxiolytique de la quercétine via sa potentialité antioxydante
est due peut étre a ses propriétés structurales. Plusieurs travaux ont rapporté 1’effet
anxiolytique de la quercétine dans plusieurs modeles animaux (Abdallah et al ., 2014; Toumi
et al., 2014; Merzoug et al., 2014). L hypoactivité des rats traités au fenthion a été bien
modulée par la quercétine. La quercétine a modulé clairement I’altération motrice dans
plusieurs modeles pathologiques, cet effet modulateur a été attribué a son effet sur la

neurotransmission cholinergique (Amit et al., 2012; Diego et al., 2014). Les précédents
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rapports pharmacologiques ont mentionné [’effet antidépressif de ce flavonoide. Ainsi,
Bhutada et al. (2010) ont suggéré que la quercétine pourrait avoir un tel effet, en ce sens que
son administration chez la souris a réduit le temps d’immobilité, une action semblable a celle
produite par la fluoxétine. Il est désormais intéressant de mentionner que les flavonoides
pourraient traverser la barriéere hémato-encéphalique (Shimmyo et al., 2008). Il a été constaté
que la quercétine en supplémentation atténue la contrainte qui induit la
dépression comportementale en inhibant le facteur de libération de corticotrophine (CRF),
I'expression d'’ARNm dans I'nypothalamus (Kawabata et al., 2010). Terdhati et al (2010),
ont suggeré que 1’effet antidépresseur de la quercétine pourrait due a son effet inhibiteur des
monoamines oxydase, a 1’augmentation de la sérotonine et de ’activité gabaergique. La
quercétine a modulé la dépression induite par le diabete chez la souris (Anjaneyulu et al.,
2003). La quercétine a clairement allégé le statut oxydatif cérébral et modulé 1’activité
cholinestérasique. Plusieurs travaux ont apprécié le réle de la quercétine comme piégeur des

ROS (Gokce Uzun et Kalender, 2013; Abdallah et al., 2014; Merzoug et al., 2014).

La modulation du systéme immunitaire par la quercétine a été le débat de plusieurs
études récentes (Lin et al., 2011). Il a été démontré que la quercétine augmentait aussi bien le
nombre de leucocytes totaux chez des souris irradiées aux rayons UV que le nombre de
lymphocytes périphériques chez des patients soumis a la radiothérapie (Fahlman et Krol.,
2009; Taj et Nagarajan, 1996). De plus, les flavonoides stabilisent les membranes
plasmiques des hématies et inhibent leur hémolyse dans les solutions hypotoniques
(Chaudhuri et al., 2007;Pawlikowska-Pawlega et al., 2003). Par ailleurs, un rapport récent a
mis 1’accent sur la capacité de la quercétine a moduler 1’activité intracellulaire des monocytes
en modifiant le taux de transcription d’un grand nombre de geénes ayant un rdle dans
I’hématopoiese et la réponse immunitaire (Boomgaarden et al., 2010). La quercétine, module

de facon critique les processus inflammatoires et les fonctions immunitaires et ceux-ci ont été
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largement examinés (Kandaswami et Middleton, 1994; Middleton, 1998). Sa principale
activité antivirale comprend [I'élimination ou le blocage de la réplication virale dans les
cellules infectées, la promotion de la croissance et la survie des cellules T, I'inhibition de
I'activation des macrophages et de suppression des Th-1 des cellules. Des études récentes
montrent que I'lL-4 et IFNy jouent un réle important dans la régulation des réponses
immunitaires par leurs mécanismes antagonistes (Paludan, 1998). Bien que des études
antérieures suggerent que la quercétine présente une capacité anti-tumorale significative, les
propriétés anti-virales, allergiques et anti-inflammatoires, (Aviram et Fehrman, 2002).
Madhavan et al. (2002) suggerent que la quercétine module la réponse du systeme

immuniatire via la modulation de la production des cytokines.

D’apreés nos résultats, la quercétine a allégé les changements aux niveaux des métabolites
et des transaminases. Plusieurs études ont rapporté la capacité de la quercétine a prévenir la
perturbation des métabolites et des transaminases (Fatma et Yusuf, 2013; Hou et al., 2014).
Récemment, La capacité de la quercétine a moduler I’activité des genes paraoxonase (PON) a
¢té impliquée dans I’atténuation de la toxicité des xenobiotiques (Mamatha et al., 2010;
Lucio et al., 2014). Les paraoxonases sont une famille comportant trois génes (PON1, PON2,
PON3), qui sont dotées de nombreuses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et

neuroprotectrices (Primo- Parmo et al., 1996; Lucio et al., 2014).

4.5. Effet du resvératrol

Les résultats de notre étude montrent que le resvératrol module les changements
neurocomportementaux induits par le fenthion. Le resvératrol (3,4,5-trihydroxy-trans-
stilbéne) est produit naturellement dans le raisin et une variété de plantes médicinales. Il

possede des activités biologiques multiples (Lastra et Villegas, 2005; Delmas et al., 2005).
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Les effets neuroprotecteurs du resvératrol ont été spécifiquement étudiés sur plusieurs voies,
qui peuvent étre due a ses propriétés anti-oxydantes et promotrices de monoxyde nitrique
(Sinha et al., 2002; Wang et al., 2008; Kiziltepe et al., 2004). Récemment, 1l a été rapporté
que le resvératrol peut réguler I'expression du récepteur GABAa et que cette régulation
pourrait étre I'une des actions pharmacologiques du resveératrol sur le systeme nerveux (Lee et
al., 2013). La modulation des récepteurs GABAa été rapportée avec 1’action anxiolytique
(Jane et al., 2011). Dans plusieurs modeles pathologiques, le resvératrol a été rapporté pour
améliorer les déficits neurocognitifs (Fillipos et al., 2011). Selon Ying et al. (2010), I’action
antidépresseur du resvératrol pourrait étre due a 1’activation des voies sérotoninergiques et
noradrénergiques. Des études antérieures ont indiqué que le trans-resvératrol inhibe la
monoamine oxydase (MAO), et l'activité des isoformes dans les cellules gliales C6 (Mazzio
et al., 1998). Les MAO, isoenzymes mitochondriales qui catalysent la désamination
oxydative des amines alimentaires et des neurotransmetteurs monoamines, telles que la 5-HT,
la noradrénaline, la dopamine et d'autres amines traces. Le développement d'inhibiteurs de la
MAO a conduit a d'importantes percées dans les thérapies pour plusieurs troubles
neuropsychiatriques allant de troubles de I'numeur a la maladie de Parkinson (Bortolato et
al., 2008). Des études récentes ont démontré que le resvératrol est un inhibiteur de la

noradrénaline et l'activité d'absorption de 5-HT chez le rat (Yanez et al., 2006a).

Certaines études ont rapporté une corrélation positive entre le stress oxydatif et
la dépression, en outre, la normalisation des marqueurs de stress oxydatif avec un traitement
antidépresseur a été également démontrée (Herken et al., 2007). Les médicaments ayant une
action antioxydante potentielle pourraient étre une cible intéressante pour le traitement
des troubles dépressifs. Les effets bénéfiques de la consommation modérée du vin rouge sur le
stress oxydatif et de la cognition ont été attribués a la présence des composants antioxydants

(Tredici et al., 1999). Le trans-resvératrol, qui est présent dans le raisin et le vin exerce de
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nombreuses activités biologiques. Le resvératrol a été rapporté comme un bon piégeur des
ROS (Zhang et al., 2013; Yazir et al., 2015). Récemment, le trans-resvératrol a recu une
attention pour ses effets protecteurs importants sur le systeme nerveux, telles que la
dégénérescence des axones aprés une lésion retardée et la protection contre I'ischémie
cerébrale chez les rongeurs (Dasgupta et Milbrandt, 2007). Il est en cours d'évaluation dans
des essais cliniques chez des patients atteints de la maladie d'Alzheimer en raison de ses effets
neuroprotecteurs prometteurs. Des concentrations élevées de trans-resvératrol ont été
enregistrées dans le cerveau apres 1’administration orale, ce qui suggére qu'il est capable de
traverser la barriere hémato-encéphalique aprés 1’administration orale (Vitrac et al.,
2003;Vente et al., 2004). En addition, la modulation de D’activité cholinesterasique et
I’amélioration des capacités cognitives ont été récemment déterminées (Gacar et al., 2011;
Yazir et al., 2015). Sudhanshu et al. (2014) ont démontré que la modulation de 1’activité de

la pompe NA"/K* est impliqué dans I’atténuation des déficits cognitifs.

Le prétraitement au resvératrol a prévenu les changements des populations leucocytaires,
les métabolites et ’activité plasmatique des transaminases et de la phosphatase alcaline.
L’effet modulateur du resvératrol contre les variations immunitaires a été déterminé
(Martinez et al., 2000). La plupart des études qui s’intéressent a I’immunomodulation du
resvératrol se focalisent sur son effet anti-inflammatoire et sa capacité a atténuer I’activité du
systeme immunitaire (Das et Das, 2007). Leiro et al. (2002) ont démontré ’efficacité du
resvératrol a inhiber 1’hyperréactivité des macrophages permettant ainsi son application
préventive dans plusieurs cas pathologiques. Dans un modéle diabétique de type IT, Zheng et
al. (2013) ont montré la capacité du resvératrol a moduler les facteurs pro-inflammatoires
incluant IL-1R, 1L6 et TNF-a. De plus, le r6le modulateur du resvératrol a été démontré contre
I’'immunotoxicité du fluoride, ainsi que la variation des métabolites et des transaminases

associée (Atmaca A et al., 2014).
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4.6. Effet du mélange

Bien que le role protecteur de la quercétine et du resvératrol soit le bien documenté,
I’effet de leur mélange compte moins d’études. Selon nos résultats, les rats prétraités au
mélange ont montré une amélioration des changements par rapport aux rats non-prétraite.
Cependant, Schlachterman et al. (2008) ont démontré I’efficacité de I’effet combiné de la
quercétine et du resveératrol contre la tumeur des seins chez la souris. L’amélioration de
I’efficacité est due peut étre a 1’augmentation des potentialités anti-oxydantes et anti-
inflammatoires. Récemment, Kaleb et Traci (2014) ont démontré in vitro que la combinaison
entre la quercétine et le resvératrol augmente 1’absorption intestinale de ces deux molécules
en 1’occurrence pour le resvératrol et ainsi une meilleure biodisponibilité, ce qui augmente les
propriétés pharmacologiques des polyphénols. L’effet synergique du resvératrol a été
démontré in vitro avec la catéchine contre la toxicité de la B-amyloide (Conte et al., 2003).
Dans le méme sens, Arya et al. (2014), ont démontré le réle protecteur du mélange de la
quercétine et de I’acide quinique contre les altérations biochimiques et histopathologiques
dans un modeéle diabétique chez le rat Wistar. Dans cette optique, I’utilisation du mélange des
molécules bioactives a permis d’augmenter leurs effets pharmacologiques bénéfiques,
cependant, les mécanismes responsables de ce processus interactif reste encore inconnu et une
panoplie de recherches semblent étre intéressants en vue de démasquer I’effet synergique

entre les polyphénols.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous pouvons conclure que 1’exposition répétée pendant dix jours consécutifs au
fenthion a raison de 20mg/kg de poids corporel chez les rats males adultes de la
souche Wistar provoque des réponses anxio-dépressives associees a des altérations de
’activité exploratoire et ambulatoire. Ces perturbations neuro-comportementales sont
associées, d’une part, a I’inhibition cholinestérasique et au développement d’un stress
oxydatif cérébral, et d’autre part, a la perturbation des paramétres immunitaires et
biochimiques. Par ailleurs, Le pré-traitement par les deux polyphénols (quercétine,
resvératrol et leur mélange) a allégé les comportements anxio-dépressifs et 1’altération
de P’activité exploratoire, I’inhibition cholinestérasique, le désordre oxydatif cérébral

et la variation des parameétres immunitaires et biochimiques.

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

e Evaluer les réponses comportementales dans un modeéle de toxicité aigue

e Investiguer les performances meémoratives dans le test aquatique de Morris

e Etudier I’activité de la pompe Na*/K* cérébrale et la variation des cytokines
pro-inflammatoires

e FEtablir un modele de neurotoxicité développementale et apprécier 1’effet sur la
progeéniture

e Apprécier le rdle neuro-protecteur des autres molécules bioactives comme : La

curcumine, le lycopene, 1’astaxanthine, 1’acide rosmarinique,.. . etc.
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