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Résumé

La population générale est exposée aux pesticides de fagon chronique, le plus souvent a de
faibles doses. En effet, ces produits chimiques sont largement répandus dans I’air, 1’eau, le sol
et méme dans les matrices alimentaires. L'objectif de cette étude était d'évaluer I'effet
neurotoxique des pesticides sur le statut redox mitochondrial, 1’intégrité structurale et
fonctionnelle de cette organelle, la fonction cholinergique, la fonction cognitive et les
perturbations histologiques. La premiére partic de cette présente étude s’est focalisée sur
I’effet direct d'une exposition orale de 90 jours a I''lMID (1,2 mg/kg/jour) et le r6le protecteur
de la catéchine (20 mg/ kg/jour) chez les rats males adultes. Ajoutant a cela, une deuxiéme
partie qui s’est concentrée sur I’effet d’une exposition des rates pendant la gestation et
I’allaitement a des doses réelles d'IMID (1,2 mg/kg) et de CYP (6,7 mg/kg), soit seuls ou en
mixture, sur les ratons et les adultes de la premiéere et de la deuxieme génération. L'exposition
chronique a I’'IMID chez le rat adulte, a entrainé des diminutions significatives de gain de
poids corporel, du taux de glutathion (GSH) mitochondrial et de I’activité de la CAT, SOD et
du GPx, tandis que lactivité de la GST, le taux de MDA et de ca™ cytosolique, la
perméabilité et le gonflement mitochondrial ont augmenté d’une maniere significative. En
outre, l'évaluation de la fonction cholinergique a révélé une diminution de lactivité de
I'AChE, des troubles comportementaux et cognitifs tels que la faiblesse musculaire, I'anxiété,
la perte de mémoire et la capacité d'apprentissage. Des perturbations histologiques ont été
également enregistrées. En revanche, ces reésultats ont montré que la catéchine protége les
régions cérébrales des dommages mitochondriaux, cognitifs et histologiques causé par
I'IMID. Les résultats de la deuxiéme partie, exposition gestationnelle et lactationnelle, ont
montré que I'IMID et la CYP, seuls ou en combinaison, une diminution de gain de poids
corporel, une altération des performances neurocomportementales et une inhibition de
I'AChE. Les marqueurs du stress oxydatif, y compris le niveau de GSH et les activités SOD,
CAT, GST et GPx, ont diminué significativement. Or, la peroxydation lipidique évaluée par le
dosage de MDA, le niveau de calcium cytosolique, le gonflement et la perméabilité
mitochondriale ont enregistré une augmentation significative. En conclusion, la perturbation
de I'hnoméostasie redox mitochondriale et la présence de troubles neurocomportementaux
méme dans la progéniture de la génération F2 suggerent que I'exposition indépendante et
combinée a I''MID et au CYP pendant une période critiqgue du développement a des effets
neurotoxiques durables.
Mots clés : Neurotoxicité, Rats, IMID, CYP, Catéchine, Déficits comportementaux, Stress

oxydant.



Abstract

The general population is chronically exposed to pesticides, usually at low doses. Indeed,
these chemicals are widely distributed in air, water, soil and even food matrices. The aim of
this study was to assess the neurotoxic effect of pesticides on mitochondrial redox status, the
structural and functional integrity of these organelles, cholinergic function, cognitive function
and histological perturbations. The first part of the present study focused on the direct effect
of a 90-day oral exposure to IMID (1.2 mg/kg/day) and the protective role of catechin (20 mg/
kg/day) in adult male rats. In addition, a second part focused on the effect of exposure of rats
during gestation and throughout lactation to real doses of IMID (1.2 mg/kg) and CYP (6.7
mg/kg), either alone or in mixtures on first- and second-generation pups. Chronic exposure to
IMID resulted in significant decreases in body weight gain, mitochondrial glutathione (GSH)
levels and CAT, SOD and GPx activity, while GST activity, cytosolic MDA and ca+2 levels,
mitochondrial permeability and swelling were significantly increased. In addition, assessment
of cholinergic function revealed decreased AChE activity, behavioral and cognitive
disturbances such as muscle weakness, anxiety, memory loss and learning ability.
Histological disturbances were also recorded. In contrast, these results showed that catechin
protects brain regions from mitochondrial, cognitive and histological damage caused by
IMID. The results of the second part showed that IMID and CYP, alone or in combination,
induced decreased body weight gain, impaired neurobehavioral performance and AchE
inhibition. Markers of oxidative stress, including GSH levels and SOD, CAT, GST and GPx
activities, showed a significant decrease. In contrast, lipid peroxidation assessed by MDA
assay, cytosolic calcium level, swelling and mitochondrial permeability recorded a significant
increase. In conclusion, the disruption of mitochondrial redox homeostasis and the presence
of neurobehavioral disorders even in F2 generation offspring suggest that independent and
combined exposure to IMID and CYP during a critical period of development has a persistent
neurotoxicity effects.

Key words: Neurotoxicity, Rats, IMID, CYP, Catechin, Behavioral deficits, oxidative stress.
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ACh Acétylcholine

LC3 Light chain

LPS Lipopolysaccharide

MA Maladie d’alzheimer
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Introduction

Le développement des différentes sociétés et la démographie mondiale galopante s'est
accompagné d'une production croissante de produits animaux et agricoles susceptibles de
satisfaire le besoin alimentaire de population humaine. Cela ne peut étre réalisé sans
I’utilisation des phytosanitaires, antibiotiques et antiparasitaires afin de protéger et conserver
les grandes cultures et la production animale afin d’atteindre un rendement en adéquation
avec les besoins alimentaires croissants. En effet, les grandes cultures a dimension industrielle
nécessitent I'utilisation des pesticides pour multiplier les quantités des produits agricoles.
Cependant, I'utilisation excessive de ces composé€s chimiques n’est pas sans danger pour la
sant¢ humaine. I1 faut noter que le début des années 50 a marqué ’apparition des premiers
rapports scientifiques sur la contamination chimique des aliments ce qui a rendu 1’exposition
humaine aux contaminants alimentaires un probleme de santé public. Plusieurs études
suggerent la présence d’un lien entre notre alimentation et I’apparition de certaines maladies
en raison de la persistance de certains produits chimiques dans les différents compartiments
de I’environnement ce qui conduit a leur accumulation dans la chaine alimentaire. En plus
d'étre une source d'énergie et de nutriments, les aliments sont également un vecteur de
composes potentiellement toxiques dont font partie les pesticides, qui sont des composes
principalement issus de lactivité anthropique et qui contribuent a la contamination de
nombreux écosystemes (Comtet-Marre et al., 2020). L’omniprésence des pesticides dans les
milieux domestiques et agricoles a augmenté la probabilité que le consommateur est exposé a
un mélange de ces produits chimiques méme a des doses considérées non toxique, le cocktail
de ces contaminants a la capacité d’interagir entre eux en synergie provoquant ainsi une
toxicité supérieure a celle attendue (Gamet-Payrastre, 2020), ce qui suscitent d'importantes
inquiétudes de la part du public en matiere de sécurité. Ces molécules présentent
potentiellement la particularité de provoquer des perturbations a cause d’une exposition
répétée méme a de faibles concentrations (Taghizadeh et al., 2019). Les atteintes du systeme
nerveux central constituent, avec les cancers et les troubles de la reproduction, un des trois
axes de recherche majeurs concernant les effets sanitaires des pesticides. En effet, dans le but
de protéger I’environnement et pallier & la forte toxicité des organophosphorés et
organochlorés, I’agriculture verte a visé, a priori, I'utilisation des pyréthrinoides et les
néonicotinoides qui sont considérés comme des pesticides moins toxiques pour les organismes
non ciblés et efficacement dégradables (Zeljezic et al., 2017). Néanmoins, ces classes de

pesticides de synthése se sont avérées d’une toxicité non négligeable pour la santé humaine et
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notamment pour le systeme nerveux central. A long terme, les effets de ces pesticides de
synthese se manifestent par un dysfonctionnement cognitif et psychiatrique (trouble
d’humeur, anxiété et dépression), ainsi que des effets neurodégénératifs tels que la maladie de
Parkinson et maladie d’ Alzheimer (Blanc-Lapierre et al., 2012 ). La littérature scientifique a
méme signalé que la période prénatale ainsi que néonatale constituent des fenétres de
sensibilité particuliéres aux agents toxiques durables (Laugeray et al., 2017). Il est admis
aujourd’hui que le feetus est exposé a ces produits phytosanitaires a cause de 1’exposition de la
maman durant la période de développement in utero et méme durant I’allaitement par son
environnement mais aussi par son alimentation. En effet, de nombreuses études ont prouvé
que ces substances sont capables de traverser la barriere placentaire et de s’accumuler dans
I’organisme du feetus provoquant ainsi des altérations permanentes aux conséquences
désastreuses (Svingen et al., 2018; Hassouna, 2020). Il est important de noter que
I’imidaclopride, le plus ancien néonicotinoide et faisant partie des pesticides les plus utilisés
en Algérie, est interdit dans la plupart des pays développés en particulier I'Union Européen a
cause de sa toxicité. Des études récentes comme les travaux de Sano et ses collaborateurs
(2016) ont mentionné que I’exposition prénatale a cette classe de pesticides affecte la
formation des circuits neuronaux au niveau de plusieurs régions du cerveau qui sont
impliquées dans la régulation de la dépression, l'anxiété, la mémoire et l'apprentissage. La
conception de la mixture de pesticides est justifiée par la présence d’un cocktail de composés
chimiques dans les matrices alimentaires consommeées, pouvant étre une source redoutable
de la toxicité des organismes vivants. Le mélange de néonicotinoide avec d’autres familles
comme les pyréthrinoides ont la capacité de perturber les processus métaboliques et de cibler
divers organes chez les mammiferes et d'autres organismes non ciblés (Zhao et al., 2020). Les
pyréthrinoides, de par leur nature hydrophobe, peuvent s'accumuler dans les tissus adipeux, ce
qui entraine leur persistance dans les chaines alimentaires pendant de longues périodes
(Mahmood et al., 2016). Meijer et ses collaborateurs(2014) ont signalé qu’un cocktail
contenant l'imidaclopride, l'a-cyperméthrine, et deux autres pesticides ont une influence sur

I'homéostasie du calcium, un parametre essentiel pour la fonction neuronale.

Cette présente étude serait constituée de deux parties : la premiére s'est focalisée sur
I'évaluation des effets neurotoxiques d’une dose réelle d’IMID (1,2 mg/kg/jour) chez des rats

males adultes exposés pendant une durée de 90 jours. Cette étude évaluera le potentiel
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neurocomportemental, I'intégrité de la membrane mitochondriale et son statut redox, ajoutés a

cela les perturbations histologiques et I’effet cytoprotecteur et préventif de la catéchine.

La deuxieme partie concernera I’évaluation de la toxicité de 'IMID et de la CYP, soit seuls
ou en mélange, en examinant leurs effets sur le développement neuromoteur, l'intégrité
mitochondriale et les dommages oxydatifs dans le striatum et I'hippocampe des ratons et des
adultes des générations F1 et F2, en essayant d’appréhender la question qui a été souvent
posée : Est-ce que la toxicité est transgénérationnelle, d’une mére, exposée a ces pesticides,

durant sa gestation et son allaitement aux générations futures ?
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1. Généralités sur le systeme nerveux

Le systéme nerveux est le principal systéme responsable de la coordination des actions entre
les différentes parties du corps et les conditions extérieures. Il est impliqué dans la génération
des réponses a des informations provenant de I'environnement qui nous entoure. D’un point
de vue anatomique, ce systéme se divise en deux systéemes principaux, le systéme nerveux
central (SNC) et le systeme nerveux périphérique (SNP). La moelle épiniére et le cerveau
constituent le SNC, qui est chargé d'obtenir des informations du corps et d'envoyer des
instructions. Le SNP est constitué de tous les nerfs qui transmettent les informations
sensorielles au SNC et les commandes motrices de ce dernier a l'organe cible (Brodal,
2004). En termes de fonctionnalité, le systéeme nerveux peut étre divisé en régions
responsables des sensations, celles responsables de l'intégration et celles qui generent des
réponses. Toutes ces zones fonctionnelles se retrouvent dans l'anatomie centrale et
périphérique (Betts et al., 2013). Cependant, 1’intégrité anatomophysiologique de ce systéme
est prépondérante non seulement a son développement mais aussi a la pérennité de son
fonctionnement durable. En effet, étant donné que la chimie des neurones est le socle de base
de ce fonctionnement, ainsi toutes expositions de ce systeme a des molécules xénobiotiques
pourraient impacter le bon fonctionnement neuronal avec des conséquences

neuropathologiques.

2. Neurogenése

La structure majeure du systeme nerveux central et périphérique se développe au cours des
premiers mois de grossesse (figure 1). Dans les premieres semaines qui suivent la
féecondation, I'embryon est constitué de 3 feuillets ectoderme, mésoderme et endoderme. Par
la suite, Chaque feuillet donnera naissance a différents tissus et organes. La peau et le systeme
nerveux vont naitre du méme feuillet appelé ectoderme (Donovan and Cascella, 2020). La
partie centrale de ce dernier devient la plaque neuronale qui formera par la suite le tube neural
par le processus de neurulation. Le tube neural se forme au début du développement et sert
comme précurseur embryonnaire du SNC, il constitue le premier dérivé du cerveau et de la
moelle épiniére (Silbereis et al., 2016). De la cinquiéme a la huitieme semaine, le tube neural
se dilate en vésicules, qui sont les précurseurs embryologiques des différentes structures du
cerveau. Ces vésicules sont le prosencéphale (Le cerveau antérieur), le mésencéphale (cerveau
moyen), qui est une région ne se différenciant pas en divisions plus fines comme les autres, et

le rhombencéphale (cerveau postérieur).
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v’ Le prosencéphale se développe ensuite en télencéphale et en diencéphale, ce dernier
donnera naissance aux thalamis, a [I'hypothalamus, aux coupes optiques et a la
neurohypophyse. Le télencéphale, comprenant deux expansions latérales, les futurs
hémisphéres cérébraux vont s’ébaucher dés la 12éme semaine de gestation et une paire de
vésicules qui bourgeonne a la face ventrale de ces hémisphéres cérébraux, donnant naissance
aux bulbes olfactifs et entrainant le développement des structures qui y sont associées,
notamment I’hippocampe. Aux environs de la 6éme semaine, les parois basales du cerveau
antérieur s’épaississent pour former les corps striés et le noyau amygdalien. Enfin, a partir de
la 7° semaine, le cortex cérébral commence a se former a partir du néopallium
télencéphalique, par prolifération et migration de vagues successives de neurones, et sa mise
en place coincide avec la fin de la période embryonnaire.

v" Rhombencéphale donne naissance au myélencéphale, qui correspond a la structure

adulte connue sous le nom de bulbe rachidien et au métencéphale, dont la partie dorsale donne

naissance au cervelet qui acquiert son aspect typique des la 17eme semaine (Fotos et al.,
2011).
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Fig. 1: Développement et organisation du systéeme nerveux au cours de la phase embryonnaire
(Betts et al., 2013).
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3. Divisions de base du systéme nerveux central
3.1. Cerveau

Le cerveau est un réseau complexe et interconnecté. Il se divise en deux hémispheéres, tronc
cerébral et cervelet (Rosenow, 2018). Il comprend la substance blanche, constituée
principalement d'axones myélinisés, et entourée de la matiere grise qui est composee
principalement de corps cellulaires neuronaux, et représente le cortex cérébral, les noyaux
sous-corticaux et le systeme limbique, Cette matiére grise est responsable du traitement et de

I’interprétation des informations (Rea, 2015).

3.1.1. Cortex cérébral

Il est subdivisé en plusieurs lobes : frontal, temporal, pariétal et occipital. La pensée
rationnelle, la résolution de problemes, la planification sont associés au lobe frontal. Le lobe
temporal contient le cortex auditif primaire et joue également un rdle important dans
I'apprentissage et la gestion de la mémoire. Le lobe pariétal est impliqué dans les fonctions
sensorielles (Rosenow, 2018). Le lobe occipital, est la partie la plus petite et la plus caudale
de I'hémisphere cerébral, sachant que cette partie est principalement impliquée dans les

fonctions visuelles (Suryadevara et al., 2018).

3.1.2. Noyaux sous-corticaux (figure 2)
Ce sont des noyaux profonds qui appartiennent a trois groupes fonctionnels : le globus
pallidus, le striatum, le noyau sous-thalamique et la substantia nigra. Outre que leur
implication dans nos mouvements volontaires, ces noyaux sont impliqués dans nos fonctions
émotionnelles et cognitives et dans le développement de nos habitudes (Rea, 2015). Parmi ces
noyaux, il faut noter que le striatum est une région de choix dans cette présente étude.
v' Striatum

Le striatum, un circuit neuronal impliqué dans le contréle cognitif des fonctions motrices, il
aide & moduler les mouvements volontaires. C’est la plus grande partie des noyaux gris-
centraux, lui-méme est composé du Putamen et du noyau caudé (Khakh, 2019). Il recoit des
afférences du cortex cérébral, de I'amygdale, de I'hippocampe et de la substantia nigra (Baez-
Mendoza et Schultz, 2013). C’est une région particuliérement vulnérable lors d'agressions
aigués telles que I'nypoxie et I'hypoglycémie. Une altération du métabolisme énergétique et
une stimulation excessive des récepteurs du glutamate ont été proposés comme des facteurs

importants dans la pathogenése des dommages neuronaux dans le striatum (Calabresi et al.,

v
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2000). De nombreuses maladies neurologiques et psychiatriques impliquent le
dysfonctionnement striatal, notamment la maladie de Parkinson (MP), la maladie de
Huntington (MH), les troubles déficitaires de l'attention avec hyperactivité et les troubles
obsessionnels compulsifs (Khakh, 2019).
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Fig.2: Noyaux sous-corticaux (Caillaud, 2017)

3.1.3. Systéme limbique

C’est un ensemble de structures (figure 3), a savoir I'hippocampe, I'amygdale, le gyrus
cingulaire et I'nypothalamus, qui sont les plus associées au comportement émotionnel et a la
formation de la mémoire (Banwinkler et al., 2022).Parmi ces structures, I’hippocampe est
une région plus accessible sur le plan expérimental et histologique, c’est pourquoi cette région

neuronale a été ciblée par les expérimentations de cette présente étude.
v" Hippocampe

L'hippocampe est sans doute la région sous-corticale la plus étudiée, on peut le distinguer
extérieurement comme une couche de neurones qui s'enroule en une structure sous forme de
la lettre S. Cette région fait partie du systéme limbique ; dont elle est interconnectée aux
autres régions cérébrales a savoir, I’amygdale et le cortex (McEwen et al., 2016). Il est a

noter que les personnes souffrant de Iésions de I'hippocampe peuvent étre capables de se
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souvenir d'événements qui ont eu lieu des années avant le début de leur lésion cérébrale. Cette
préservation des souvenirs lointains a conduit a la notion de consolidation systémique, d'ou
I'idée que les souvenirs deviennent indépendants de I'hippocampe a mesure qu'ils se
consolident dans d'autres regions (vraisemblablement le cortex) (Knierim, 2015). Chez
I'adulte, le volume de cette région de chaque coté du cerveau est d'environ 3 a 3,5 cm?®, contre
320 & 420 cm?® pour le volume du cortex. L'hippocampe est I'une des régions du cerveau ol la
neurogenése se poursuit méme a I'dge adulte, le gyrus denté (GD) est le sous-champ
hippocampique qui a cette capacité de générer de nouveaux neurones chez le jeune adulte
(Anand et Dhikav, 2012), Le dysfonctionnement de I'hippocampe se distingue par des
déficiences de mémoire et dattention. Sur le plan pathologique, la perte de volume de
I'nippocampe est une constatation courante que la personne est atteinte de la maladie
d'Alzheimer, d’épilepsie, des troubles cognitifs 1égers et de vieillissement normal, cette perte
peux atteindre50% chez les patients atteint de la MA modérée (Kotkowski et al., 2018).
D'autres part, des etudes ont demontré que le syndrome meétaboliqgue (Anand et Dhikav,
2012), le diabete de type 2 et lI'obésité (Stranahan, 2015), signalent également une atrophie
de I'hippocampe.

Septal Nuclei
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Pineal Body
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Fig. 3 : Représentation de certaines régions limbiques (Banwinkler et al., 2022).

3.2. Moelle épiniére
La moelle épiniere est située a l'intérieur du canal vertébral, elle est entourée de trois
couches appelées méninges. Contrairement au cerveau, la matiere grise de la moelle épiniere
est située a l'intérieur et est entourée par la matiere blanche (Rea, 2015). La substance grise

est constituée des corps cellulaires des neurones moteurs et sensoriels, des interneurones et




Chapitre | Anatomo-physiopathologie du cerveau

des neuropiles (cellules de la neuroglie et axones non myélinisés pour la plupart). En
revanche, la substance blanche est composée des axones sensoriels et moteurs myélinisés. Les
trois principaux roles de la moelle épiniére sont I’envoie des commandes motrices du cerveau
au corps, I’envoie des informations sensorielles du corps au cerveau et la coordination des
réflexes (Harrow-Mortelliti et al., 2019).
4. Composition cellulaire du systeme nerveux central

Le tissu nerveux contient deux grands types de cellules, les neurones et les cellules gliales.
Les neurones sont les cellules responsables de la communication par le biais de signaux
électriques. Les cellules gliales sont des cellules de soutien, qui maintiennent I'environnement

autour des neurones.

4.1. Neurone

Le neurone est l'unité structurelle et fonctionnelle du SNC (figure 4). 1l a la propriéte de
détecter, recevoir et conduire I'influx nerveux vers diverses parties du corps. Les signaux sont
recus au niveau des dendrites, transmis le long du corps cellulaire et se propagent le long de
I'axone vers la cible, qui peut étre un autre neurone, un tissu musculaire ou une glande.
Certains axones transmettent le signal plus rapidement que dautres, cette variable qui
augmente la vitesse de conduction est due a la présence de feuilles de myéline autour des
axones (Raz et Perouansky, 2019). Les neurones peuvent étre classeés en trois catégories : les
neurones sensoriels, moteurs et inter neurones. Les neurones sensoriels permettent de recevoir
des informations du monde extérieur par le biais de nos sens et d'envoyer les signaux au
cerveau. Les interneurones se trouvent uniquement dans le cerveau et la moelle épiniere, ces
neurones comparent les données qu'ils ont recues et prennent une décision. Cette décision est

envoyée par les motoneurones a un effecteur qui pourrait étre un muscle (Willerth, 2017).
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Fig. 4 : Structure du neurone (Hébert, 2012)
4.2. Les cellules gliales

Les cellules gliales ne sont pas directement impliquées dans le traitement de I'information
mais elles sont essentielles pour apporter un soutien aux neurones. Dans le SNC, on trouve les
astrocytes, les oligodendrocytes, les microglies et les cellules épendymaires (figure 5). Les
astrocytes jouent un réle important dans le maintien de I'environnement chimique autour du
neurone et sont essentiels a la régulation de la barriere hémato-encéphalique (BHE) en
empéchant les substances potentiellement toxiques présentes dans le sang de penétrer dans le
cerveau. Les oligodendrocytes sont les cellules gliales myélinisantes du SNC. Les microglies
agissent comme des phagocytes et jouent un réle dans la surveillance immunitaire ; elles
nettoient les cellules mortes et les débris cellulaires, elles liberent également des protéines
appelées cytokines telles que les interleukines (Mihailoff et Haines, 2018). Les cellules
épendymaires sont chargées de former le liquide céphalo-rachidien, un liquide circulatoire qui
remplit certaines des fonctions du sang dans le cerveau et la moelle épiniére en raison de la
BHE (Nelles et Hazrati, 2022).
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Fig. 5 : Les cellules gliales du SNC (Betts et al., 2013).
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5. Fonctionnement du systeme nerveux

La transmission d'informations au sein du systéeme nerveux se fait par le biais de signaux
électriques et chimiques transmis entre les neurones. Lorsque le neurone recoit un signal d'un
autre neurone ou d'un récepteur sensoriel, ce signal provoque une bréve dépolarisation du
potentiel de la membrane ou I'intérieur de la cellule devient plus positif a cause de 1’entrée
massive des ions Na+. Lorsque le potentiel membranaire atteint le seuil, les canaux potassique
s’ouvrent et les ions K+ sortent rapidement de la cellule, on parle de la phase de
repolarisation. Avant que les concentrations d'ions reviennent aux niveaux de repos et la
cellule revient a -70 mv, la fin du potentiel d’action marque une hyperpolarisation puisque les
canaux potassiques restent ouverts un peu trop longtemps (figure 6A). L’arrivée du potentiel
d’action a I’extrémité de I’axone déclenche l'ouverture de canaux calciques. Les ions ca*?
pénétrent alors dans le terminal, provoquant la fusion des vésicules synaptiques contenant des
messagers chimiques appelés neurotransmetteurs avec la membrane pré-synaptique et la
libération de leur contenu dans la fente synaptique (figure 6B). Ces neurotransmetteurs se
lient ensuite aux récepteurs du neurone post-synaptiques, déclenchant ainsi un nouveau signal
électrique (Patri, 2019). Apres un potentiel d'action, la concentration d'ions Na+ a l'intérieur
de la cellule est plus élevee qu'a I'extérieur, tandis que la concentration d'ions K+ a I'extérieur
de la cellule est plus élevée qu'a I'intérieur. Pour maintenir le gradient de concentration de ces
ions, La pompe sodium-potassium, une enzyme qui hydrolyse de I’ATP, travaille pour
ramener ces concentrations a leur état de repos, en faisant sortir de la cellule trois ions Na+
pour deux ions K+ qui y sont introduits. Ce processus est nécessaire pour que le neurone

génere un autre potentiel d'action (Bear et al., 2016).

vl
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Fig. 6 : Transmission de I’influx nerveux (A: Saighi, 2004. B: Bear et al., 2016).

5.1. Neurotransmetteurs

Les neurotransmetteurs sont des messagers chimiques qui transmettent une impulsion
électrique entre les neurones ou entre les neurones et d'autres cellules, telles que les cellules
musculaires ou glandulaires. A la suite d'une stimulation électrique, les neurotransmetteurs
sont libérés dans la fente synaptique par exocytose afin d'activer les récepteurs post-
synaptiques et de déclencher une réponse (Pradhan et al., 2014). Il existe plusieurs
catégories de neurotransmetteurs, notamment :

5.1.1. Acétylcholine

Premiére molécule identifiée comme neurotransmetteur, il doit son nom aux deux substances
utilisées pour le synthétiser : la choline et I'acétyl coenzyme A. Les neurones qui contiennent
de l'acétylcholine (ACh) sont dites cholinergiques. L'ACh agit sur deux familles de
récepteurs ; récepteurs nicotiniques (NAChR) de I'ACh car la nicotine se lie également a ces
récepteurs et les active, et leur activation entraine généralement I'excitation du neurone ;
récepteurs récepteurs muscariniques (mAChR). L'action de I'ACh dans la synapse est
interrompue par ’acétylcholinestérase (AChE) une enzyme qui décompose I'ACh en acétate
(A) et en choline (Ch). L'ACh est le principal neurotransmetteur utilisé au niveau des
jonctions neuromusculaires, et il est responsable de la contraction musculaire ; il joue un réle
important dans la mémoire et l'attention. La perte d'ACh est associée a la MA (figure 7)
(Caudle, 2018).

9
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Fig.7 : Systéeme cholinergique (Camacho-Pérez et al., 2022).
ChAT : choline acétyltransferase ; VaCh : vésicules d'ACh

5.1.2. Serotonine ou 5-hydroxytryptamine (5HT)

Neurotransmetteur dérivé de l'acide aminé tryptophane, les neurones a sérotonine se
trouvent principalement dans le tronc cérébral. Il est généralement lié a I'hnumeur et aux
émotions, a l'appétit et au sommeil. De faibles niveaux de ce neurotransmetteur sont associés
a la depression et aux troubles obsessionnels compulsifs (Caudle, 2018). C’est un

neuromodulateur majeur des comportements moteurs (Bacqué-Cazenave et al., 2020).

5.1.3. Dopamine

Elle est dérivée de I'acide aminé tyrosine. Les neurones dopaminergiques sont concentres
dans plusieurs zones du cerveau, les plus importantes étant la substantia nigra. lls sont
également présents dans I'hypothalamus et se projettent vers I'nypophyse ou ils ont pour
fonction d'inhiber la libération de prolactine et d'hormones stimulant les mélanocytes. Selon la
littérature, la dopamine joue des roles essentiels dans la régulation des neurones moteurs, de
la fonction de mémoire spatiale, de la motivation, de I'éveil, de la récompense et le plaisir. La
dopamine est associée a plusieurs troubles neurologiques dont la schizophrénie et la maladie

de Parkinson qui est liée a la perte de ce neurotransmetteur (Klein et al., 2019).
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5.1.4. Adrénaline

Neurotransmetteur catécholamine, également connu sous le nom d'épinéphrine. Il est libéré
par le systéme nerveux sympathique et la médulla en réponse au stress ou au danger.
L'adrénaline aide l'organisme a répondre aux situations de stress en augmentant le rythme
cardiaque, la pression artérielle et la respiration. Il déclenche également la libération de
glucose par le foie, fournissant a l'organisme I'énergie nécessaire pour faire face a l'agent
stressant. Il est couramment utilisé dans les traitements médicaux pour traiter les arréts

cardiaques par exemple (A Ivarez-Diduk et Galano, 2015).

6. Principales pathologies neuronales

Les maladies neurodégénératives sont des troubles dans lesquels le systeme cellulaire subit
progressivement un dysfonctionnement jusqua la mort, provoquant ainsi une
symptomatologie complexe qui affecte les systémes nerveux central, périphérique et méme
les muscles (Radi et al., 2014).

6.1. Maladie d'Alzheimer

C’est la forme la plus courante des maladies neurodégénératives, elle est classée comme un
type de démence, un terme qui désigne une catégorie de troubles cérébraux impliquant une
perte de mémoire et des troubles cognitifs. La mémoire épisodique, semantique et de travail
sont les types de mémoire les plus affectés chez les personnes atteintes de la MA, tandis que
la mémoire a long terme reste préservée dans les premiers stades de la maladie (Sheppard et
Coleman, 2020). Dans la MA, le cortex et I’hippocampe sont les régions les plus gravement
touchées par une perte de synapses et une atrophie neuronale (Tang et Taghibiglou, 2017).
Une hypothese populaire appelée "dissociation hippocampo-corticale™ a proposé que les
Iésions précoces de I'hippocampe provoquent une "dissociation™ entre I'hippocampe et le
cortex ceérébral, entrainant un défaut d'enregistrement des informations émanant de
I'hippocampe (Anand et Dhikav, 2012). L'un des signes distinctifs de la MA est le repliement
et l'agrégation irréguliére des protéines a I'intérieur et a I'extérieur des neurones. L'une de ces
protéines, la protéine B-amyloide, se trouve dans I'espace extracellulaire autour des neurones.
Les formes mal repliées de la B-amyloide s'agglutinent en depdts appelés plaques amyloides.
Ces plaques bloquent la signalisation et, par conséquent, la communication entre les cellules.
Une autre protéine appelée protéine Tau (p-tau), qui est normalement formée a l'intérieur des

neurones et qui participe au maintien de la structure neuronale, se retrouve également mal
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repliée dans la MA. Elle s'accumule & l'intérieur des neurones en formant des agrégats hyper-
phosphorylés appelés enchevétrement neurofibrillaire. L’agrégation irréguliere de ces deux
protéines peut étre déclenchée aprés une exposition chronique a des pesticides tells que la
Cypermethrine (figure 8) (Wang et Zheng, 2019).
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Fig. 8 : Le mécanisme moléculaire régissant la Cyperméthrine (CYP) dans I'induction de
I'agrégation irréguliére de B-amyloide et de p-tau (Maurya et al., 2016).

La CYP induit I'apoptose des astrocytes en bloquant le HB-EGF, ce dernier fonctionne
comme un agent neuroprotecteur endogene qui régule la mémoire et les performances
cognitives. Ce pesticide a comme effet de diminuer la signalisation HB-EGF ce qui va
augmenter la signalisation du NF-«xB astrocytaire, qui joue un réle important dans I'étiologie
de la maladie d'Alzheimer, et [’astrogliose dans le cortex frontal et I'hippocampe. L'activation
gliale stimule la génération d’interleukines, IL-l1a, I'IL-1f et I'IL-1R1 neuronal,
["augmentation de I'lL-1 stimule [l'induction d’APP et de la GSK3p, qui est le principal
inducteur de p-tau. L'APP subit une transformation amyloidogéne via une augmentation
séquentielle de I'activité de BACE, du CTF-p et des niveaux de PS1 et PS2 pour générer de la
protéine béta-amyloide (4f). La GSK3p provoque la phosphorylation de tau pour générer p-
tau et stimule l'activité de BACE pour favoriser l'induction d'Af. L'élévation de la protéine
Ap et de la p-tau dans le cerveau conduira a des troubles cognitifs.
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6.2. Maladie de Parkinson (MP)
Un trouble neurodégénératif progressif du mouvement musculaire qui se caractérise par des
tremblements, une rigidité musculaire et une bradykinésie qui signifie la lenteur du
mouvement. Cette maladie peut également provoquer des symptomes non liés au mouvement
tels que des changements d'humeur et de comportement, des troubles cognitifs et des troubles
du sommeil (Hayes, 2019). La MP est corrélée a de faibles niveaux de dopamine causés par la
mort des neurones dopaminergiques dans la substantia nigra, le globus pallidus, le putamen et
le noyau caudé et la formation d'agrégats de protéines intra-neuronales appelés corps de
Lewy. Un composant caractéristique de ces corps est une protéine mal repliée, a-synucléine
(a-syn), une protéine qui se localise normalement aux terminaisons pré-synaptiques des
neurones. La formation des protofibrilles de o-syn est stimulée par des modifications
traductionnelles qui se produisent dans des conditions de stress oxydatif (Surmeier, 2018).
Les causes de cette maladie peuvent étre déclenchées par I'exposition a des toxines comme les
pesticides (figure 9) et il existe également certains facteurs de risque comme l'dge (les
personnes développent la maladie vers 65 ans ou plus) et le sexe (les hommes ont un risque

plus éleve par rapport aux femmes) (Fantini et Yahi, 2015).
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Fig.9 : Les interactions entre le mauvais repliement et I'agrégation de 1'a-syn, la neuro-
inflammation et les facteurs environnementaux sont des éléments clés de la pathogenése de la
MP (He et al., 2021).
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Le mal repliement d’'a-Syn active les astrocytes et les microglies dans le SNC. Cela provoque
la libération de cytokines, qui endommagent la BHE et incitent les cellules immunitaires
périphériques a pénétrer dans le cerveau, entrainant une inflammation. De plus, la
dysfonction mitochondriale peut entrainer des modifications covalentes de ['a-syn,
provoquant un changement de conformation et une agrégation. D’autres parts, certains
facteurs environnementaux tels que les pesticides peuvent également induire ce mal
repliement de /'a-syn.

7. Mort des cellules neuronales dans les maladies neurodégénératives

Au cours du développement du SNC, la neurogenése s'accompagne souvent d'une perte
massive de neurones, un élément nécessaire pour que le systeme nerveux soit plus efficace
dans la coordination des fonctions corporelles et mentales. Malgré des événements de mort
occasionnelle ou organisée, une perte neuronale importante se produit rarement dans le SNC
mature. Cependant, dans de nombreux cas, la perte de neurones est due a I'accumulation de
proteines anormales dans le cerveau, qui peuvent former des agrégats toxiques et
endommager les cellules nerveuses. Le stress causé par ces facteurs peut alors avoir des effets
cytotoxiques, notamment un nombre accru de radicaux libres (ROS), le dysfonctionnement
mitochondrial et synaptique, le stress du réticulum endoplasmique (RE) et les lésions d’ADN,
ce sont tous des defis majeurs pour les neurones. Cependant, la mauvaise gestion de ces
facteurs déclenchera par la suite la mort de ces neurones qui va se faire par 1'une des

principales voies de mort cellulaire, I'apoptose, l'autophagie ou la nécrose (Chi et al., 2018).
7.1. Apoptose

L'apoptose est un processus de mort cellulaire étroitement régulé qui se produit naturellement
dans les cellules, il joue un rdle crucial dans le développement normal des organismes
multicellulaires et dans I'élimination des cellules endommagées ou anormales. C'est un
processus controlé permettant I'élimination des cellules mourantes avec un minimum de
dommages pour les cellules environnantes. Elle se distingue par le rétrécissement de la
cellule, la condensation de la chromatine et la fragmentation du noyau. Par la suite, la cellule
se brise en fragments appelés corps apoptotiques qui seront absorbés par les phagocytes
(Redza-Dutordoir et Averill-Bates, 2016).Outre que les facteurs pathologiques (tels que les
toxiques environnementaux) qui pourront induire la mort cellulaire programmée, l'apoptose
est également un mécanisme homéostatique, ou des éléments régulateurs forment un équilibre
qui détermine le nombre des neurones qui vont subir une apoptose. L'étape cruciale de
I’apoptose est l'activation protéolytique des caspases exeécutrices (casp 3, 6 et 7) par les

caspases initiatrices (casp 8, 9 et 10) (Dekkers et al., 2013). Chez les mammiferes,
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I'activation des caspases exécutrices est régulée par deux cascades protéiques distinctes :
(figure 10)
v Voie intrinseque ou voie dépendante des mitochondries

Dans la voie intrinseque qui semble étre dominante pour I’apoptose neuronale, les
mitochondries présentent des fuites et laissent échapper le cytochrome C (Cyt c¢), qui est un
signal essentiel déclenchant la phase finale de I'apoptose. Habituellement, le cytoplasme et la
membrane mitochondriale abritent des protéines appelées Bcl-2 et Bcl-x, qui sont anti-
apoptotiques et préservent l'intégrité de la membrane mitochondriale, empéchant ainsi les
protéines apoptotiques comme le Cyt ¢ de s'échapper dans le cytoplasme. Cependant, en
condition anormales et stressantes, comme l'absence d'un signal de croissance, ou des
dommages dus aux ROS ou a un mauvais repliement des protéines. Les protéines de stress
Bim, Bid et Bad, bloquent la fonction de Bcl-2 et Bcl-x, ces protéines activent ensuite deux
effecteurs pro-apoptotiques appelés Bax et Bak, qui créent des canaux dans la membrane de la
mitochondrie, permettant aux protéines intra-mitochondriales comme le cytochrome C de fuir
dans le cytoplasme et se lier a une protéine appelée Apaf - 1 (Apoptosis activating factor 1)
pour former un complexe appelé "apoptosome™. Ce complexe activera par la suite une caspase
initiatrice (casp 9) qui a son tour activera les caspases exécutrices comme (casp3 et 7).
L’activation de ces caspases provoquent la dégradation de I'ADN chromosomique ainsi que la
dégradation des protéines du cytosquelette ce qui entrainera des changements morphologiques
(Franklin, 2011; D’arcy, 2019).

v" Voie extrinseéque ou voie du récepteur de la mort

Cette voie implique la liaison d'une protéine adaptatrice, appelée Fas-associated death
domain (FADD), a la protéine Fas. Par la suite ce complexe se lie a la caspase initiatrice
(casp8), qui activera a son tour les caspases exécutrices (casp3, 6 et 7). Ce qui entrainera par
la suite le clivage de nombreux substrats cellulaires, provoquant directement la mort de la
cellule (Franklin, 2011; D’arcy, 2019). Il est important de noter qu’au cours de l'apoptose, la
membrane cellulaire garde son intégrité et ne provoque pas d'inflammation, contrairement a la
nécrose qui est associé a la lésion de la cellule. En effet, les corps apoptotiques ont une
membrane plasmique intacte et empéchent tout contenu de s'échapper dans l'espace interstitiel

et ils sont rapidement reconnus par les phagocytes et éliminés (D’arcy, 2019).
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Fig. 10: Voies de signalisation de I’apoptose : intrinséque et extrinseque (Hafeez et al.,
2021).

7.2. Necrose

La nécrose était a l'origine considérée comme une forme accidentelle de mort cellulaire. Ce
type de mort cellulaire se traduit par un gonflement de la cellule, suivi de I'endommagement
de multiples organites, la perte de l'intégrité de la membrane cellulaire, I'nydrolyse de 'ADN
et une libération du contenu cellulaire dans I'espace environnant déclenchant une réaction
inflammatoire et endommageant davantage les cellules voisines (Orrenius et al., 2015 ;
Redza-Dutordoir et Averill-Bates, 2016). La défaillance énergétique et la surcharge de Ca*?
intracellulaire sont des processus clés impliqués dans la mort nécrotique. Ceci, a son tour,
peut stimuler diverses enzymes cataboliques dépendantes du Ca*2, comme les phospholipases,
les protéases et les endonucléases (Orrenius et al., 2015). La nécrose est une forme de mort
cellulaire qui se produit en réponse a des Iésions importantes et qui n'implique généralement
pas l'activation des caspases. Bien qu'elle ne soit pas normalement impliquée dans le
développement normal des tissus, il existe des formes de mort nécrotique programmée, telles
que la nécroptose, qui peut jouer un réle important dans le développement et I'homéostasie
tissulaire normale. La nécroptose est une forme plus physiologique et programmée de mort

nécrotique et partage plusieurs processus clés avec l'apoptose et l'autophagie. Cette voie de
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signalisation est généralement déclenchée par des membres de la famille du facteur de nécrose
tumorale (TNF), nécessite l'inhibition de la caspase 8 et l'assemblage du nécrosome
(complexe RIP1-RIP3), (figure 11), (Khalid et Azimpouran, 2020).
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Fig. 11: La voie de la nécroptose (Zia et al., 2021).

Lors de la stimulation par le TNF-a, le récepteur TNF activé (TNFR) interagit avec RIPI et
recrute clAP1 et clAP2 pour former un complexe associé a la membrane plasmique, ce qui
entraine la polyubiquitination de RIP1. RIP1 se lie alors a FADD et a la procasp-8 pour
former un complexe qui active la Casp-8 et conduit a I'induction de I'apoptose. Si I'activité de
la casp-8 est inhibée, RIP1 se lie a RIP3 pour former un nécrosome et favorise I'auto-
phosphorylation de RIP3, ce qui permet a RIP3 de recruter et de phosphoryler MLKL. Il en
resulte une oligomérisation de MLKL, I'insertion membranaire des oligoméres de MLKL, la
perturbation du plasma et des cellules intracellulaires et la mort par nécroptose. D'autres
stimuli nécroptotiques, notamment FASL, TRAIL, LPS, ARNdD et interféron y (IFNy), peuvent
stimuler leurs récepteurs respectifs pour activer RIP1 et/ou RIP3 afin de provoquer la mort
nécrotique.

7.3. Autophagie

L'autophagie est un processus d'auto-dégradation en réponse a divers stimuli tels que la
carence en nutriments et la présence accrue des ROS, en formant des vacuoles a double
membrane appelées autophagosomes qui sont ensuite dégradées par des enzymes lysosomales
(figure 12). Il s'agit d'un processus par lequel la cellule dégrade son contenu cytoplasmique
(protéines, agrégats macromoléculaires et organites endommagés) dans le cadre d'une
stratégie de survie ; les métabolites générés sont réutilisés pour produire de I'énergie et des

molécules essentielles a la croissance et a la survie de la cellule (Patil et al., 2020). La
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dérégulation de l'autophagie a été associée a plusieurs maladies, notamment le cancer, les
maladies cardiaques et neurodégénératives (Redza-Dutordoir et Averill-Bates, 2016).
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Fig. 12: Mécanisme d’autophagie (Patil et al., 2020).

Le processus d'autophagie comprend cing étapes: l'initiation, au cours de laquelle les
macromolécules ciblent l'autophagosome a double membrane, qui s’active par le complexe
ULKJ1. Ensuite, il y a I'élongation et la maturation de I'autophagosome, qui impliquent deux
systemes de conjugaison : Atgl2 et LC3. A la fin, I'autophagosome mature fusionne avec un
lysosome pour former un autolysosome. Dans ce dernier, les organites endommagés tels que
les protéines, les lipides et les acides nucléiques sont hydrolysés.

Il est conclu par plusieurs résultats de travaux de recherche en toxicologie environnementale
que les xénobiotiques sont des générateurs de ROS dans les cellules et les organelles
subcellulaires et que le stress oxydatif consequent est impliqué dans les différents types de

mort cellulaire (Samet et Wages, 2018).

8. Stress oxydatif

8.1.Généralités

Tout desequilibre en faveur des systemes pro-oxydants contre les systéemes antioxydants,
génere un stress oxydatif se caractérisant par un niveau élevé des ROS, ces derniers sont
susceptibles de causer des dommages aux composants cellulaires, notamment les protéines,

les lipides et 'ADN. Cela conduit a la perte de leur fonction, donnant ainsi plusieurs
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pathologies telles que le diabéte, le cancer, les troubles cardiovasculaires et neurodégenératifs
(Chandra et al., 2016).

Les radicaux libres se définissent comme des especes chimiques qui contiennent un électron
non apparié sur I’orbite externe, ce qui les rend instables et hautement réactifs et leurs permet
d'enlever des électrons aux molécules voisines qui perdent leurs structures natives et donc
leurs fonctions, cela favorise des lésions cellulaires. Les ROS sont générés dans des
conditions physiologiques normales, comme lors de la phosphorylation oxydative, un
processus tres important dans nos cellules pour la production d'ATP. Or, ces radicaux libres
peuvent étre produits suite a I'exposition aux divers facteurs nocifs, notamment les rayons
ultraviolets (UV) et les toxiques environnementaux tels que les pesticides (figure 13). Les
ROS peuvent également étre formées au niveau intracellulaire par l'action de différentes
enzymes oxydantes telles que la NADPH oxydase (Nox) qui est trés abondante dans les
phagocytes, la xanthine oxydase (XO) et les oxydases peroxysomales (Chaitanya et al.,
2016).
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Fig. 13: Implication des pesticides dans la génération mitochondriale des ROS et la

détérioration des cellules neuronales (Thany et al., 2013).
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8.2. Stress oxydant et maladies neurodégénératives

Chaque maladie neurodégénérative est corrélée a I'accumulation de protéines spécifiques tel
que B-amyloide et protéine Tau dans le cas de la MA et a-synucléine pour la MP. Au fil du
temps, cette accumulation entraine une dégénérescence irréversible de la population neuronale
sélective (Angelova et Abramovn, 2018). De nombreuses études antérieures ont prouvé qu'il
existe une relation étroite entre les dommages oxydatifs et les maladies neurodégénératives.
Selon Xiang et ses collaborateurs (2013), le stress oxydatif favorise l'agrégation de I'a-syn
dans les neurones dopaminergiques, et que I'a-syn génere en outre des ROS intracellulaires.
Les ROS et le stress oxydatif jouent également un role important dans la MA en ayant un effet
delétére sur les biomolécules, en particulier les protéines. L'accumulation d'agrégats de -
amyloide joue un ro6le central dans le déséquilibre oxydatif, ce qui entraine un
dysfonctionnement mitochondrial et une défaillance énergétique, conduisant ainsi a des
Iésions neuronales (Singh et al., 2019). Les principales caractéristiques qui renforcent la
vulnérabilité du cerveau et font de cet organe une cible facile pour les dommages oxydatifs
sont sa demande énergetique élevee et son utilisation élevée d'oxygene (~ 20 %), sa richesse
en acides gras polyinsaturés qui sont tres sensibles a l'oxydation et sa faible capacité anti-

oxydante (Garbarino et al., 2015).

8.3. Systeme oxydant-antioxydant

Pour prévenir les effets déléteres des ROS, les organismes disposent deux catégories de

molécules antioxydantes :(figure 13)

8.3.1. Systéme antioxydant enzymatique

Les systemes enzymatiques tels que la SOD existant chez I’'Homme sous trois formes: la
Cu, Zn-SOD cytosolique (SOD-1), la Mn-SOD (SOD-2) mitochondriale et la SOD
extracellulaire (EC-SOD) (Matés et al., 2012). En genéral, la SOD dismute rapidement
I'anion superoxyde (O27) en peroxyde d'hydrogéne (H202), ce dernier peut réagir avec Fe?*
par la réaction de Fenton pour former le radical le plus dangereux (OH).Afin d'éviter la
concentration létale de peroxyde d'hydrogéne, les cellules disposent de CAT et de GPx,
d'autres enzymes de piégeage, qui catalysent la conversion de H.O2 en molécules inoffensives
(H20 et Oy) (Kim et al., 2015).
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8.3.2. Systéme antioxydant non enzymatique

La deuxieme catégorie de molécules antioxydantes concerne le groupe non enzymatique,
qui comprend le GSH qui fait partie de la défense naturelle de lI'organisme ; on sait qu'il joue
un réle central dans le contrle de I'noméostasie redox. Le GSH est un tripeptide (L-y-
glutamyl-L-cysteinyl-glycine) qui possede un groupe thiol réactif qui lui confere la capacité
de piéger les radicaux libres, cette réaction génére le glutathion oxydé (GS-SG), qui peut étre
recyclé a I'état réduit par la glutathion réductase (GR) dépendante du NADPH (Pocernich et
Butterfield, 2012).

8.3.3. Antioxydants d’origine exogene

Pour prévenir complétement les dommages oxydatifs, la défense antioxydante endogéne n'est
pas toujours suffisante. Par consequent, la source exogeéne est inévitable (Akhtar et al.,
2017). De nombreuses études démontrent que I'antioxydant naturel est la stratégie la plus sdre
pour éliminer les xénobiotiques. La vitamine C et E font également partie de la catégorie non
enzymatique antioxydante. Ces vitamines sont connues pour étre les meilleurs antioxydants
ayant une origine exogene (Peng et al., 2014). Elles participent a I'¢limination des radicaux
libres par le transfert d'électrons et en agissant comme cofacteur pour les enzymes anti-
oxydantes, comme elles protegent les membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique
(Kim et al., 2015). Cependant, plusieurs travaux de recherches ont montré que les phyto-
substances ont parfois une activité anti-oxydante remarquable, en ’occurrence on peut citer
les polyphénols (Li et al., 2014 ; Marago et al., 2015 ; Di Mauro et al., 2019).
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1. Généralités

1.1. Définition

Les pesticides constituent un groupe important de produits chimiques et se retrouvent plus
fréquemment dans les cultures agricoles, les produits animaux et méme l'environnement.
Dans notre vie quotidienne, on est expos¢ chroniquement d’une maniére directe ou indirecte a
un mélange de ces produits chimiques par le biais de la consommation d'aliments et d'eau
contaminés (Taghizadeh et al., 2019). Selon I'Organisation des Nations Unies pour
l'alimentation et l'agriculture (FAO), le terme pesticide désigne tout agent chimique,
biologique ou mélange d'agents utilisé pour prévenir, contrbler ou éliminer tout organisme
nuisible a la production, a la transformation, au stockage, au transport ou a la
commercialisation des produits agricoles (Kalliora et al., 2018). L'utilisation intensive des
pesticides dans l'agriculture pour répondre a la demande alimentaire souléve des inquiétudes
quant a la sécurité du consommateur. Outre que les avantages immédiats offerts par la
méthode de lutte chimique, il existe des inconveénients a long terme, notamment
l'accumulation de résidus dans les cultures, le développement d'une résistance chez les
organismes cibleés, des effets néfastes sur les organismes non ciblés, ainsi que des risques pour
I'environnement et la santé humaine (Yigit et Velioglu, 2020). Des études récentes ont établi
un lien entre les pesticides et les aberrations chromosomiques, le stress oxydatif et la
modification de l'activité des enzymes impliquées dans 1’apoptose, ce qui pourrait accroitre le
risque de plusieurs maladies, a savoir les dysfonctionnements cognitifs et les maladies

neurodégénératives(figure 14), (Iqubal et al., 2020).

1.2. Classification
Il existe trois catégories principales pour classifier les pesticides : Classification selon la
structure chimique, classification basée sur les organismes nuisibles qu'ils ciblent et la

troisieme se base sur le mode d'entrée (Alengebawy et al., 2021).

1.2.1. Classification selon la structure chimique des pesticides

La méthode la plus répandue et la plus utile pour classer les pesticides consiste a les
répertorier en fonction de leur structure chimique et de la nature de leurs matieres actives.
Cette catégorie est basée sur les caractéristiques physiques et chimiques du pesticide. Elle
permet de déterminer la méthode d'application appropriée, le dosage et les précautions a

prendre lors de I'application. Chaque classe chimique contient plusieurs sous-classes qui sont
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répertoriées en fonction de leurs propriétés toxicologiques et de leur composition chimique
(Yadav et Devi, 2017).

1.2.2. Classification en fonction des organismes ciblés
Ce type de classification désigne les pesticides par des noms distincts qui décrivent leurs
actions. Les noms de cette catégorie proviennent du terme latin “"cide", qui signifie "tueur" et

qui est ajouté au nom de I'organisme nuisible ciblé (figure 15) (Hassaan et EI Nemr, 2020).

1.2.3. Classification selon le mode d'entrée

Les modes de pénétration font référence aux différentes méthodes par lesquelles les
pesticides entrent en contact avec la cible. Cette catégorie comprenne les pesticides
systémiques, de contact stomacaux, les fumigants et les répulsifs (tableau 1) (Yadav et Devi,
2017).

1.3. Modes d’exposition aux pesticides

L’exposition aux pesticides implique plusieurs voies. En effet, ces substances peuvent
pénétrer dans l'organisme par contact cutane, ingestion et inhalation. La voie respiratoire ou
cutanée étant celle a laquelle sont essentiellement exposés les professionnels, producteurs et
utilisateurs. A ces deux voies se rajoute la pénétration par voie orale qui est due a 1’ingestion
d’aliments ou de boissons contenant des résidus de pesticides, elle peut étre également liée au
fait de manger, de boire ou de fumer avec des mains contaminées. Les cultures sont souvent
traitées avec plusieurs types de pesticides pour protéger contre une variété de ravageurs, ce
qui rend plus probable I'exposition de la population générale a un mélange de résidus
(Bourbia-Ait Hamlet, 2013). Par conséquent, 1’effet combiné de ce cocktail peut entrainer
une interaction conjointe entre les produits chimiques modifiant ainsi l'absorption, la
biotransformation, la distribution et 1'¢limination de I'un sur les autres et provoquant par la
suite ’apparition de nouveaux métabolites qui pourront étre plus dangereux en comparaison
avec la préparation de base, ce qui rend la question du risque pour I'écologie et la santé

humaine encore plus grave (Aouey et al., 2017).
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Fig. 14 : Neurotoxicité causée par les pesticides : mécanismes et effets ((Iqubal et al., 2020).

L exposition aux pesticides entraine une diminution de Nrf2, un facteur qui controle I'expression des
génes antioxydants, une augmentation de NF-kB (protéine impliquée dans la réponse immunitaire et
la réponse au stress cellulaire) et I’ouverture des canaux calciques. Ce qui provoquera par la suite le
stress oxydatif, la neuro-inflammation, /’apoptose neuronale et la réduction des niveaux de
sérotonine. TNF-A facteur de nécrose tumorale.
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Fig. 15 : Classification des différents types de pesticides (Alengebawy et al., 2021).
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Tab.1:Classification des pesticides en fonction de leurs mode d’entrée (Yadav et Devi,
2017 ; Alengebawy et al., 2021).

Mode d’entrée Définition Exemple
dans la cible

Pesticides absorbés puis acheminés via la séve vers
Pesticides toutes les parties de la plante non traitées. Imidaclopride
systémiques

Pesticides non systémiques, ils agissent seulement
Pesticides de lorsqu'ils entrent en contact direct avec les

contact organismes nuisibles ciblés. Paraquat
Ils pénetrent dans l'organisme ciblé via son systéme
Empoisonnement | digestif ~ provoquant  ainsi sa  mort  par Malathion

de l'estomac empoisonnement.

Ils n'ont pas d'effets mortels, ils font que repousser
Les répulsifs les ravageurs. Methylanthranila
te

un type de pesticide qui fonctionne en générant des
) vapeurs. Lorsqu'ils sont appliqués, ils produisent des 1,3-

Les fumigants | 447 nocifs qui peuvent pénétrer dans I’organisme visé | dichloropropene
via son systeme respiratoire, entrainant ainsi sa mort
par empoisonnement.

1.4. Devenir des pesticides dans I’environnement

Les pesticides sont largement utilisés dans l'agriculture moderne car ils jouent un réle
crucial dans la protection des cultures (Kushwaha et al., 2016). Cependant, plusieurs études
ont montré que leur utilisation présente un risque potentiel pour I'environnement en raison de
leur capacité a s'accumuler dans difféerents compartiments tels que I'eau, le sol, l'air et les
plantes, ainsi que de leur persistance et de leurs effets a long terme sur les organismes vivants.
Lors du traitement des cultures, une partie considérable du pesticide est volatilisée dans
I'atmosphére et peut ensuite étre décomposée sous l'effet des rayons solaires, pour se retrouver
de nouveau a la surface de la terre. En fonction des propriétés physico-chimiques des
pesticides appliqués, tels que la solubilité, le coefficient de distribution octanol/eau (Kow) et
la demi-vie, ainsi que des conditions météorologiques, les métabolites de ces produits
chimiques peuvent contaminer le sol, les eaux de surface et les eaux souterraines et
s'accumuler dans les plantes et les graisses animales, marquant ainsi leur présence tout au

long de la chaine alimentaire (figure 16), (Andreu et Picd, 2012).
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Fig. 16: Devenir des pesticides dans les différents compartiments de I’environnement
(Bonvallot, 2014).

2. Pyréthrinoides
2.1. Généralités

Parmi les différentes classes de pesticides, les insecticides ont été accuses d'avoir le plus
d'effets délétéres sur la santé humaine car ils sont congus pour cibler les récepteurs tels que
les canaux ioniques et les enzymes des insectes qui sont trés similaires a ceux que 1’on trouve
chez I'Homme (Igho et Afoke, 2014). Les pyréthrinoides, insecticides organiques
synthétiques, utilises depuis les années 80 (Tang et al., 2018), ils sont des dérivés des
pyréthrines, que certaines plantes produisent naturellement, comme le Tanacetum
cinerarieafolium et le Chrysanthemum cinerariifolium. Chimiquement parlant, ils dérivent des
acides et des alcools de l'acide de chrysanthemum (ethyl 2,2-dimethyl-3-(1-isobutenyl)
cyclopropane-1-carboxylate). Ces insecticides sont connus par la rapidité de se dégrader dans
I'environnement a des températures, des niveaux de lumiere et d'humidité appropriés, ce qui
fait de cette classe une alternative prometteuse des pesticides conventionnels (Farag et al.,

2021). Bien que ces pesticides aient un potentiel de pollution plus faible que les pesticides
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classiques, mais ils peuvent toujours pénétrer par le processus de bioamplification dans le
corps des animaux, ou ils sont absorbés par les tissus adipeux et restent persistants dans la
chaine alimentaire pour de longues périodes (Mahmood et al., 2016). La présence des
pyréthrinoides ne se limite pas au domaine agricole, mais ces produits chimiques sont
également présents dans les shampooings et les cremes pour la peau. Selon une étude récente,
les pyréthrinoides altérent un large éventail de fonctions biologiques, I'exposition chronique a
cette classe de pesticides, méme a faible dose, peut avoir des effets toxiques sur différents
systemes, notamment le systéeme nerveux, immunitaire, et cardiovasculaire (Tang et al.,
2018). En plus de se lier directement a I'ADN, ces produits chimiques créent des
changements épigénétiques, perturbant la fonction endocrinienne et augmentant le stress
oxydatif (figure 17). Ces réponses biologiques pourraient étre liées aux propriétés

cancérigenes de ces insecticides (Navarrete-Meneses et Pérez-Vera, 2019).

2.2. Classification
La classe des pyréthroides se divise en deux groupes; les pyréthrinoides de type | (dépourvus
du groupement cyano) tels que la perméthrine et l'alléthrine, ce groupe est moins persistant
dans I’environnement avec une demi-vie de quelques heures en surface ; lespyrethrinoides de
type I1, ce type est de la deuxieme génération, doté d'un groupement alpha-cyano, tels que la
cyperméthrine, le fenvalerate et la deltaméthrine, ce groupe est congu pour améliorer la
photostabilité avec une demi-vie de dizaines a des centaines de jours. Les pyréthrinoides sont
classés comme des neurotoxiques visant les axones du systéme nerveux central et

périphérique en interagissant avec les canaux sodiques des insectes (Zhu et al., 2020).
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Fig. 17: Effets moléculaires des pyréthroides (Navarrete-Meneses et Pérez-Vera, 2019).

1. Interagissent directement avec I'ADN. 2. induisent des modifications au niveau d'ADN tels que la
méthylation, ainsi que d'autres altérations épigénétiques. 3. Modifient I'expression des geénes. 4.
Interférent avec les récepteursd’cestrogene (ER) et d’androgene (AR), entrainant la production de
guinones et de semiquinones susceptibles d'endommager I'ADN. 5. Générent des ROS. 6. Perturbent la
prolifération et la différenciation, probablement en perturbant les récepteurs AR et ER. 7. Affectent
I'adhésion cellulaire. 8. Déclenchent I'apoptose par une augmentation des dommages a I'ADN.

2.3. Exemple des pyréthrinoides : Cypermethrine (CYP)

Au cours des deux derniéres décennies, la CYP ((R,S)-alpha-cyano-3-phenoxybenzyl(1RS)-
cis,trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-carboxylate)a été I'un des pesticides
les plus utilisés dans le monde (Farag et al., 2021). Ce pyréthrinoide contient des atomes de
chlore (figure 18) qui améliorent son activité insecticide et sa stabilité. Par conséquent, la
présence de cet halogene dans ce produit chimique augmente le risque d'effets négatifs sur
I'environnement (Richterova et al., 2015).
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Fig. 18 : Structure de la CYP (Kanyika-Mbewe et al., 2020).
2.3.1. Toxicocinétique de la CYP

En raison de sa nature lipophile, la CYP a tendance a s'accumuler dans le systéme nerveux et
le tissu adipeux (Eraslan et al., 2017). Comme elle a également la capacité de traverser la
barriere placentaire (Hassouna, 2020) et d’étre excrétée dans le lait maternel (Laugeray et
al., 2017). L'hydrolyse des esters et l'oxydation représentent les principales voies
métaboliques des pyréthroides, qui sont toutes deux assurees par des carboxyl estérases et
plusieurs isoformes de la famille du cytochrome Passo (Navarrete-Meneses et Pérez-Vera,
2019). Généralement, la présence de pyréthrinoides est évaluee en analysant les niveaux de
cing metabolites excrétés dans les urines. Ces métabolites (figure 19) sont l'acide 3-
phénoxybenzoique (3-PBA), l'acide cis- et  trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
diméthylcyclopropane-1-carboxylique (cis-DCCA et trans-DCCA), l'acide 4-fluoro-3-
phénoxybenzoique (F-PBA) et [lacide 3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane
carboxylique (DBCA) (Tang et al., 2018). Selon des études in vitro menées sur des cellules
animales et humaines, le métabolisme de la CYP se fait dans le foie et donne naissance au cis-
et trans-DCCA, ainsi que le 3-PBA. Le moment de l'apparition de ces métabolites et leur
élimination de l'organisme dépend de la voie d'exposition. En cas d'ingestion, les pics des
niveaux de meétabolites devraient étre observés environ 8-9 heures apres exposition, et
I'élimination qui est majoritairement urinaire devrait étre pratiguement complete aprés 48-72
heures. En cas d’inhalation, les concentrations maximales devraient se produire plus
rapidement et la majeure partie de la CYP absorbée (plus de 75 %) devrait étre éliminée au
bout de 2 a 3 jours (Ratelle et al., 2015).
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Fig. 19: Pyréthrinoides et leurs métabolites (Quindroit et al., 2021).

2.3.2. Neurotoxicité de la CYP

La lipophilie de la CYP lui permet de traverser facilement la barriére hémato-encéphalique
ce qui renforce la plausibilité d’effets sur le cerveau en provoquant des dommages oxydatifs
par la production des radicaux libres et la réduction du pouvoir antioxydant (Farag et al.,
2021). Les pyréthrinoides sont connus pour avoir des effets indésirables sur les neurones en
inhibant I’AChE (Chourasiya et Mahobiya, 2020). La neurotoxicité de la CYP se manifeste
par un comportement agressif, des mouvements non coordonnés et dysfonctionnement des
neurotransmetteurs. Ces troubles comportementaux pourraient étre dus a 1’effet antagoniste de
la CYP sur les récepteurs aminobutyrique (GABA). Ce pyréthrinoide a la capacité d’inhiber le
transport des ions chlorure et de moduler I'activité des canaux calciques voltage-dépendants
(Ali et al., 2020). La CYP empéche également la fermeture de la porte ionique du canal
sodique ce qui prolongera le passage du sodium et la dépolarisation de la membrane,
perturbant ainsi la transmission de l'influx nerveux. Apres avoir pénétré dans les cellules
nerveuses, la CYP produit des cyanohydrines qui sont ensuite décomposées en cyanures et en
aldéhydes. Ce processus génére des ROS, qui a leur tour induisent une peroxydation des
lipides (LPO) et augmentent les niveaux de calcium cytosolique (Ca++), entrainant ainsi une
cytotoxicité et une génotoxicité (figure 20) dans les organismes ciblés (Chourasiya et
Mahobiya, 2020).
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Fig. 20: Présentation schématique du role de la famille miR-200 dans I'apoptose des cellules
PC12 induite par la CYP (Pandey et al., 2015).

Les pyréthrinoides sont connus pour provoquer un stress oxydatif chez les animaux du laboratoire et
dans des conditions in vitro. Les résultats d’exposition des cellules PC12 (un excellent modele pour
I'étude de la neurotoxicité développementale) a 100uM de la CYP pendant 3 jours ont montré une
augmentation significative des niveaux d'ARNm et de protéines P53, un facteur de transcription qui
régule l'apoptose neuronale en réponse aux neurotoxines. L’augmentation des niveaux de P53 a joué
un réle dans la surexpression de la famille miR-200 qui sont des molécules d'ARN régulatrices, dont il
a eté démontré qu'elles régulent la neurogenése dans le cerveau adulte et en développement. Cette
surexpression a significativement inhibé I'expression d'’ARNm et de la protéine BCL2 provoguant ainsi
[’apoptose.

2.3.3. Neurotoxicité développementale de la CYP

Plusieurs études épidémiologiques ont signalé que 1’exposition aux pyréthrinoides pendant
la grossesse a des effets neurotoxiques sur le cerveau en développement, qui s’exprime par un
retard de développement neurocognitif chez les enfants (Viel et al., 2015). Shelton et al.
(2014) ont rapporté que l'exposition aux pyréthrinoides au cours du troisieme trimestre de
grossesse augmente la probabilité d’avoir des enfants autistes. Les travaux de Wagner-
Schuman et ses collaborateurs (2015) mettent également en cause les pyréthrinoides dans le
trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité. Les résultats d’une étude in vivo montrent
que I'exposition transplacentaire a la CYP a une dose de 25 mg/kg de p.c du 15 jusqu’au
21éme jour de gestation, induit une astrogliose et une microgliose dans le cortex cérébral des

ratons issus des mamans traitées, ce qui correspond a des perturbations de la perméabilité au
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niveau de la barriére hémato-encéphalique et a un certain degré d'inflammation dans le cortex

cerébral (Hassouna, 2020).
3. Néonicotinoides
3.1. Généralités

Les néonicotinoides sont des dérivés synthétiques de la nicotine (figure 21). lls font partie
des pesticides les plus populaires dans le monde en raison de leur grande efficacité sur les
espéeces d'insectes nuisibles, de leur longue persistance ; assurant ainsi de longues périodes de
protection et de leur nature systémique qui signifie que le pesticide est présent dans toutes les
parties de la plante, ce qui facilite le contrdle d'un large spectre de nuisibles (Sgolastra et al.,
2020). Néanmoins, de nombreuses études ont prouvé que ces propriétés presentent de
nombreux risques ; les résidus de néonicotinoides ne peuvent pas étre simplement éliminés en
raison de leur caractére systemique (Abreu-Villaca et Levin, 2018). Apres des utilisations
répetées, la pluparts de ces pesticides et leurs metabolites sont connus pour étre persistants
dans le sol et les sédiments aquatiques (Anadon et al., 2020). De plus, ces composés
chimiques ont été détectés dans des zones adjacentes a leur point d'application, ce qui signifie
que ces pesticides ne sont pas sélectifs et provoquent des effets néfastes sur les plantes non
ciblées et les organismes bénéfiques tels que les abeilles. Par conséquent, ces menaces ont
incité I'Union Européenne a interdire l'utilisation de trois néonicotinoides (clothianidine,
imidaclopride et thiaméthoxame) en 2013 (Hladik et al., 2018). De nombreux auteurs ont
indiqué qu'il a été prouvé que cette classe de pesticides endommageait divers tissus,
notamment le cerveau (Gasmi et al., 2017), les reins (Erdemli et al., 2020) et le foie
(Sriapha et al., 2020).
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Fig. 21: Structures chimiques de la nicotine et des insecticides néonicotinoides (Costas-

Ferreira et Faro, 2021).

3.2. Exemple de neonicotinoides : Imidaclopride (IMID)

L'IMID (1[(6-chloro-3-pyridinyl) methyl]-N-nitro-2-imidazolidinimine) (figure 22) est
I'un des principaux néonicotinoides actuellement présent sur le marché (Anadén et al.,
2020), membre du sous-groupe chloronicotinyl nitroguanidine et il a été congu pour imiter
structurellement la nicotine. Ce composé chimique a été découvert en 1985 et en 1991, il a
été produit comme le premier néonicotinoide a usage commercial (Ding et al., 2013). Il a
été démontré que I'IMID persiste dans le sol pendant de nombreux mois a des années en
raison de sa forte solubilité dans I'eau et de sa nature assez peu volatile, ce qui entraine son
accumulation dans I'environnement ou il peut affecter les organismes non ciblés (Li et al.,
2019).
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Fig. 22: Structure de 'IMID (Leiva et al., 2017).
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3.2.1. Toxicocinétique de PIMID

Les néonicotinoides et leurs métabolites ont un faible coefficient de partage octanol-eau et
sont solubles dans I'eau. Apres une prise orale, cette classe de pesticides est bien absorbée
(92 %) par le tractus intestinal de maniere active, et de maniére plausible par la peau et les
voies aériennes. Chez les mammiferes, les néonicotinoides une fois absorbés sont
rapidement metabolisés dans le foie par le cytochrome Pasg et l'aldéhyde oxydase. Les
métabolites issus de cette phase subissent par la suite une conjugaison a savoir une
conjugaison du glutathion, de glycine et la glucuronidation. Le métabolisme des
néonicotinoides peut se produire partout ou le cytochrome Paso et I'aldéhyde oxydase sont
exprimes, par exemple dans les globules rouges, le placenta et le cerveau (Marfo et al.,
2015). Le metabolisme de ces produits chimiques pourrait donner lieu a des métabolites plus
dangereux que le pesticide lui-méme ; le desnitroimidaclopride faisant partie de ces
métabolites toxiques, en raison de son efficacité également comme agoniste des nAChRs des
mammifere (Ichikawa et al., 2019). L'excrétion de ces composes se fait principalement dans
I'urine en raison de leur faible poids moléculaire et de leur hydrosolubilité, qui leur permet

de traverser librement le glomérule (Marfo et al., 2015).
3.2.2. Neurotoxicitée de PIMID

Les néonicotinoides agissent spécifiquement sur les insectes en inhibant le mécanisme de
transmission de leur systeme nerveux central par l'activation des nAChRs. Cependant, il a
été démontré que I'exposition a cette classe de pesticides a également un effet négatif sur le
sous-type a4PB2 nAChR des mammiféres (Zheng et al., 2020). En raison de l'activation
persistante de ces récepteurs par I'IMID, l'acétylcholine s'accumule bloquant ainsi la voie
neuronale nicotinergique, ce qui entraine la paralysie et la mort (Kara et al., 2015). En

association avec l'activation des nAChRs cérébraux, divers neurotransmetteurs clés sont
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libérés, notamment la dopamine, le glutamate, la sérotonine et le GABA (acide y-
aminobutyrique) (Anadon et al., 2020). D’aprés les résultats de 1'étude cas-témoins réalisée
par Marfo et ses collaborateurs, (2015), les néonicotinoides sont fortement associés a des
symptémes typiques, notamment neurologiques a savoir la perte de mémoire récente et le
tremblement des doigts. Les travaux de Lonare et al. (2014) indiquent que 1’exposition des
rats a 'IMID pour une durée de 28 jours a des doses de 45 et 90mg/kg p.c induit des 1ésions
cérébrales en diminuant le pouvoir antioxyadant et en augmentant la peroxydation lipidique
(figure 23).
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Fig.23:Principaux mécanismes de neurotoxicitédes néonicotinoides (Costas-Ferreira et
Faro, 2021)

(1) Les néonicotinoides induisent I'activation des récepteurs de sous-type a4f2 et a7, (2) une
augmentation de I'influx de Ca*?, une dépolarisation de la membrane et I'ouverture du VDCC. (3) Le
Ca*? peut se lier a la calmoduline, augmentant ainsi la synthése de NO et la production de ROS, (4)
comme il peut également se lier aux récepteurs de la ryanodine du RE, augmentant encore ses
concentrations dans le cytosol. (5) Les néonicotinoides modifient également I'activité de plusieurs
enzymes antioxydantes, (6) augmentent l'activité de la xanthine oxydase. Par conséquent, (7)
I'augmentation des niveaux de ROS entraine une peroxydation lipidique et une oxydation d’ADN et
des proteéines, (8) affectent gravement les mitochondries (9) et le RE, (10) activant ainsi deux voies
différentes d'apoptose cellulaire. (11) Les néonicotinoides activent également les astrocytes et (12) les
microglies, avec une augmentation de la GFAP et de I'lbal, et une libération de cytokines pro-
inflammatoires. Certaines de ces derniers, (13) comme le TNF-a, peuvent se lier aux récepteurs de
mort et déclencher I'apoptose neuronale.
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3.2.3. Neurotoxicité développementale de 'TMID

Selon plusieurs études, les contaminants environnementaux exercent leur impact negatif sur la
grossesse et la santé embryonnaire en faisant intervenir plusieurs voies, notamment la
perturbation des systéemes de signalisation hormonale, la régulation épigénétique des genes,
ainsi que le désequilibre entre la production d'especes réactives de l'oxygéne (ROS) et les
voies de détoxification qui ne sont pas entierement développées au début de la gestation, ce
qui rend le feetus en développement trés vulnérable aux dommages oxydatifs, provoquant
ainsi une altération irréversible des macromolécules cellulaires, un dysfonctionnement
mitochondrial et une apoptose (Al-Gubory, 2014). Les résultats de Passoni et ses
collaborateurs (2021) montrent des niveaux détectables d'IMID et de ses métabolites dans le
cerveau des souris issues des meres traitées avec des doses allant de 0,118 mg/kg/jr a 41
mg/kg/jr entre le 6°™ et le 9¢me jour de gestation, ce qui suggere la capacité de I'ITMID a
traverser la barriere hémato-encéphalique et le placenta.
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I. Matériels et méthodes
1. Présentation du sujet

Dans cette présente étude, nous nous sommes focalisés sur deux pesticides largement utilisés
dans la région de Bejaia, a savoir la Cypermethrine (CYP), un membre de la famille des
pyréthrinoides, et I'Imidaclopride (IMID), un dérivé synthétique de la nicotine
(néonicotinoide). Les doses ont été choisies en se référant aux résultats de Jallow et al.
(2017) qui ont trouvé 1,2 mg/kg de résidus d'IMID dans le concombre et de Skretteberget
al. (2015) quia trouvé 6.7 mg/kg de résidu de la CYP dans la menthe poivrée.

Il faut également noter que dans la premiere partie de notre étude, nous avons utilise un
flavonoide tres répandu dans le thé vert, a savoir la catéchine, afin d’évaluer son effet
préventif et cytoprotecteur contre une exposition chronique a I’'IMID. Selon plusieurs études
antérieures, la dose de 20mg/kg de catéchine produisait de meilleurs effets protecteurs dans
le traitement de différents types de lésions cérébrales (Uzun et al., 2010 ; Kalender et al.,
2012 ), c’est pourquoi cette dose a été choisie dans la présente étude. Pour convertir la
concentration des pesticides dans le concombre et la menthe poivrée en dose quotidienne
dans les études expérimentales sur les animaux, nous avons utilisé un facteur de conversion
quiest de 0,05 chez les rats (EFSA, 2011).

2. Produits chimiques

La plupart des produits chimiques utilisés dans cette étude ont été achetés chez Sigma
Aldrich, Allemagne. COMMANDO est le nom commercial de 'IMID, acheté aupres de la
societe VAPCO, Jordanie. CYRUX est le nom commercial de la CYP, acheté aupres de la
société UPL Limited, Inde.

3. Entretien des animaux

Des rats albinos Wistar d’environ 200g ont été fournis par I’institut Pasteur d’Alger. Dés leur
réception, les animaux ont été placés dans des cages pour une période d’acclimatation de deux
semaines. Ils ont été maintenus dans des conditions de température et d’humidité standards,
d’une température de 22+ 2°C et d’une hygrométrie d’environ 60%, avec un cycle périodique
(lumiere /obscurité) de 12 heures. Les rats ont eu un acces libre a la nourriture et a I’eau. Tous
les essais expérimentaux ont été réalisés conformément aux directives internationales pour le
soin et l'utilisation des animaux de laboratoire.

Cette étude a été réaliseée en deux parties dans le but de cerner la nature et I’intensité des effets

de deux pesticides largement utilisés et le pouvoir préventif de la catéchine chez le rat.




Matériels et méthodes

4. Traitement des animaux
Partie I: Altérations cognitives et mitochondriales dans le striatum et I'hippocampe de
rat exposés a I'imidaclopride : réle protecteur des catéchines
Dans un ler temps, une étude a été réalisée dans le but d’examiner les effets d'une exposition
chronique a I'IMID sur le comportement, l'activité cholinestérasique et les réponses au stress
oxydatif, dans deux zones principales du cerveau du rat (striatum et hippocampe), ainsi que le
role protecteur d’un flavonoide largement présent dans le thé vert, il s’agit de la catéchine
(figure 24). Plusieurs études ont montré que, grace a ses propriétés antioxydantes, la
catéchine a la capacité de moduler la neurotoxicité ; en protégeant les cellules nerveuses
contre les dommages oxydatifs, elle a également la capacité d’améliorer la fonction cognitive
en augmentant la plasticité synaptique et la formation de nouvelles connexions entre les
neurones. Cela peut aider a prévenir ou a atténuer les déficits cognitifs associés aux maladies

neurodégénératives (Ahmed et al., 2013 ; Teixeira et al., 2013).
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Fig.24 : Structure de base des catéchines

Dans cette partie, I''MD et la catéchine ont été mises en suspension dans de I'huile de mais et
administrés par voie orale pendant 3 mois a des doses de 1,2 mg/kg/jour et 20 mg/kg/jour,

respectivement. Les rats ont été répartis au hasard en quatre groupes (figure 25) :

- groupe témoin recevant seulement 1 ml d'huile de mais ;
- groupe C recevant 20 mg/kg de catéchine ;
- groupe IMID recevant 1,2 mg/kg d'imidaclopride ;
- groupe IMID + C recevant une combinaison (IMID a 1,2 mg/kg/jour et catéchine a 20
mg/kg/jour).
La prise de poids des rats est effectuée tous les 10 jours durant toute la phase du traitementdans

le but d’évaluer I’effet des xénobiotiques étudié.
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Figure. 25 : Schéma recapitulatif du protocole expérimental (fenétre adulte)

Partie 11: Etude neurocomportementale et évaluation des troubles mitochondriaux dans
les régions cérébrales de la progéniture (F1, F2) apres exposition de rates gestantes et

allaitantes a de faibles doses d'imidaclopride et de cyperméthrine

Deuxiémement, une autre étude a été realisée dans le but d’évaluer I’effet de I'IMID et de
la CYP, soit seuls ou en mixture, au regard de deux périodes d’importance majeure dans le
développement précoce du systéme nerveux, la gestation et ’allaitement, et les conséquences
potenticllement persistantes ou retardées survenant a I’age adulte et au cours des générations.
Aprés deux semaines d’habituation a 1’animalerie, les femelles ont été mises en reproduction
avec des males (2;1). Le lendemain, les rattes ont été examinées par la mise en évidence de la
présence des spermatozoides au niveau du vagin; ce qui annonce le premier jour gestationnel
GL1. Apreés la fécondation, 4 femelles (FO) ont été placées individuellement dans des cages. Par
la suite elles ont été réparties en 4 groupes d’exposition (figure 26) :

- Groupe témoin recevant de I'huile de mais ;
- Groupe IMID recevant 1,2 mg/kg d'IMID ;
- Groupe CYP recevant 6,7 mg/kg de CYP ;
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- Groupe Mixture (MIX) recevant un mélange (IMID a 1,2 mg/kg/jour et CYP 6,7

mg/kg/jour).

Dans cette étude, I''MD et la CYP ont été dissous dans de I'huile de mais et administrés par

voie orale depuis le 1¢ jour de gestation jusqu’au 21°™ jour d’allaitement. Les femelles

adultes de la génération F1 (descendants de meres FO) ont été accouplés avec des males (non

exposes aux pesticides) pour générer la génération F2.

N - r
G1 de gestation
Rats Control Rats traite par Rat traite par la Rat traite par la
i I’IMID CYP MIX
. . A partir de PND1 l

Ouverture des yeux, mesure du
| poids corporel

L

..[ Tests de développement sensori-moteur ]

( -1, : : N
Surface righting, Cliff aversion,
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Fig. 26 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental (fenétre pré et postnatal)
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5. Analyse comportementale
Tests de développement sensori-moteur

A la naissance, l'ouverture des yeux a été surveillée et le poids corporel a été mesuré du 1* au

21°™ jour de 1’age postnatal.
Evaluation du développement locomoteur

Le réflexe de retournement (surface righting)

Du 3°™ au 5°™ jour de 1’Age postnatal, le réflexe de retournement a été réalisé comme décrit
par Peiffer (2011). Ce test consiste a placer le raton sur son dos sur une planche horizontale,
I'animal va ensuite essayer de se retourner en se balancant a droite et a gauche. Dans ce test, le
temps qu’il faut pour que le raton se remettre sur ses quatres pattes est chronométré (figure
27).

Fig. 27 : Test de retournement (surface righting)
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Cliff aversion

Du 5°™ au 7™ jour de I’age postnatal, Cliff aversion (figure 28) teste le réflexe, la force et la
coordination du jeune rat. Dans ce test, la téte et les pattes antérieures du raton sont
positionnés au bord d’une boite plate surélevée. Deux essais consécutifs sont effectués pour

chaque raton qui sera noté par des points en comptant le temps qu’il lui faut pour s’éloigner
du bord (Peiffer, 2011).

Fig. 28 : Cliff aversion

Negative geotaxis

Du 7™ au 9°™ jour de I’age postnatal, negative geotaxis (figure 29) est effectué pour
évaluer la coordination motrice, en comptant le temps qu’il faut pour qu’un raton placé sur
une pente de

E
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45° avec sa téte dirigée vers le bas de se tourner 180 ° vers le haut (Feather-Schussler et
Ferguson, 2016).

Fig. 29 : Negative geotaxis

Test de suspension (force musculaire)

Du 10°™ au 13°™ jour de I’dge postnatal, front-limb Suspension (figure 30) test refléte la
force et la coordination musculaire. Il consiste a accrocher les pattes antérieures du raton sur

un fil métallique tendu sur un objet stable, en enregistrant le temps total jusqu’a sa chute
(Albina et al., 2005).
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Fig. 30 : Test de suspension (force musculaire)

Tests du comportement a I’dge adulte

A partir du 75°™ jour d'exposition (fenétre adulte) et 60°™ jours (fenétre pré et post-natal),
une ¢tude neurocomportementale a été réalisée dans le but d’évaluer la neurotoxicité des deux
pesticides étudiés, I''MD (1,2 mg/kg/jour) et la CYP (6.7 mg/kg/jour) inhérente aux états
d'anxiété, d'activité locomotrice, de la mémorisation, l'apprentissage et la force musculaire par
différents tests (Open Field, Elevated plus maze, Test de reconnaissance de nouveaux objets
(NOR), la nage forcée et Konziela’s inverted screen). Ainsi que d'évaluer I'efficacité de
I'administration de catéchine dans la prévention des dommages en l'occurrence chez la

premiére partie (fenétre adulte).

Test Open Field (OF)

Ce test est concu pour évaluer le niveau d'anxiété et pour mesurer l'activité locomotrice
(Riebe et Wotjak, 2012). L'appareil a champ ouvert est un carré entouré de parois
transparentes ; le sol de I'appareil est divisé en 25 carrés égaux (figure 31). Selon la méthode
décrite par Tatem et al. (2014), le rat a été placé au centre de l'appareil et laissé I'explorer
librement pendant 5 min. L'appareil a été nettoyé entre chaque test avec de I'éthanol. Dans
cette étude, les schémas comportementaux mesurés sont I'ambulation et le rearing, qui sont

considérés comme des indicateurs des activités locomotrices et exploratoires, respectivement.
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Fig. 31: Test de champ ouvert (open field)

Test d’Elevated Plus Maze (EPM)

Le dispositif EPM se présente sous la forme d'une croix élevée a une hauteur de 50 cm du sol
(figure 32). Le dispositif est composé de quatre bras, deux bras ouverts et deux bras fermes
avec des parois de 30 cm de hauteur. Selon la méthode décrite par Baldo et Petersén (2015),
la durée du test est de 5 minutes et commence lorsque le rat est placé au centre du dispositif.
Un animal qui reste confiné dans les bras fermés a été considéré comme un comportement

anxieux.

E
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Fig. 32: Test d’Elevated Plus Maze (EPM)

Test de reconnaissance de nouveaux objets (NOR)

Le test NOR est basé sur le fait que les rongeurs passent plus de temps a explorer un objet
nouveau qu'un objet familier. Selon la méthode décrite par Antunes et Biala (2011). Ce test
est réalisé en trois phases : la premiére étape est la phase d'adaptation pendant laquelle le rat

est placé dans le dispositif pendant 5 minutes.

Le lendemain, pendant une période de 10 minutes, le rat est autorisé a explorer et a se
familiariser avec deux objets similaires positionnés cote a cote dans le dispositif ; c'est la
phase de familiarisation. La troisiéme étape est la phase de test au cours de laquelle le rat a été
laissé explorer deux objets de couleurs différentes : lI'objet familier A et le nouvel objet B
(figure 33). La mesure dépendante était le pourcentage de temps que le rat passait a explorer
le nouvel objet par rapport au temps total d'exploration des deux objets. La procédure a été

filmée pour calculer l'indice de reconnaissance IR [RI = 100 x (tB/tA +tB)].

s
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Training Setup ~ Testing Setup

Fig. 33 : Test de reconnaissance de nouveaux objets (NOR)

Test de la nage forcée

Le test de nage forcée est fréquemment utilisé pour examiner le comportement dépressif.
Selon la méthode décrite par Porsolt et al. (1978), l'animal est placé dans un réservoir de 56
cmde haut et 30 cm de large remplie d'eau (25 °C) pendant cinq minutes. La hauteur de l'eau
a été ajustée de facon a ce que les membres inférieurs de I'animal ne touchent pas le fond du
réservoir pour I'empécher de s'échapper, le soumettant ainsi a une nage forcée. Dans cette
étude, le comportement des rats a été filmé et le temps d'immobilisation a été suivi (figure
34).

Climbing Immobility

Fig. 34 : Test de la nage forcée
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Konziela’s inverted screen (KIS)

Basé sur la méthode congue par Deacon (2013), le test de Konziela’s inverted screen évalue
la force des animaux, ainsi que leur capacité a maintenir I'équilibre pendant I'inversion. Le test
est realisé en placant le rat au centre d'un écran métallique poreux avec des bordures en bois
(figure 35). Si ce temps est compris entre 1 et 10 s, le rat prend la note 1 ; s'il est compris
entre 10 et 26 s, il prend la note 2 ; entre 26 et 60, il prend la note 3.

Fig. 35: Test de konziela’s inverted screen

6. Analyses biochimiques

Aprés 3 mois d’exposition (fenétre adulte) ou en phase juvénile G1, adulte G1, juvénile G2 et
adulte G2 (fenétre pré et postnatale), les rats ont été sacrifiés par décapitation aprés une
anesthésie profonde a I'éther ; les cerveaux ont été récupérés et immédiatement lavés avec une
solution saline phosphatée froide (PBS), puis dissequés pour séparer le striatum et
I'hippocampe. Ces tissus régionaux du cerveau ont été utilisés pour évaluer l'effet des
pesticides utilisés et de la catéchine sur le statut redox mitochondrial, 1’intégrité et
perméabilité membranaire de cet organite, ajouté a cela, une étude histologique chez la fenétre
adulte.

E
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6.1. Séparation de la matrice mitochondriale du striatum et de I'hippocampe

L'extraction des fractions mitochondriales a été realisée selon la méthode décrite par Sahu et
al. (2014). Briévement, I'hippocampe et le striatum sont immergés et homogénéisés dans un
tampon TSE (10mM tris, 250mM sucrose, 0,1mM EDTA, pH 7,2 a 4C°) pour obtenir un tissu
homogene a 10%. L'homogeénat récupéré est centrifugé a 600g /10min afin d'éliminer les gros
débris cellulaires. Le surnageant résultant de cette centrifugation est récupéré puis centrifugé a
10 000g/10min. Le surnageant résultant est considéré comme la fraction cytosolique, et le
culot est remis en suspension dans le tampon TS (10mM tris, 250mM saccharose, PH 7.2)
puis centrifugé a 10,0009/10min. Le culot résultant de cette derniére centrifugation, considéré
comme étant la fraction mitochondriale, est remis en suspension dans le tampon de stockage
(250mM sucrose, 50mM tris, PH 7.2) qui sera utilisé directement pour I'‘évaluation de
I'intégrité structurelle et fonctionnelle des mitochondries ; le reste est conserve a -20° C pour
les analyses ultérieures. Afin de faire éclater les mitochondries et de récupérer la matrice
mitochondriale, nous avons procédé a une congélation-décongélation successive associée a
une homogeneisation environ 8 fois ; puis, nous avons effectué une centrifugation a 10.000
g/10 min. Le surnageant obtenu a été considéré comme la source mitochondriale de MDA,
GSH, CAT, GST, GPx et SOD (figure 36).

S souwrce de
MDA, GGSHL,
CAT, SOD
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culot Iave
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\ll\lll"l\ll'll

Fig. 36 : Préparation de la suspension et extraction de la matrice mitochondriale
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6.2. Détermination de I'activité de I’AChE et du calcium cytosolique

- L'activité d’AChE a été estimée selon la procédure d'Ellman et al. (1961), en utilisant
l'acétylthiocholine comme substrat 100ul d'échantillon cytosolique ont été ajoutés a 100ul de
DTNB (0,1M, pH 8) + 1ml de tampon tris (0,1M, pH 7).Une fois la réaction stable, 100ul de
substrat d'acétylthiocholine ont été ajoutés. L'absorbance a été suivie a 412 nm sur 4 min

pendant 20 min. L'activité d’AChE a été exprimée en Ul/mg de protéine.

- Les niveaux de calcium dans le cytosol ont été mesurés en suivant les recommandations d'un
kit commercial (SPINREACT, Espagne).

6.3. Evaluation du gonflement et de la perméabilité mitochondriale

Le gonflement des mitochondries a été évalué dans le striatum et I'nippocampe en utilisant la
méthode de Li et al (2014) ou l'absorbance des mitochondries isolées a partir de tissus frais a
4°C est surveillée a une longueur d'onde de 540 nm. La diminution de l'absorbance indique un
gonflement des mitochondries, qui est le résultat de la perte du pore de transition de
perméabilité mitochondrial (MPTP). La permeabilité mitochondriale a été évaluée selon la
méthode congue par Kristal et al (1996) ; cette technique est basee sur le taux de passage du
Ca++ suivi d'une augmentation de la taille des mitochondries détectée toutes les 30s pendant 3

min a 540 nm.

6.4. Evaluation des marqueurs du statut redox dans les mitochondries du striatum

et del*hippocampe
6.4.1. Détermination du taux de glutathion (GSH)

La concentration en glutathion a été mesurée par la méthode d'Ellman (1959). Le dosage est
basé¢ sur I’évaluation de la réduction du réactif d’Ellman (DTNB) par les groupes (SH) en
formant I’acide 2-nitro-mercaptobenzoique (Gasmi, 2018) (figure 39). Ce dernier est
caractérise par une coloration jaune intense, ce qui permet sa quantification

spectrophotométrique a 412 nm.

50 pl d'acide trichloracétique (TCA) (10%) + 50 pl de matrice mitochondriale sont centrifugés
a 1400g / 2min. On préléve 50 pl du surnageant auquel on ajoute 1 ml de tampon phosphate
(PH= 8) et 20 ul de DTNB (acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique) (0,01M). Apres 15
minutes d'incubation, la lecture de la densité optique a été effectuée a 412 nm par rapport au

blanc de réactif préparé dans les mémes conditions. Les concentrations du glutathion réduit
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sont exprimées en mmol/ml. Elles sont déduites a partir d’'une gamme étalon de glutathion

préparée dans les mémes conditions que le dosage (Annexe 2).
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Glutathione (GSH) Ellman’s reagent (DTNB)  2-Nitro-5-mercapto-benzoic (NMB) acid GSH Dimer

Fig.37: Réaction du réactif d'Ellman avec le glutathion (Appala et al., 2016).

6.4.2. Determination du taux d*acide malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est 'un des produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés
sous I’effet des ROS libérés au cours du stress (figure 38), et peut donc étre consideré
comme un marqueur de la peroxydation lipidique. Dans cette présente étude, les niveaux de
MDA ont éte evalués selon la méthode de Niehius et Samuelson (1968).Le principe de cette
technique est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec I’acide
thiobarbiturique (TBA), pour former un pigment rose (figure 39).0,5 ml de I'échantillon a été
traité avec 2 ml d'un réactif composé de (TBA 37%, TCA 15%, HCI 0,25N), le mélange
résultant a été incubé dans un bain-marie a 100°C pendant 15 min puis refroidi et centrifugé
pendant 10 min, lI'absorbance du surnageant formé a été mesurée par un spectrophotomeétre a
532 nm.
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Fig. 38: Réactions en chaine de la peroxydation lipidique et ses produits terminaux
(Dorsemans, 2018).
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Fig.39 : Principe du dosage du MDA

6.4.3. Détermination de activité de la CAT

L'activité enzymatique de la catalase a été déterminée selon la méthode de Clairbone (1985) ;
cette méthode est basée sur la mesure de la disparition du peroxyde d'hydrogéne due a

I'activité de cette enzyme (figure 40). Dans une cuvette en quartz, nous avons mitl mL de
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tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) + 50 ul de la source d'enzyme (matrice mitochondriale). La
réaction est déclenchée aprés I’addition de 0,950mL de substrat H202 (0.019M) ensuite
I’absorbance a été immédiatement mesurée a 1’aide d’un spectrophotométre a 240 nm, la
réaction est suivie en enregistrant I'absorbance toutes les 30s pendant 3 minutes. L'activité

enzymatique est exprimée en Ul/mg de protéine selon 1I’équation suivante.
Ul /mg de protéine=2.303/T x log (A1/A2)

Ou:
T : Intervalle de temps en minute.

Al : correspond a la DO at0.

CAT

H->0O,> L—" H-O =l ¢ 1
peroxyde
d'’hydrogeéene
Fig. 40:Dégradation du peroxyde d'hydrogéne par la CAT

6.4.4. Détermination des activités SOD

Par une réaction de dismutation, la SOD a la capacité d’éliminer 1’anion superoxyde, premiére
espece toxique formée a partir de I’oxygene (figure 41). L'activité SOD a été évaluée selon la
méthode de Beauchamp et Fridovich (1971). Cette activite a été évaluée par la mesure de la
capacité de SOD a inhiber la réduction du nitro-bleu de tétrazolium (NBT) par I’anion
superoxyde produit suite a la photoréaction de 1’oxygene et de la riboflavine en présence d’un
donneur d’électron comme la methionine. 50 ul de la source denzyme (matrice
mitochondriale) ont été ajoutés a 2ml d'un mélange réactionnel qui contient (cyanure de
sodium, NBT, EDTA, riboflavine et tampon phosphate a p H 7,8) en présence de 100 pl de
méthionine. Le mélange est soumis au rayonnement d'une lampe de 15 W pendant 15
minutes. L'absorbance a été mesurée a 560 nm et les valeurs ont été exprimées en Ul/mg de

protéines.
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Fig. 41:dismutation de 1’anion superoxyde par la SOD

6.4.5. Détermination de lactivité GPx

L'activité GPx a été réalisée selon la procédure décrite par Flohe et Gunzler (1984). La GPx
est la principale enzyme qui élimine le peroxyde d'hydrogene. 0.2ml d'échantillon (matrice
mitochondriale) a été ajouté a un tube contenant 0.4ml de GSH (0.1mM) et 0.2ml de tampon
phosphate (0.067M, pH 7.8). Le mélange est incubé dans un bain-marie a 25°C pendant
05min. H202 (1.3mM) a été ajouté pour initier la réaction. Apres 10min, le TCA 1% (acide tri-
chloroacétique) a été ajouté pour arréter la reéaction et le mélange est mis dans la glace
pendant 30min et centrifugé pendant 10min a 3000t/min. Un volume de surnageant est placé
dans une cuvette dans laquelle Na2HPO4 (0.32M) + DNTB (1mM) ont été ajoutés.

L'absorbance a été mesurée a 412nm toutes les 30 secondes pendant Smin.

6.4.6. Détermination de L4activité de glutathion-s-transférase (GST)

L'activité glutathion-s-transférase a été mesurée selon la méthode de Habig et al. (1974).
850ul de tampon phosphate d’une concentration égale a 0.1M et un pH égale a 6.5 et 50 ul de
réactif de CDNB (1-Chloro2,4-dinitrobenzene) a 20 Mm ont été incubé dans un bain marie
a37°C pendant 10 min, puis la réaction est déclenchée par 1’ajout de 50ul d’une solution de
GSH de 20mM et 50ul de la fraction mitochondriale. La réaction de conjugaison entre le GSH
et le CDNB en présence de 1’enzyme GST donne un composé,l-S-Glutathionyl 2-
4dinitrobenzéne, qui absorbe a 340nm. Ainsi, le changement dans I'absorbance est enregistré
a une longueur d'onde de 340 nm dans un intervalle de 30s pendant 5 minutes contre un
contrble préparé dans les méme conditions avec du tampon phosphate. Les résultats sont

exprimeés en UlI/mg de protéines selon la formule :

K= (DO échantillon-DO control) x100/ (9,6x0,05)




Matériels et méthodes

7. Etude histologique

Cette partie est réalisée en suivant plusieurs étapes (figure 42): la premiere vise a préserver
les tissus et @ maintenir la structure vivante, les échantillons de cerveau ont été fixés dans du
formol & 10 %.Une fois la fixation effectuée, les échantillons sont placés dans une cassette de
traitement des tissus, puis immergés dans un degré croissant d'alcool. Ce dernier doit étre
éliminé a l'aide d'un solvant organique comme le xyléne. L'étape suivante consiste a placer les
échantillons detissus dans de la cire de paraffine, les blocs formés sont ensuite coupés a l'aide

d'un microtome rotatif pour produire des sections minces qui peuvent ensuite étre colorées et

examinées au microscope (Vohra et Khera, 2014).

Fig. 42:les différentes étapes d’une étude histologique
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8. Analyse statistique

Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD. Dans les comparaisons multiples,
les données ont éte analysées a l'aide d'une ANOVA a sens unique. Les différences entre les
valeurs moyennes ont été considérées comme significatives a *p < 0,05 ; hautement

significatives a **p < 0,01 ; et trés hautement significatives a ***p < 0,001. L'étude statistique
a été réalisée a l'aide du logiciel Excel SPC.
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Partie I: Altérations cognitives et mitochondriales dans le striatum et I'hnippocampe de rat
exposes a l'imidaclopride : r6le protecteur des catéchines
I. Résultats

1. Effet de PIMID et de la catéchine sur le gain de poids
Les résultats de I’évaluation du gain de poids (Fig. 43) présentent une diminution trés
hautement significative (p < 0,001) de gain de poids chez le lot traité par I'IMID en
comparaison avec le lot témoin. En revanche, on a observé une amélioration chez les rats
traités avec IMID+C.

100 7
90 ~
80 -
70 A

Hi#

60 -
50 ~
40 7
30 A

* %k %k

Gain du poids (g)

20 ~
10 -

0 -
Control C IMID IMID+C

Fig.43 : Evolution du gain du poids corporel des rats aprés 3 mois de traitement par I’IMID et
la catéchine. Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 7), *** Différence trés hautement
significative par rapport au groupe témoin (p < 0,001). ### Différence trés hautement

significative par rapport au groupe IMID (p <0,001).

2. Etude comportementale

e Test d’Open Field

Les resultats de I'étude en Open Field sont illustrés dans la figure 44. lls ont montré
l'installation d'un état d'anxiété par une diminution tres significative (p < 0,001) du nombre de
cases traversées (ambulation) et du rearing dans le groupe IMID par rapport au contréle. En
revanche, I’administration de catéchine combinée a I'IMID a ramené les résultats a ses valeurs

normales.
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Open Field % ambulation

M rearing
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Fig. 44 : Evaluation du niveau d'anxiété chez les rats exposés de maniére chronique a une
faible dose d'IMID et le r6le préventif de la catéchine a I'aide du test Open Field (fréquence
d'ambulation et de rearing). Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 7), *** Différence trés
hautement significative par rapport au groupe témoin (p < 0,001). # Différence significative
par rapport au groupe IMID (p < 0,05). ## Différence trés significative par rapport au
groupe IMID (p <0,01).

e Test de reconnaissance de nouveaux objets (NOR)

Dans cette étude, la capacité cognitive a été contrélée par le test NOR. Les résultats des temps
d'exploration de nouveaux objets et familiers sont présentés dans la figure 45. Ils montrent
que I'IMID induit une diminution trés fortement significative (p < 0,001) de lindice de
reconnaissance (IR) exprimé en pourcentage du temps d'exploration du nouvel objet par
rapport au groupe contrble. Cette diminution a été significativement améliorée dans le groupe

IMID+C en ramenant I'IR a ses valeurs normales.

58
).

p




Résultats et discussions

80 NOR
70 1

60 -
* %k ok

50 -
40 -

20 -

indice de reconnaissance %

10 -

Control C IMID IMID+ C

Fig. 45 : Evaluation de la mémoire de travail et de la capacité d'apprentissage chez les rats
exposés de maniére chronique a une faible dose d'IMID et le role préventif de la catéchine a
l'aide du test NOR. Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 7), *** Différence tres
hautement significative par rapport au groupe témoin (p < 0,001). # Différence significative
par rapport au groupe IMID (p <0,05).

e Test d’Elevated plus maze

Les résultats du test EPM apres une exposition chronigue a I''MID sont présentés dans le Tab.2.
Les rats traités avec de I'IMID ont montré une augmentation significative (p < 0,05) du temps
passé dans les bras fermés et une diminution significative (p < 0,05) du temps passé dans les bras
ouverts par rapport aux rats témoins, alors qu'il n'y avait pas de variation significative du nombre
d'entrées dans les bras ouverts et fermés. En outre, les résultats soulignent que la

supplémentation en catéchines module I'effet d'anxiété induite par I'lMID.

e Test de la nage forcée

Les résultats du test de la nage forcée sont illustrés dans la figure 46. Le groupe traité par
I’IMID présente une augmentation significative (p < 0,01) du temps d'immobilité par rapport
au groupe témoin. Le traitement simultané a la catéchine avec IMID a montré une

amélioration significative dans ce test par rapport au groupe IMID.
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Tab.2. Evaluation de l'anxiété chez les rats exposés de maniere chronique a une faible dose
d'IMID a l'aide du test EPM et rble préventif de la catéchine. Les valeurs sont des moyennes + SD,
(n=7), * Différence significative par rapport au groupe témoin (p < 0,05). ## Différence hautement

significative par rapport au groupe IMID (p < 0.01). ### Différence trés hautement significative par
rapport au groupe IMID (p <0.001).

Time spent inclosed  Time spent in open Number of
arms (s) arms (s) entries in closed
and open arms
Control 292,2+£1,79 78+179 22+164
Catechin 291,6 + 2,70 8,4+ 2,70 1,8+ 0,83
IMID 299 +1,41" 1+1,41" 1,4+ 0,54"
IMID+ Catechin 289 + 7,417 11 + 7,417 2,8+ 1,30

e Konziela’s inverted screen
La force musculaire est évaluée par le test de Konziela’s inverted screen. Les résultats de ce
test sont illustrés dans la figure 47. Le groupe traité par 'IMID présente une augmentation
tres significative (p < 0,01) du temps de chute de I'écran inversé. Or, lorsque la catéchine a été

administrée en méme temps que I'IMID, les résultats prendraient des valeurs normales.
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Fig. 46 : Evaluation du temps d'immobilité des rats exposés de maniére chronique a une faible

dose d'IMID et le role préventif de la catéchine a l'aide du test de la nage forcée. Les valeurs

sont des moyennes + SD, (n= 7), ** Différence hautement significative par rapport au groupe

témoin (p <0,01). # Différence significative par rapport au groupe IMID (p<0,05).
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Fig.47 : Evaluation de la force musculaire des rats exposés de maniére chronique a une faible

dose d'IMID et le role préventif de la catéchine a l'aide du test KIS. Les valeurs sont des

moyennes + SD, (n=7), ** Différence hautement significative par rapport au groupe témoin (p<

0,01). ## Différence hautement significative par rapport au groupe IMID (p<0,01).
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3. Détermination de I'activité de I’AChE et du calcium cytosolique

La figure 48 montre une diminution trés significative de l'activité de ' AChE (p < 0,001) dans
I'nippocampe et le striatum des rats traités par IMID. Cependant, cette perturbation est
corrigée dans le groupe IMID+C.

La figure 49 montre une augmentation tres significative des niveaux de ca+2 cytosolique
dans I'hippocampe et le striatum des rats traités par ’IMID pendant 3 mois par rapport au
groupe témoin. Toutefois, ces résultats ont été maintenus a des niveaux normaux dans le

groupetraité par IMID + C.

4. Evaluation du gonflement et de la perméabilité mitochondriale

e Gonflement mitochondriale

Le traitement par IMID provoque une augmentation trés significative (p < 0,001) du
gonflement des mitochondries dans I'hippocampe et le striatum par rapport au contrdle.
Parallelement, I'administration conjointe de catéchine et de ce pesticide a permis d'éviter la

diminution de la valeur d'absorbance (Tab.3).

Striatum Hippocampe
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Fig. 48 : Activités d’AChE dans le striatum et I'hippocampe chez les rats exposés
chroniquement a une faible dose d'IMID et le role préventif de la catéchine. Les valeurs sont
des moyennes + SD, (n=7), *** Différence tres hautement significative par rapport au groupe témoin
(p < 0,001). ## Difference tres significative avec le groupe IMID (p < 0,01). ### Différence trés
hautement significative par rapport au groupe IMID (p <0,001).
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Fig. 49 : Niveaux de ca+2 cytosolique dans le striatum et I'hippocampe chez des rats exposés
de maniére chronique a une faible dose d'IMID et le réle préventif de la catéchine. Les valeurs
sont des moyennes + SD, (n=7), *** Différence trés hautement significative par rapport au groupe
témoin (p < 0,001). ## Différence trés significative avec le groupe IMID (p < 0,01). ### Différence

trés hautement significative par rapport au groupe IMID (p <0,001).

Tab.3: Evaluation du gonflement mitochondrial dans le striatum et I'hippocampe, chez des
rats exposes chroniquement a une faible dose d'IMID et le role préventif de la catéchine.Les
valeurs sont des moyennes + SD, (n=7), *** Différence trés hautement significative par rapport au

groupe de contr6le (p <0,001). ### Différence treés significative avec le groupe IMID (p <0.001).

Gonflement mitochondrial (densitéoptique)
Regions du cerveau

Striatum Hippocampe
Control 0,226 + 0,016 0,266 + 0,017
Catechin 0,230 + 0,017 0,268 + 0,010
IMID 0,116 + 0,009 0,136 +0,010™

IMID+Catechin 0,212 +0,011%# 0,239 +0,016"#
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e Perméabilité mitochondriale

Les résultats du Tableau4 montrent une augmentation de la perméabilité mitochondriale des
deux zones étudiées dans le groupe traité a I'MID par rapport au contrdle. Cependant, ces

résultats sont corrigés lorsque la catéchine a été co-administrée avec ce néonicotinoide.

Tab.4: Evaluation de la perméabilité mitochondriale dans le striatum et I'hippocampe, chez
des rats exposés chroniquement a une faible dose d'IMID et le r6le préventif de la catéchine.
Les valeurs sont des moyennes + SD, (n=7), *** Différence tres hautement significative par rapport
au groupe téemoin (p < 0,001). # Différence significative par rapport au groupe IMID (p < 0,05). ##
Différence hautement significative par rapport au groupe IMID (p <0,01).

Perméabilité mitochondriale (AOD/At)
Régions du cerveau

Striatum Hippocampe
Control 0,013+ 0,01 0,016 £ 0,01
Catechin 0,011 +0,01 0,013 £ 0,01
IMID 0,062 0,02 0,069 + 0,037
IMID+Catechin 0,034 +0,01* 0,031 +0,01%

5. Evaluation des marqueurs du statut redox dans les mitochondries du striatum et

de I'hippocampe

L'évaluation de différents parametres de stress oxydatif et de peroxydation lipidique dans
les deux regions cérébrales du rat exposées a I'IMID seul ou associé aux catéchines, est
présentée dans les figures 50, 51, 52, 53, 54 et 56.

Le taux de GSH mitochondrial a diminué de maniére significative (p < 0,001) dans le
groupe traité par IMID par rapport au groupe témoin. Mais lorsque la catéchine a été

administrée en méme temps que ce pesticide, le GSH a été maintenu a son niveau normal
(Fig. 50).

Les résultats de cette étude ont montré que I'IMID a induit une augmentation tres
significative de la teneur en MDA mitochondrial (p < 0,001) par rapport au groupe témoin.
L'administration simultanée de catéchines et de pesticide dans le groupe IMID+C a entrainé

une diminution tres significative par rapport au groupe IMID (Fig. 51).
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Fig. 50 : Niveaux de GSH dans les mitochondries du striatum et de I'hippocampe chez les rats
exposés de maniére chronique a une faible dose d'IMID et role préventif de la catéchine. Les

valeurs sont des moyennes + SD, (n=7), *** Différence trés hautement significative par rapport au

groupe témoin (p <0,001). ### Différence tres significative avec le groupe IMID (p <0.001).
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Fig. 51: Evaluation du produit final de la peroxydation lipidigue (MDA) dans les
mitochondries du striatum et de I'hippocampe chez des rats exposés de maniére chronique a
de faibles doses d'IMID et réle préventif de la catéchine. Les valeurs sont des moyennes + SD,

(n=7), *** Différence tres hautement significative par rapport au groupe de contréle (p < 0,001). ###

Différence tres significative par rapport au groupe IMID (p <0,001).
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Le traitement par IMID a montré une diminution trés significative (p < 0,001) de l'activité
CAT mitochondriale par rapport au groupe témoin. Cependant, cette diminution a été évitée
chez les rats lorsque la catéchine a été administrée en association avec I'lMID (Fig. 52).

Les résultats de I'évaluation de l'activité SOD mitochondriale révélent également une
diminution trés significative (p < 0,001) de I'activité SOD par rapport au contrdle. Cependant,

cette diminution a été corrigée dans le groupe IMID+C (Fig. 53).

L'exposition a I'IMID a entrainé une diminution significative (p < 0,05) de l'activité GPx de

I'hippocampe et du striatum par rapport au témoin, alors que cette perte d'activité enzymatique

/////

Une augmentation tres significative (p < 0,001) de l'activité GST a été enregistrée dans les
mitochondries de I'hippocampe et du striatum des rats traites a I''MID par rapport au groupe
témoin. L'administration concomitante du pesticide associé a la catéchine a normalisé cette

activité enzymatique (Fig. 55).
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Fig. 52: Activités CAT dans les mitochondries du striatum et de I'hippocampe chez des rats
exposés de maniére chronique a une faible dose d'IMID et role préventif de la catéchine. Les

valeurs sont des moyennes + SD, (n=7), *** Différence trés hautement significative par rapport au

groupe témoin (p <0,001). ### Différence tres significative avec le groupe IMID (p <0.001).
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Fig. 53:Activités SOD dans les mitochondries du striatum et de I'hippocampe chez des rats
exposés chroniquement a une faible dose d'IMID et rble préventif de la catéchine. Les valeurs
sont des moyennes + SD, (n=7), *** Différence trés hautement significative par rapport au groupe
témoin (p <0,001). ### Différence tres significative avec le groupe IMID (p <0.001).

0.300 1 - 031 Hippocampe
Striatum PP P
0.270 - 0.27 -
2 o
a 0.240 - S 0.24 -
% o
o 0.210 - 8 0.21 -
= o
5 0.180 - g 0.18 -
= )
< 0.150 - = 0.15
o X
9 0.120 - % 0.12 -
= 0.090 - “ 0.09 -
(&)
< 0.060 - g 0.06 -
0.030 - 0.03 -
0.000 - 0 -
Control IMID IMID+C Control IMID IMID+C

Fig. 54: Activités GPx dans les mitochondries du striatum et de I'hippocampe chez des rats
exposés de maniére chronique a une faible dose d'IMID et r6le préventif de la catéchine. Les

valeurs sont des moyennes + SD, (n=7), * différence significative par rapport au groupe témoin (p <

0,05). # Différence significative par rapport au groupe IMID (p<0,05).
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Fig. 55 : Activités GST dans les mitochondries du striatum et de I'hippocampe chez les rats
exposés de maniére chronique a une faible dose d'IMID et réle préventif de la catéchine. Les
valeurs sont des moyennes + SD, (n=7), ** Différence hautement significative par rapport au groupe
témoin (p< 0,01). *** Différence trés hautement significative par rapport au groupe témoin (p <
0,001). ## Différence trés significative par rapport au groupe IMID (p < 0,01). ### Différence tres

hautement significative avec le groupe IMID (p <0.001).
6. Etude histologique

Des coupes histologiques du cerveau total ont montré une morphologie normale des neurones
dans les groupes contrdle et catéchine. En revanche, les rats traités par I’IMID ont montré une
morphologie cellulaire anormale accompagnée d'une vacuolisation marquée autour des
neurones, de noyaux condensés et pyknotiques avec des neurones rétrécis. Le groupe

IMID+C a montré une dégénérescence neuronale modérée (Fig. 56).
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Fig. 56: Histologie du cerveau aprés 3 mois de traitement : (A) et (B) : groupes contrble et
catéchine respectivement ; (C) : groupe traité par IMID et (D) : groupe IMID+C.

Il. Discussion des résultats

11.1. Effets de PIMID et de la catéchine sur le poids corporel des animaux

A la fin de D’exposition chronique de 90 jours, une diminution significative de la prise de
poids a été observée chez les rats traités avec de I'IMID (22 g) par rapport aux autres groupes.
Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus par les travaux de Kati¢ et al. (2021)
ayant montré que 1’exposition a 2,25 mg/kg d’IMID pendant 28 jours a entrainé un gain de

poids corporel plus faible chez les rats traités par rapport aux rats témoins. En revanche, le

)

gain de poids a augmenté d'environ 88g dans le groupe catéchine et d'environ 55g lorsqu'elle




Résultats et discussions

est associée a I''MD. Etant donné que la prise de poids chez les animaux sert d'indice du taux
de croissance, la diminution de gain de poids observée dans la présente étude suggere que
I'IMD a un effet négatif sur la croissance des animaux en comparaison avec les autres
groupes. L’absence de travaux faisant I’évaluation de I’effet des pesticides sur le taux de
croissance des animaux ne nous permet pas de justifier d’une maniere affirmative ces
résultats, méme si certaines études fractionnées ont conclu que I'altération de I'assimilation
des aliments causée par des 1ésions tissulaires induites par I’'IMID, entrainant une réduction de

I'absorption intestinale des nutriments (ElI-Ela et Abdel-Aziz, 2019).

11.2. Effets de PIMID et de la catéchine sur DPActivit¢é d’AChE et le neuro-

comportement des animaux

Le test OF est un test expérimental utilisé pour évaluer les niveaux d'activité locomotrice
générale, l'anxiété et la volonté d'explorer chez les animaux (Zimcikova et al., 2017). Nos
résultats ont démontré une diminution du nombre de carrés traversés (ambulation) et du
rearing dans le groupe IMID par rapport au groupe témoin, ce qui suggére que ce pesticide
augmente l'anxiété, exprimée par la préférence de rester immobile et proche des murs du
champ. Comme les néonicotinoides ont la méme structure que la nicotine et partagent
également une activité agoniste sur les NAChRs, les résultats de cette étude sont cohérents
avec ceux de Parameshwaran et al. (2012) qui indiquent que l'exposition prénatale a la
nicotine entraine des troubles neurocomportementaux liés a la modulation de la transmission
synaptique glutamatergique dans I'hippocampe. Le test d’OF peut étre associé a d'autres
mesures de l'anxiéte telles que le test EPM, qui a montré que les rats traités a I'lMID évitaient
davantage les bras ouverts et passaient plus de temps dans les bras fermés que les rats
témoins. Ce comportement peut étre di a linteraction de I'IMID avec les systemes
sérotoninergiques et dopaminergiques du SNC, dont on sait gu'ils sont intimement impliqués
dans la modulation des troubles de lI'anxiété (Zhang et al., 2020). Ces résultats sont en accord
avec ceux de Burke (2016) qui a étudié l'effet de I'exposition chronique de souris gestantes
recevant une injection de 0,5mg/kg/jour d'IMD du 3™ jour de gestation jusqu’au 21éme jour
de la période postnatale. En outre, les résultats du test de la nage forcée ont montré une
augmentation du temps d'immobilité, ce qui confirme que I'administration chronique d'IMID
induit une détresse comportementale. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Khalil
et al. (2017). L'apprentissage et les fonctions cognitives ont été évalués a l'aide du test NOR ;
nos résultats ont montré une diminution significative de 1’indice de reconnaissance (IR) en

fonction du pourcentage de temps que I'animal passe a explorer un nouvel objet, ce qui reflete

o
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une perte de capacité cognitive chez les rats traités par I'IMID par rapport au groupe témoin.
Ces déficits dans I'exploration des objets suggérent la présence de Iésions dans I'hippocampe
(Stanley et al., 2012). Les effets neurotoxiques des néonicotinoides ont été décrits comme des
agonistes des récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine ; dans le présent travail, nous avons
remarque que I'exposition a I''MID pendant 90 jours diminuait significativement l'activité de
I'AChE dans différentes régions du cerveau (striatum et hippocampe), ces résultats sont
compatibles avec ceux obtenus par Vohra (2014) et de Moeen et al. (2018). Cette inhibition
entraine une accumulation d'acétylcholine au niveau des synapses, ce qui suggere que le
systeme enzymatique cholinergique est bloqué par I''MID, impliquant la diminution de
I'activité locomotrice spontanée (Kati¢ et al., 2021), les crampes et la faiblesse musculaire
quand I'ACh s'accumule dans la jonction neuromusculaire (Adeyinka et Kondamudi, 2020).
Ces suggestions sont confirmeées par le test Kondziela Inverted Screen qui est congu pour
évaluer la force des animaux, ainsi que leur capacité a maintenir I'équilibre pendant l'inversion
(Reekes et al., 2016). En revanche, L’utilisation de la catéchine a une dose de 20 mg/kg/jour
comme une molécule protectrice contre les effets délétéres de I'IMID a amélioré de fagon
significative les performances comportementales. Nos resultats sont en accord avec ceux
d’Ahmed et al. (2013) qui ont rapporté que I'administration orale de catéchine pourrait étre
bénéfique pour prévenir la perte de mémoire. Les travaux de Teixeira et ses collaborateurs
(2013) indiquent également que la catéchine peut étre efficace comme traitement
complémentaire de la maladie de Parkinson, car elle protege contre la mort des neurones

dopaminergique induite par la 6-hydroxydopamine.

11.3. Effets de PIMID et de la catéchine sur les niveaux du ca*’cytosolique et ’intégrité
structurale et fonctionnelle des mitochondries

Etant donné que tout comportement dépend d'un ordre cérébral, les problémes
comportementaux constatés dans cette étude nous ameénent a suggerer qu'il existe un
dysfonctionnement dans le traitement de l'information au sein du SNC. Dans la présente
étude, nous avons remarqué une augmentation significative des niveaux de calcium
cytosolique dans le striatum et I’hippocampe du groupe traité par 'IMID par rapport au
groupe témoin. De nombreuses études indiquent que l'altération de I'noméostasie calcique est
un médiateur de la mort des cellules neuronales (Nikoletopoulou et Tavernarakis, 2012).
Cette dérégulation est due a la surcharge des mitochondries en calcium, qui est connu comme
un facteur d'activation de plusieurs enzymes telles que les nucléases, les protéases et les

phospholipases qui vont provoquer I'oxydation des lipides et des protéines de la membrane

o
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mitochondriale, entrainant ainsi une augmentation de la permeéabilité par lI'ouverture des pores
de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP), ce qui conduit ensuite au gonflement
mitochondrial (Panel et al., 2018). Cet état est le résultat de la formation de radicaux libres
aprés une exposition de 3 mois a I'MID. Des resultats similaires ont été rapportés par les
travaux de Gasmi et ses collaborateurs (2017) ayant montré que l'exposition chronique a
I'acétamipride augmente la perméabilité mitochondriale conduisant ainsi au gonflement de ces
organelles. Parallelement, lI'administration conjointe de catéchine et d'IMID a pu maintenir
I’intégrité mitochondriale. Ce flavonoide est surtout connu comme un puissant antioxydant en
raison de sa capacité a neutraliser les radicaux libres et a chélater les ions métalliques

(Bernatoniene et Kopustinskiene, 2018).

11.4. Effet de PIMID et de la catéchine sur le statut redox mitochondrial

Des études antérieures ont considéré le stress oxydatif comme l'un des mécanismes
neurotoxiques des pesticides. En outre, ce phénoméne peut egalement endommager les
molécules biologiques, entrainant la perte de leurs structures et de leurs fonctions (Chandra
et al., 2016). La présente étude a démontré que I'exposition chronique a I'MID augmente les
niveaux de MDA, ce qui suggere que ce neonicotinoide est doté d'un potentiel de formation
de ROS capables d'oxyder les doubles liaisons des acides gras poly-insatures, induisant ainsi
une lipoperoxydation, ce qui entraine de graves dommages a la structure de la biomembrane
et a la fonction cellulaire. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ahmed et Nasr
(2015) qui ont observé une augmentation de la peroxydation lipidique, du TNFa du
monoxyde d'azote, des activités de la GST et de la CAT, ainsi que une diminution du GSH
apres une exposition de 28 jours a 200 mg/kg d’IMID. Pour prévenir les effets déléteres des
ROS, les organismes disposent de molécules antioxydantes, y compris le GSH, qui joue un
réle essentiel dans le maintien de I'noméostasie redox en piégeant les ROS par l'intermédiaire
de fonctions thiol. Cependant, dans cette étude, le GSH a eu tendance a diminuer dans les
mitochondries du striatum et de I'hippocampe des rats exposes de maniere chronique a I'lMID
(Pocernich et Butterfield, 2012). Nos résultats sont en accord avec (Duzguner et Erdogan,
2012 ; Ahmed et Nasr, 2015).

La défense naturelle de I'organisme est également assurée par des composés enzymatiques tels
que la SOD qui dismute rapidement l'anion radical superoxyde (02.-) en (H202). Afin
d'éviter la concentration létale de peroxyde d'hydrogene, les cellules disposent de CAT et de

GPx, d'autres enzymes piégeurs, qui catalysent la conversion du H202 en molécules
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inoffensives (H20 et 02) (Kim et al., 2015). La diminution observée dans l'activité de ces
enzymes antioxydantes suggere qu'elles ont été fortement consommeées pour neutraliser les
radicaux libres en métabolites moins actifs ou inactifs. Ces résultats sont cohérents avec les
travaux de Lonare et al. (2014) ayant montré une diminution des activités de CAT, de SOD
et de GPx aprés 28 jours de traitement avec 45 et 90 mg/kg d'IMID. Cependant, I'activité
d'une autre enzyme de détoxification, la GST, a augmenté de maniére significative dans les
deux zones cérébrales traitées par IMID par rapport au groupe témoin. Cette enzyme
antioxydante est connue pour catalyser la conjugaison du GSH avec des substrats
xénobiotiques (Mazumder et Diederich, 2016) et la biotransformation des pesticides chez les
mammiferes (Eraslen et al., 2017). Dans la plupart des cas, cette augmentation est observée
lorsque la cellule est stressée. Ces résultats sont en accord avec des études précédentes
(Ahmed et Nasr, 2015 ; Moeen et al., 2018). D'autre part, cette étude a montré que I'effet
neurotoxique induit par l'exposition chronique a I'MID peut étre prévenu globalement par
l'utilisation de la catéchine a une dose de 20 mg/ kg/jour. Ces constatations actuelles
concordent avec les resultats de l'étude de Moreno-Ulloa et al. (2015) sur leffet des
pesticides et le role préventif des catéchines chez le rat.

La capacité des polyphénols du thé, notamment les catéchines, a chélater les ions meétalliques
tels que le fer et le cuivre, peut contribuer a leur efficacité antioxydante en empéchant les
métaux de transition redox-actifs de catalyser la formation de radicaux libres. Les catéchines
peuvent également agir comme antioxydants d’une maniére indirecte par :

1. l'inhibition des facteurs de transcription sensibles a I'oxydoréduction tels que le facteur
nucléaire B (NF-B) et la protéine activatrice-1 (AP-1), dans les cellules en culture.

2. l'inhibition d'enzymes "pro-oxydantes”, telles que I'oxyde nitrique synthase inductible, les
lipoxygeénases, les cyclooxygénases et la xanthine oxydase. La xanthine oxydase catalyse
l'oxydation de I'hypoxanthine et de la xanthine en acide urique, tout en réduisant I'O2 en O >
et en H20: ; les catéchines du thé vert peuvent inhiber I'activité de la xanthine oxydase.

3. l'induction des enzymes antioxydantes qui ont la capacité de catalyser la conjugaison du
glutathion aux électrophiles, réduisant ainsi leur capacité a réagir avec les acides nucléiques et

les protéines et a les endommager (Frei et Higdon, 2003).

11.5. Effets de PIMID et de la catéchine sur I’histologie cérébrale
L'examen histologique du cerveau a montré que l'exposition orale a 1,2 mg/kg d'IMID
pendant 12 semaines a entrainé des lésions irréguliéres ; des cellules avec des noyaux

condensés et pyknotiques, une vacuolisation marquée autour des neurones avec des neurones
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rétrécis. Ces changements histologiques peuvent étre attribués a la quantité excessive de
radicaux libres générés par I'IMID et ses métabolites. Ces résultats sont en accord avec les
travaux de Soujanya et al. (2012) qui ont observé des lésions cérébrales chez des rats males
exposés a 80 mg/kg d'IMID pendant 4 semaines. Grace a ses effets neuroprotecteurs, la
supplémentation en catéchine en méme temps que I'IMID a amélioré les changements
histopathologiques induits par ce néonicotinoide. Des observations similaires ont été faites par
Ahmed et al. (2013) qui révelent que le prétraitement & la catéchine améliore les anomalies
neuronales de I'hippocampe et du cortex frontal en réduisant le stress oxydatif par

I’élimination des ROS et I’amélioration de I’activité des enzymes antioxydantes.
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Partie Il: Etude neurocomportementale et évaluation des troubles mitochondriaux dans les
régions cérébrales de la progéniture (f1, f2) aprés exposition de rates gestantes et allaitantes a
de faibles doses d'imidaclopride et de cyperméthrine
I. Résultats

e Phase juvénile
1. Etude comportementale

1.1. Tests de développement sensori-moteur

La maturation des ratons a été évaluée par la prise de poids corporel du 1° jour (PND1) au
jour 21 (PND21). L'exposition indépendante et combiné des méres (FO) a ’'IMID et a la CYP
a réduit de maniere significative le gain du poids des ratons de la premiere et de la deuxieme
génération (p < 0,05 pour I'IMID, p <0,01 pour la CYP et p<0.001 pour la MIX) (Fig. 57).
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Fig. 57: Effets de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur la prise de poids des nouveau-nés de la premiere et de la deuxiéme génération.
Les valeurs sont des moyennes = SD, (n= 10), * Différence significative par rapport au controle (p <
0,05). ** Différence trés significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence tres

significative par rapport au controle (p <0,001).

Concernant ’ouverture des yeux, Il n'y a pas eu de changements significatifs chez tous les

groupes traités par rapport au groupe témoin (Fig. 58).
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Fig. 58:Effets de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur

mélange sur l'ouverture des yeux chez les ratons de la premiere et de la deuxiéme génération.

Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10), ns pas de différence significative (p > 0,05).

1.1.1. Evaluation du développement locomoteur

Le développement neuromoteur a été également étudié par plusieurs tests tels que le surface

righting, Cliff aversion, negative geotaxis et le front-limb Suspension.

Le developpement de la capacité a se retourner (surface righting) a été significativement

altéré par 'IMID et la CYP soit seule ou en mixture. Le temps moyen nécessaire pour se

retourner était plus élevé chez les ratons de la génération F1 et F2 nés des mamans traités par

rapport au témoin (p < 0,01 pour 'IMID et la CYP et p <0.001 pour la MIX) (Fig. 59).

L'évitement des falaises (Cliff aversion) chez la progéniture F1 et F2 est illustré en figure 60.

Les ratons nés des mamans traités ont mis plus de temps pour reculer sur la plateforme lors

des trois jours de test avec une différence significative avec le control, seul en PND 5 I'IMID

n’a pas exercé aucun effet significatif sur les ratons de la deuxieme génération.

L'exposition pré et postnatale a 'IMID et a la CYP a significativement altéré la capacité des

ratons a présenter un réflexe dans le test de negative geotaxis. Cependant, en PND8 aucune

différence significative n’a été enregistrée chez les ratons de la premiére et de la deuxiéme

génération nés des meres traites avec de la CYP seule (Fig. 61).
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Fig. 59: Effets de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur le réflexe de redressement de surface chez les ratons de la premiére et de la
deuxiéme génération. Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10), * Différence significative par

rapport au controle (p < 0,05). ** Différence tres significative par rapport au controle (p < 0,01). ***
Différence tres significative par rapport au contréle (p <0,001).
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Fig. 60:Effets de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
mélange sur l'évitement des falaises chez les ratons de la premiére et de la deuxiéme
génération. Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10), ns pas de différence significative (p >
0,05). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence trés significative par
rapport au contréle (p <0,01). *** Différence tres significative par rapport au contrdle (p <0,001).
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Fig. 61: Effets de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'lMID, au CYP et a leur
mélange sur le développement du réflexe chez les ratons de la premiére et de la deuxieme
génération. Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10), ns pas de différence significative (p >
0,05). * Différence significative par rapport au controéle (p < 0,05). ** Différence trés significative par

rapport au controle (p <0,01). *** Différence trés significative par rapport au contréle (p <0,001).

La coordination, le développement et la force motrice ont été évalué par le test de front-
limb Suspension. Les résultats obtenus ont montré que la latence de chute a été
significativement affectée, les ratons nés des meres traités avec de 'IMID et de la CYP soit

seule ou en mixture sont restés suspendus au fil métallique plus longtemps que les témoins
(Fig.62).

2. Evaluation de Dactivité de P’AChE et des niveaux de calcium cytosolique chez les

ratons de la génération F1 et F2

L'exposition des méres a I'IMID et au CYP seule ou en cocktail a entrainé une diminution
significative de l'activité de AChE dans le striatum et I'hippocampe des ratons juvenile de la

premiére et de la deuxiéme génération (Fig. 63).
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Fig.62: Effets de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'lMID, au CYP et a leur

mélange sur la coordination, le développement et la force motrice chez les ratons de la

premiere et de la deuxiéme génération. Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10), * Différence

significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence trés significative par rapport au

controle (p <0,01). *** Différence tres significative par rapport au contréle (p <0,001).
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Fig. 63: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur I’activité de I’AChE dans le striatum I’hippocampe de rats de la premiére et de la
deuxiéme génération, observés a I'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes £ SD, (n=10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
trés significative par rapport au controle (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au

contréle (p <0,001).
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Les résultats des changements dans les concentrations de calcium a l'extérieur des
mitochondries sont indiqués dans la Fig. 64. Aprés une exposition pré et post-natal a I’IMID
et a la CYP soit seule ou en mixture, les niveaux du calcium cytosolique ont augmenté d’une
maniére significative chez les ratons nés des meres traitées par rapport a ceux nés des meres
témoin.

Niveau du ca*? cytosolique

m Control

® IMID
CYP

m MIX

Niveau du ca+2 (mmol/Il

Fig. 64: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur les niveaux du ca*’cytosolique dans le striatum et 1’hippocampe de rats de la
premiére et de la deuxiéme géneration, observés a I'age de 21 jours (phase juvénile). Les
valeurs sont des moyennes = SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au controle (p <
0,05). ** Différence tres significative par rapport au controle (p < 0,01). *** Différence tres
significative par rapport au contréle (p <0,001).
3. Evaluation du gonflement mitochondrial et de la perméabilité membranaire

Les résultats du Tableau 5 montrent une augmentation significative du gonflement
mitochondrial dans le striatum et I'hippocampe des ratons de la premiére et de la deuxiéme

génération nés des mamans traités durant la gestation et tout au long de I’allaitement avec de

I’IMID et de la CYP, seule ou en mixture, par rapport au ratons nés des mamans non traités.

L'exposition maternelle a 'IMID et a la CYP, seule ou en combinaison, a augmenté d’une
manilre significative la perméabilité mitochondriale dans le striatum et I’hippocampe des
ratons de la premiere génération. Cet effet a été transformé aux ratons de la génération F2 nés

des mamans traités méme s'il n'y a pas eu d'exposition directe de la progéniture F1 (Tab. 6).
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Tab.5: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur le gonflement des mitochondries dans le striatum et I'nippocampe de rats de la
premiere et de la deuxiéme génération, observes a I'age de 21 jours (phase juvénile). Les
valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10). ** Différence hautement significative par rapport
au controle (p < 0,01). *** Différence trés hautement significative par rapport au contrdle (p <
0,001).

Gonflement mitochondrial (densité optique)
Générations

F1 F2
Régions du cerveau
Striatum Hippocampe Striatum Hippocampe
Control 0.297 + 0.020 0.262 + 0.017 0.293 £ 0.014 0.270 £ 0.013
IMID 0.201 £0.022™  0.185+0.012""  0.213+0.008™" 0.179+0.017""
CYP 0.214 + 0.170£0.015™  0.210 £0.032™ 0.192+0.021™"
0.022™
MIX 0.182 0.118+0.014™  0.130£0.011™"  0.098 +0.006™"
0.012™

Tab.6: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur la perméabilité mitochondriale dans le striatum et I'hippocampe de rats de la
premiére et de la deuxiéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les
valeurs sont des moyennes + SD, (n=10). * Différence significative par rapport au controle (p
< 0,05). ** Différence trés significative par rapport au contrdle (p < 0,01). *** Différence tres
significative par rapport au contrdle (p <0,001).

Pérmeabilité mitochondriale (AOD/At)
Générations

F1 F2
Régions du cerveau
Striatum Hippocampe Striatum Hippocampe
Control 0.017+0.006 0.019+0.003 0.022+0.001 0.020+0.002
IMID 0.027+0.007" 0.031+0.003™ 0.026+0.002™ 0.030+0.002"
CYP 0.031+0.008™ 0.037+0.005™ 0.032+0.001™"  0.037+0.001™"
MIX 0.032+0.003™ 0.040+0.005™" 0.031+0.001™"  0.041+0.002""

4. Evaluation du statut redox mitochondrial dans le striatum et ’hippocampe des ratons
de la génération F1 et F2

En ce qui concerne le pouvoir antioxydant, I’activité¢ de la CAT, SOD, GST, GPx et le
niveau de GSH dans le striatum et I’hippocampe des ratons nés des mamans traités avec de

I’IMID et de la CYP, soit seule ou en mixture, ont enregistré des valeurs significativement
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plus basses que le contrdle. Pour la peroxydation lipidique, nos résultats ont montré une
augmentation significative du MDA chez les ratons nés des mamans traités par rapport a ceux
du témoin. Nos resultats ont également montré la persistance de la perturbation de
I’homéostasie redox mitochondriale chez les ratons de la génération F2 méme s'il n'y a pas eu
d'exposition directe de la progéniture F1. Les ratons des groupes traités ont enregistré une
diminution significative (p < 0.001) dans I’activité de la CAT, SOD, GST, GPx, le niveau de
GSH et des valeurs significativement plus élevés du MDA (p < 0.001). (Fig. 65, 66, 67, 68,
69, 70).
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Fig. 65 : Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
mélange sur I’activité de la CAT dans le striatum et ’hippocampe de rats de la premiere et de
la deuxiéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
tres significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au
contréle (p <0,001).
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Fig.66: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur ’activité de la SOD dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premicre et de
la deuxieéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes £ SD, (n= 10). ). ** Différence tres significative par rapport au contréle (p < 0,01). ***
Différence tres significative par rapport au contréle (p <0,001).
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Fig. 67 : Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
mélange sur ’activité de la GST dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premiére et de
la deuxiéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes = SD, (n= 10). ). ** Différence tres significative par rapport au contréle (p < 0,01). ***
Différence trés significative par rapport au contréle (p <0,001).
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Fig. 68 : Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur I’activité de la GPx dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premiere et de
la deuxieéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes * SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
tres significative par rapport au controle (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au
contrdle (p <0,001).
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Fig.69: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
mélange sur les niveaux de GSH dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premiere et de
la deuxiéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
tres significative par rapport au contréole (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au

contréle (p <0,001).
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Fig. 70 : Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
mélange sur les niveaux de MDA dans le striatum et ’hippocampe de rats de la premicre et de
la deuxieéme génération, observés a l'age de 21 jours (phase juvénile). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
tres significative par rapport au controle (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au
contrdle (p <0,001).
e Phase adulte
1. Etude comportementale

e Test d’Open Field

Les resultats de I'étude en Open Field sont illustrés dans la figure 71. lls ont montré
l'installation d'un état d'anxiété par une diminution du nombre de cases traversées
(ambulation) et du rearing chez les ratons de la génération F1 et F2 nés des mamans traités par

rapport au témoin.
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Open Field

50 B Ambulation
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Fig.71: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur le niveau d’anxiété des rats de la premiére et de la deuxiéme génération a l'aide
du test Open Field (fréquence d’ambulation et du rearing), observés a lI'dge de 2 mois (phase
adulte). Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10). ** Différence hautement significative par
rapport au contréle (p <0,01). *** Différence trés hautement significative par rapport au contrdle (p
<0,001).

e Test de reconnaissance de nouveaux objets (NOR)

La capacité cognitive a été contr6lée par le test NOR. Les résultats des temps d'exploration
des objets sont présentés dans la figure 72. lls montrent une diminution trés hautement
significative (p < 0,001) de l'indice de reconnaissance (IR) chez les ratons de la génération F1

et F2 nés des mamans traités par la MIX par rapport au témoin.
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Fig.72: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur la mémoire de travail et de la capacité d'apprentissage des rats de la premiere et
de la deuxieme génération, observés a I'dge de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes = SD, (n= 10). ** Différence hautement significative par rapport au contréle (p < 0,01).
*** Différence trés hautement significative par rapportau contréle (p <0,001).

e Test d’Elevated Plus Maze (EPM)

Tab.7: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur l'anxiété des rats de la premiere et de la deuxiéme génération a laide du test
EPM, observes a I'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des moyennes + SD, (n= 10). ns
pas de différence significative par rapport au controle (p> 0.05). * Différence significative par

rapport au controle (p < 0,05). ** Différence hautement significative par rapport au contréle (p <
0,01).

F1 F2
Temps passé Temps Nombre Temps Temps Nombre
dans les bras passé dans d'entrées dans  passé dans  passé dans d'entrées
fermes (s) les bras les bras les bras les bras dans les bras
ouverts (s) fermés et fermés (s) ouverts (s) fermés et
ouverts ouverts
Control 289,3+4,16 10,7 + 3.33+1,56 290,1 + 9,9+356 2.86 +£1,43
4,16 3,56
IMID 295.5 + 45 + 215+0,74™ 293.6+106 64+1,06™ 1,93 +0,52
1,63* 1,63* ns ns
CYP 292.7 * 73 +£301 246+0,83™ 2944+225 56+225™ 174 £0,72
3,01 ns ns ns
MIX 298.8+ 1,2 + 15+041™ 2979 + 21+£1,17* 1.31+0,86
0,84** 0,84** 1,17* ns
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e Test de la nage forcée

Les résultats du test de la nage forcée sont illustrés dans la Figure 73. Les ratons nés des
mamans traitées par I'IMID, la CYP ou la MIX ont tous présenté une augmentation

significative du temps d'immobilité par rapport aux témoins.

Nage forcee = Control
160 - m IMID
140 u CYP
120 - m MIX
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

Immobilité (s)

Fig. 73: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
melange sur le temps d'immobilitédes rats de la premiére et de la deuxiéme génération a l'aide
du test de la nage forcée, observés a I'dage de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
hautement significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence trés hautement significative
par rapport au controle (p <0,001).
e Konziela’s inverted screen

La force musculaire est évaluée par le test de Konziela’s inverted screen. Les résultats de ce

test sont illustrés dans la figure 74. Seuls les ratons de la génération F1 nés des mamans

traités ave la MIX qui ont présenté une augmentation tres significative (p < 0,01) du temps de

chute de I'écran inversé.

2. Evaluation de Pactivité de PAChE et des niveaux de calcium cytosolique chez les

ratons de la génération F1 et F2

L'exposition des meres a 'IMID et au CYP seule ou en cocktail a entrainé la persistance
d’une diminution significative de l'activité de AChE dans le striatum et 'hippocampe des rats

adultes de la premiere et de la deuxiéme génération (Fig. 75).
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Fig. 74: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur la force musculairedes rats de la premiére et de la deuxieme génération a l'aide
du test de KIS, observés a I'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des moyennes + SD,
(n=10). ns pas de différence significative par rapport au contréle (p> 0.05). ** Différence hautement
significative par rapport au contréle (p <0,01).
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Fig. 75: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur P’activité de ’AChE dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premicre et de
la deuxieme génération, observés a l'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
tres significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au
contréle (p <0,001).
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Les résultats des changements dans les concentrations de calcium & [I'extérieur des
mitochondries sont indiqués dans la figure 76. Aprés une exposition pré et post-natal a
I’'IMID et a la CYP soit seule ou en mixture, les niveaux du calcium cytosolique ont augmenté
d’une maniére significative chez les ratons nés des meres traitées par rapport a ceux nés des

meres témoin.
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Fig. 76: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur les niveaux du ca*’cytosolique dans le striatum et I’hippocampe de rats de la
premiére et de la deuxieme génération, observés a I'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs
sont des moyennes £ SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). **
Différence tres significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence trés significative par
rapport au controle (p <0,001).
3. Evaluation du gonflement mitochondrial et de la perméabilité membranaire

Les résultats du Tableau 8 montrent une augmentation significative du gonflement
mitochondrial dans le striatum et I'hippocampe des rats de la premiére et de la deuxieme

génération nés des mamans traités durant la gestation et tout au long de I’allaitement avec de

I’IMID et de la CYP, seule ou en mixture, par rapport au rats nés des mamans non traités.

4. Evaluation du statut redox mitochondrial dans le striatum et ’hippocampe des ratons
de la génération F1 et F2

En ce qui concerne le pouvoir antioxydant, ’activité¢ de la CAT, SOD, GST, GPx et le
niveau de GSH dans le striatum et ’hippocampe des rats adultes nés des mamans traités avec

de 'IMID et de la CYP, soit seule ou en mixture, ont enregistré des valeurs significativement
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plus basses que le contrdle. Pour la peroxydation lipidique, nos résultats ont montré une
augmentation significative du MDA chez les rats &gés de 2 mois nés des mamans traités par
rapport a ceux du témoin. Nos résultats ont également montré la persistance de la perturbation
de I’homéostasie redox mitochondriale chez les rats adultes de la génération F2 méme s'il n'y
a pas eu d'exposition directe de la progéniture F1. Les rats des groupes traités ont enregistré
une diminution significative (p < 0.001) dans I’activité¢ de la CAT, SOD, GST, GPx, le niveau
de GSH et des valeurs significativement plus élevés du MDA (p <0.001). (Fig. 77,78, 79, 80,
81, 82).

Tab.8: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur le gonflement des mitochondries dans le striatum et I'nippocampe de rats de la
premiere et de la deuxiéme génération observés a I'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs
sont des moyennes = SD, (n= 10). ** Différence hautement significative par rapport au contréle (p <
0,01). *** Différence trés hautement significative par rapport au contréle (p <0,001).

Gonflement mitochondrial (densité optique)
Générations (adultes)

F1 F2
Regions du cerveau
Striatum Hippocampus Striatum Hippocampus
Control 0.294 +0.030 0.260 = 0.027 0.293 £ 0.024 0.271 £ 0.032
IMID 0.212+0.036™  0.172+0.013™ 0.203+0.010™ 0.167 £0.019™
CYP 0.217 + 0.163+0.020™" 0.193+0.022"" 0174+ 017"
0.022™
MIX 0.176 £ 0.102+0.024™ 0.114 £0.013""  0.083 £0.008™
0.014™

Tab.9: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur la perméabilité des mitochondries dans le striatum et I'nippocampe de rats de la
premiére et de la deuxiéme génération observés a I'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs
sont des moyennes + SD, (n= 10). ** Différence hautement significative par rapport au contréle (p <
0,01). *** Différence trés hautement significative par rapport au contréle (p <0,001).

Permeabilité Mitochondrial (AOD/At)

Générations (adultes)

F1 F2
Regions du cerveau
Striatum Hippocampus Striatum Hippocampus
Control 0.018+0.005 0.019+0.002 0.021+0.002 0.018+0.001
IMID 0.024+0.006™ 0.033+0.002™ 0.028+0.001™ 0.035+0.002"
CYP 0.031+0.005™"  0.034+0.003™" 0.035+0.001""  0.038+0.002""
MIX 0.034+0.002™"  0.039+0.004™" 0.037+0.003™"  0.043+0.001""

Ca
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Fig.77: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I''MID, au CYP et a leur
mélange sur ’activité de la CAT dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premicre et de
la deuxiéme génération, observés a I'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
trés significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence trés significative par rapport au
contrdle (p <0,001).
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Fig.78: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'IMID, au CYP et a leur
mélange sur 1’activité de la SOD dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premiére et de
la deuxiéeme génération, observés a l'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes £ SD, (n= 10). ). ** Différence trés significative par rapport au controle (p < 0,01). ***
Différence trés significative par rapport au contréle (p <0,001).
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Fig.79: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
mélange sur Pactivité de la GST dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premicre et de
la deuxiéme génération, observés a l'dage de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes £ SD, (n= 10). ). ** Différence trés significative par rapport au contréle (p < 0,01). ***

Différence tres significative par rapport au contréle (p <0,001).
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Fig.80: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur
melange sur 1’activité de la GPx dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premiére et de
la deuxieme génération, observés a l'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes + SD, (n= 10). ). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Difféerence
tres significative par rapport au contréle (p < 0,01). *** Différence tres significative par rapport au

contréle (p <0,001).
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Fig.81: Effet de l'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur

mélange sur les niveaux de GSH dans le striatum et ’hippocampe de rats de la premiere et de

la deuxiéme génération, observés a l'dage de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes = SD, (n= 10). * Différence significative par rapport au contréle (p < 0,05). ** Différence
tres significative par rapport au controle (p < 0,01). *** Différence trés significative par rapport au

contrdle (p <0,001).
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Fig.82: Effet de I'exposition gestationnelle et lactationnelle a I'MID, au CYP et a leur

mélange sur les niveaux de MDA dans le striatum et I’hippocampe de rats de la premicre et de

la deuxiéeme génération, observés a l'age de 2 mois (phase adulte). Les valeurs sont des
moyennes = SD, (n= 10). ** Différence trés significative par rapport au controle (p < 0,01). ***

Différence trés significative par rapport au contréle (p <0,001).
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I1. Discussion des résultats

L'omniprésence des pesticides dans l'environnement domestique et agricole augmente la
probabilité d'exposition des femmes enceintes et des meres allaitantes, mettant ainsi leurs
enfants en danger (Shittu et al., 2021). Pendant le développement du feetus et de l'enfant,
I'environnement peut jouer un role important dans l'apparition de nombreuses maladies
chroniques, y compris les anomalies du développement neurologique. Il a également été
démontré que ces effets néfastes peuvent étre transmis aux générations suivantes sans qu'une

exposition supplémentaire ne soit nécessaire (Blanc et al., 2020).

11.1. Effets de PIMID et de la CYP sur la prise de poids des ratons

Les resultats de la présente étude ont démontré que I'exposition a un mélange de pesticides
pendant une période critique du développement, méme a de faibles doses adaptées a la
consommation humaine, affecte le développement neuronal et modifie I'état redox
mitochondrial des ratons de la premiére genération, ces effets négatifs étant également
transmis aux rats de la deuxieme géneration. Il est bien connu que I'MID, qui est un membre
de la famille des néonicotinoides, agit de maniére similaire a la nicotine en se liant aux
nAChRs. L'hyperactivité de ces récepteurs influence la prise alimentaire et diminue le poids
corporel, ce qui explique la réduction de la prise de poids chez les descendants F1 et F2 nés de
meres traitées avec I’'IMID et la CYP, seuls ou en combinaison. Cette réduction indique une
diminution de la croissance, ce qui témoigne de la vulnérabilité des rats en développement
aux pesticides, cela pourrait s'expliquer par le transfert lactationnel ou placentaire du composé
de la mére au feetus, ce paramétre est un facteur important pour déterminer la toxicité sur le
développement (Syed et al., 2016). Les mémes resultats obtenus par Burke et al. (2018) et
Elser et al. (2020) qui ont montré une réduction de poids dans la progéniture de souris
exposées pendant la gestation et tout au long de la lactation a 0,5 mg/kg d'IMID et 10 mg/kg

de CYP, respectivement.

11.2. Effets de P’IMID et de la CYP sur Pactivité d’AChE et le neuro-comportement

des animaux

Dautre part, plusieurs études ont rapporté que l'exposition aux pyréthrinoides et aux
néonicotinoides affecte les performances neurocomportementales, d'ou le retard du réflexe de
redressement (surface righting), les troubles du développement du mouvement coordonné.

Cela confirme I'impact négatif de ces deux pesticides sur le développement neuromoteur, les
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fonctions motrices et la vulnérabilité du cerveau en développement aux agressions
xénobiotiques (Syed et al., 2016). Ces déficits neurocomportementaux pourraient résulter
d'un dysfonctionnement dans de multiples zones du systeme nerveux central et périphérique ;
une étude récente a montré que l'exposition feetale et lactationnelle a un néonicotinoide, la
clothianidine, inhibe la maturation des neurones immatures dans les cellules progénitrices
juvéniles et la viabilité des cellules progénitrices adultes (Maeda et al., 2021). Nos résultats
sont en accord avec les travaux de Laugeray et al. (2017) qui ont mené une étude chez la
souris ou les femelles ont recu 5 et 20 mg/kg/jour de CYP tout au long de la gestation et
jusqu'au 15éme jour de lactation et ceux de Elser et al. (2020) ayant montré que I'exposition
maternelle au CYP influence le développement des neurones GABAergiques. Le retard dans
la formation de ces neurones peut avoir un impact significatif sur leurs fonctions dans le
cerveau mature, ce qui entrainera par la suite des probléemes de développement neurologique
chez les enfants. Les travaux de Lee et al. (2015) t¢émoigne qu’une seule exposition des souris
pendant le pic de la croissance cérébrale (post-natal day PND10) a 0.5 mg/kg de la CYP, a un
effet neurotoxique persistant chez l'adulte qui se manifeste par la réduction de la fonction
cognitive et l’altération des niveaux de neuroprotéines a savoir la GIuR1 (Récepteur de
glutamate 1) qui joue un role clé dans le développement neuronal et le maintien de la
plasticité synaptique. Cela indique que I'exposition néonatale a ce pyréthrinoide induit des
effets neurotoxiques persistants et peut-étre irréversibles. Les travaux d’Abou-Dounia et al.
(2008) ont montré que plusieurs régions du cerveau a savoir le cortex et I’hippocampe ont été
affectées apres une seule exposition intrapéritonéale des rattes gestantes a une dose non létale
(337 mg/kg) d'IMID, entrainant ainsi des déficits neurocomportementaux et une augmentation
de I'expression de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) chez les ratons agés de 30 jours,
ce qui correspond au début d'adolescence chez ’Homme. De plus, les résultats de Nakayama
et ses collaborateurs (2019) ont montré que 1’exposition précoce des souris (PND 12 a PND
26) a 5 mg/kg d’IMID provoque une réduction de la neurogenése dans le gyrus denté (DG) de
I'hippocampe qui est une partie d’'une région censée contribuer a la formation de nouveaux

souvenirs.

En outre, une corrélation significative entre les troubles de la mémoire, les problémes de
développement et de coordination et I'application d'antagonistes des récepteurs de I'ACh a été
démontrée (Haense et al., 2012). On sait désormais que les néonicotinoides et les
pyréthrinoides ont la capacité d'inhiber I'AChE, entrainant I'accumulation d'acétylcholine dans

les synapses, provoquant ainsi une stimulation persistante des neurones cholinergiques
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(Arora et al., 2017). Dans I'ensemble, nos résultats concordent avec ceux de Sinha et al.
(2006) qui ont essaye de comprendre le mécanisme de toxicité d'un anti-moustique a base de
pyréthrinoides a différents stades de développement du systeme nerveux central des rats et
ceux de Liu et al. (2018) qui confirment, quant & eux, que le thiamotoxam, un autre pesticide
de la famille des néonicotinoides, a la capacité de bloquer le transfert d'informations entre les
neurones et, en fin de compte, de paralyser les organes cibles. Ces résultats indiquent qu'il
existe un lien entre le retard cognitif chez les enfants et I'exposition prénatale aux pesticides
(Shelton et al., 2014 ; Gunier et al., 2017).

11.3. Effets de PIMID et de la CYP sur le niveau du ca*’cytosolique et
Pintégritéstructurale et fonctionnelle des mitochondries
Le cerveau consomme une grande gquantité d'oxygene, contient de grandes quantités d'acides
gras polyinsaturés (AGPI) et de faibles niveaux d'enzymes antioxydantes, ce qui le rend tres
vulnérable au stress oxydatif (Sharma et al., 2014), qui se définit par un déséquilibre entre
les systémes pro-oxydants et les antioxydants, favorisant ainsi la génération excessive de
radicaux libres ou ralentissant leur eélimination (Bragante et al., 2022). L'exposition de rates
de la génération FO a I''MID et au CYP, seuls ou en mélange, pendant la gestation et tout au
long de I’allaitement, a entrainé une augmentation des niveaux de calcium cytosolique chez
les ratons de la premiere génération et de la deuxiéme génération. Cette dérégulation est due a
la surcharge des mitochondries en calcium, favorisant ainsi I'ouverture des pores de transition
de perméabilité mitochondriale (mPTP) (Panel et al., 2018). Cette dépolarisation
mitochondriale devrait produire une deplétion en ATP, suivie d'un gonflement et enfin de la
libération du cytochrome ¢ qui favorise alors la signalisation de la mort cellulaire par
apoptose (Hosseini et al., 2013). Nos résultats sont en accord avec ceux de Muhammed et al.
(2020) qui prouvent que la CYP a la capacité de provoquer des troubles neurodégénératifs par
le biais d'un dysfonctionnement mitochondrial, d'une activation des caspases, des dommages
de 'ADN génomique, d'une inhibition de l'activité de I'AChE. Les résultats de Kimura-
Kuroda et al. (2012) signalent le passage d'IMID a travers la barriere hémato-encéphalique
provoguant ainsi des modifications au niveau des membranes cellulaireset des influx calciques

excitateurs importants dans les neurones.

Comme les néonicotinoides ont la méme structure que la nicotine et partagent également une
activité agoniste sur les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChRs), nos résultats
sont cohérents avec ceux obtenus par Onal et al. (2004) qui indiquent que l'exposition

maternelle a la nicotine altére le développement normal des différentes régions du cerveau, en

e
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particulier le CAl de I'hippocampe, en modifiant son ultra structure par la condensation de la
chromatine nucléaire, la dilatation du réticulum endoplasmique rugueux et le gonflement des

mitochondries.

D'apres nos résultats, il semble que la CYP soit plus neurotoxique que I'IMID. Mais en
général, méme en tant qu'insecticide spécifique aux insectes, I'IMID pourrait altérer le
comportement et I'intégrité mitochondriale des especes non ciblées. Nos résultats sont en
accord avec les travaux de Liu et al. (2018) ; qui prouvent que les pyréthrinoides comme la
deltaméthrine ont un niveau de neurotoxicité plus élevé par rapport aux organophosphorés et
aux néonicotinoides en raison de leur lipophilie qui leur permet de s'accumuler dans la

membrane cellulaire en perturbant sa structure (Aouey et al., 2017).

11.4. Effet de PIMID et de la CYP sur le statut redox mitochondrial

La présente eétude a démontré qu'en general, I'exposition maternelle a un seul pesticide ou a
une combinaison de ces produits phytosanitaires, diminue le taux de GSH ce qui peut refléter
sa conjugaison ou son oxydation en G-S-S-G en raison de la surproduction des ROS et de
leurs sous-produits (Katié¢ et al., 2021). L’activité de la catalase (CAT) et du superoxyde
dismutase (SOD) ont enregistré une diminution dans le striatum et ’hippocampe de tous les
ratons nés des groupes traités et méme dans le cerveau des ratons de la deuxiéme génération.
De plus, l'activité de la GST, une enzyme de détoxification clé, a été egalement diminuée. La
réduction de l'activité de la GST s'est accompagnée d'une diminution de [lactivité du
glutathion peroxydase (GPx). La diminution de ces enzymes antioxydantes pourrait étre
interprétée par leur liaison aux molécules oxydantes produites au cours du metabolisme des
pesticides. D'autre part, le MDA, un sous-produit de la peroxydation lipidique utilisé pour
quantifier I'étendue des dommages causés aux macromolécules des membranes cellulaires a
enregistré une augmentation tres hautement significative, ce qui indique l'induction de
changements lipoperoxydatifs dans le striatum et I’hippocampe résultant de la génération de
ROS suite a l'exposition aux pesticides (Scarpato et al., 2020). la perturbation de
I’homéostasie du systeme redox mitochondrial enregistré dans cette étude pourrait étre
expliqué par la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique des ratons qui n’est pas
entierement développée par rapport aux cerveaux mature (Yadav et al., 2021), ce qui
confirme UD’effet dévastateur de I'IMID et de la CYP sur larchitecture du cerveau en
développement. Des résultats similaires ont été trouvés par Syed et al. (2016) qui ont montré

que I’exposition & un mélange de pyrethrinoides ; bifenthrin et b-cyfluthrin tout au long des

o
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périodes de gestation et de lactation provoque un stress oxydatif chez les ratons des femelles
traitées en réduisant I’activité de la CAT, du SOD et du GPx dans trois régions du cerveau
dont le striatum, le cervelet et I'nippocampe. De méme, le thiaclopride induisait un stress
oxydatif en diminuant l'activité cérébrale de la CAT et du SOD avec une baisse de

I'expression de leur ARNmdans le tissu cérébral de I'embryon du poulet (Farag et al., 2022).

I11. Discussion générale

Les pesticides peuvent étre utilisés pour préserver la durabilité des écosystéemes, mais
uniquement s’ils sont sélectifs et n'agissent que sur les organismes cibles. La contamination
de la chaine alimentaire par ces produits chimiques est aujourd'hui un défi inévitable et les
aliments sont considérés comme I'une des principales sources d'exposition des

consommateurs.

Bien que le cerveau consomme une grande quantite d'énergie, les fonctions du systeme
nerveux dépendent de la fonction mitochondriale. 1l a été rapporté que le stress oxydatif est
I’'un des principaux meécanismes de toxicité des pesticides et qu'il est associé a la
neurodégénérescence (Muhammed et al., 2020). Nos résultats suggerent que I'IMID et la
CYP provoquent un dysfonctionnement mitochondrial dans le cerveau des rats exposés soit
directement ou indirectement, durant la gestation et I’allaitement, par la génération d'un
niveauélevé de radicaux libres, que le systéme de défense antioxydant n’a pas pu neutraliser,

ce qui a donc entrainé une peroxydation lipidique conduisant ainsi a des lésions tissulaires.

Les résultats de cette présente étude ont également montré une augmentation significative des
niveaux de calcium cytosolique entrainant ainsi une augmentation de la perméabilité par
I'ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP), ce qui a conduit au
gonflement de ces organelles. Il a été démontré qu'une surcharge en Ca?" déclenche la voie
mitochondriale de l'apoptose; Lorsque le Ca?* mitochondrial est en excés, la membrane
devient plus perméable et son potentiel diminue permettant au Cyt ¢ de fuir dans le cytosol.
Le Cyt ¢ a son tour active la famille des caspases, y compris la casp 3, qui est le principal

éxecuteur de I’apoptose (Wang et al., 2021).

Il existe une corrélation directe entre I'action de I'ACh dans les fentes synaptiques et l'activité
de 'AChE. L’exposition a I'IMID et au CYP a entrainé une diminution significative de
I’activité d'AChE dans le striatum et I’hippocampe. Une augmentation indirecte de la

neurotransmission excitatrice causée par I’inhibition de cette enzyme pourrait entrainer des
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déficits du comportement, de la mémoire, de l'apprentissage et de la peur, ainsi que de
l'anxiété et de la dépression (Mani et Sadiq, 2014). Plusieurs tests de comportement ont été
mis au point dans cette présente étude pour évaluer I'activité locomotrice, la force musculaire,
les déficits de développement, les troubles de mémorisation et d'apprentissage. Nos résultats
suggérent que les deux pesticides étudiés entrainent une altération de la mémoire de
reconnaissance, des troubles de l'identification des objets et une anxiété sous la forme d’une

peur des espaces ouverts,

La catéchine a été utilisé dans la premiére partie de cette présente étude comme agent
neuroprotecteur contre les effets de 'IMID. Nos résultats ont montré que cette substance
neuroprotectrice atténue l'effet toxique induit par 'IMID dans les deux régions cérébrales
étudiées. La catéchine a minimisé l'altération des mitochondries par I'amélioration du taux du
GSH et I’activité des enzymes antioxydantes a savoir la SOD, CAT, GST et GPx. Cet effet
protecteur peut étre dii a son pouvoir antioxydant, qui s’exprime par 1’¢limination des ROS et
la chélation des ions métalliques en exces (Muhammed et al., 2020). En outre, les catéchines
ont la capacité d'atteindre les cellules nerveuses, ce qui est une caractéristique importante qui
contribue a leur capacité neuroprotectrice. Elles possédent une variété de mécanismes
moléculaires qui leur permettent d'inhiber la peroxydation des lipides et de prévenir la
fibrillation de I'amyloide-f, l'accumulation de protéine tau et la fibrillation de 1'a-synucléine
(Ozduran et al., 2023).

Il est important de noter que nos résultats ont montré la persistance de troubles
neurocomportementaux et de dysfonctionnements mitochondriaux a I’dge adulte malgré
I’absence de I’exposition aux pesticides chez les rates de la génération F2. Une étude menée
au Brésil, en Colombie et en Espagne a signalé la présence de résidus de CYP dans le lait
maternel (Elser et al., 2020 ; Corcellas et al., 2012). Les travaux de Laugeray et ses
collaborateurs (2017) ont également souligné que l'exposition in utero et durant la phase
lactationnelle a la CYP a des conséquences négatives sur le développement cérébral au début
de la vie, des défauts comportementaux durables a I'dge adulte et des modifications de
I'expression genétique liées au fonctionnement des mitochondries, a la régulation de I'ADN et
au métabolisme des protéines. Cela prouve que les néonicotinoides et les pyréthrinoides ont
des conséquences transgénérationnelles qui se manifestent plus tard dans la vie. Cette
transmission pourrait étre expliquée par des mécanismes épigénétiques (Yuan et al., 2016).
Ces résultats indiquent que les organismes peuvent étre soumis a des changements

moléculaires accumulés au fil des générations et/ou que des mécanismes adaptatifs peuvent
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étre en mesure de reinitialiser leur état physiologique aprés un certain nombre de générations
(Beck et al., 2017).

Cytoplasm

Mitochondrial
dysfunction

% Histological
DNA damage s alteration

Mitochondria *
A * A ,"',r'
Q. QL Neurotoxicity

Reproductive toxicity
Developmental toxicity

Nucleus

Fig 83: Schéma récapitulatif de la neurotoxicité des pesticides étudiés et I’effet préventif de la
catéchine
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Conclusion

Il est connu que les pesticides sont essentiels pour ameéliorer les cultures agricoles et lutter
contre les maladies des plantes, mais la présence de leurs résidus dans les matrices
alimentaires pourrait étre a 1’origine de plusieurs pathologies. Dans ce contexte, nous nous
sommes intéresses a évaluer I’effet neurotoxique direct (fenétre adulte) et indirect (fenétre pré
et postnatal) d’une exposition orale a des doses réelles de deux pesticides largement utilisés

en Algérie, il s’agit de I'IMID et de la CYP.

A la lumiére des résultats obtenus dans la premiere partie de cette présente étude, on peut
conclure que I’exposition chronique des rats adultes a 1.2 mg/kg/jour d'IMID a entrainé des
déficiences cognitives et des difficultés d'apprentissage, ce qui pourrait se justifier par la
perturbation de la neurotransmission cholinergique due a l'inhibition de I’AChE. En outre,
I'IMID a induit un stress oxydatif par la perturbation du systeme antioxydant (GSH, CAT,
SOD, GPx et GST), ’augmentation de la peroxydation lipidique (MDA), une perturbation de
la perméabilité membranaire et un gonflement mitochondrial dans les deux régions cérébrales
étudiées, le striatum et I’hippocampe. Concernant 1’étude histologique, des 1ésions tissulaires
ont été également enregistrées. D'autre part, la supplémentation en catéchine (20 mg/kg/jour)
a exerceé une action protectrice contre les effets déléteres de I'IMID sur l'intégrité structurale
et fonctionnelle des mitochondries comme elle a prévenu également les troubles cognitifs et

neurocomportementaux induit par 'IMID quand il a été administré seul.

Les résultats obtenus dans la deuxieme partie de cette étude ont révélé que suite a I'exposition
maternelle a I'lMID (1.2 mg/kg/jour ) et au CYP (6.7 mg/kg/jour), seuls ou en cocktails,
pendant la gestation et I’allaitement, affecte non seulement le comportement et les fonctions
cérébrales de la génération F1, mais aussi ces effets se transmettent a la génération suivante

(F2), méme s'il n'y a pas eu d'exposition directe de la progéniture de la génération F1.

Perspectives
Dans le but de cerner et approfondir la question de la neurotoxicité régionale des pesticides en
I’occurrence les deux pesticides faisant I’objet de cette présente étude, il est recommandée

d’étaler cette investigation a d’autres aspects histologiques et moléculaires tels que :

e La mise en évidence de la dégénéréscence neuronales par les mécanismes de mort
cellulaire (apoptose, nécrose et autophagie) en appliquant les méthodes

immunohistologiques et biochimiques.
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Evaluation de certaines protéines indicatrices des maladies neurodgénératives telles
que Binl, tau, a-synucléine,.. aprés exposition chronique a ces pesticides.

Etude des effets génotoxiques des pesticides au niveau des cellules régionales du
cerveau telles que les cellules souches neurales (cellules SH-SY5Y, les PC12...) et

leur impact sur la neurogenese surtout au stade juvénile.
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HUTEXE

Annexe 01 : La courbe d’étalonnage des protéines

do
0,7
0,6 - y = 0,5869x + 0,0016
R?=0,9981
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Qo3 * do
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Annexe 02 : La courbe d’étalonnage de GSH.
do
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ABSTRACT

The imidacloprid (IMID) and cypermethrin (CYP) pesticides are known to have neurotoxic effects and negative brain developmental
consequences when used separately, but little is known about the consequences of using them as a mixture. That could be passed down
from one generation to the next. In this context, we were interested in studying the effect of oral exposure of female rats during gestation
and throughout the lactational period to real doses of IMID (1.2 mg/kg) and CYP (6.7 mg/kg) either alone or in a mixture on behavior and
mitochondrial redox status. The first and second generation pups were followed from birth to juvenile age using a series of tests to assess
reflex, coordination and general motor function, including surface righting, cliff aversion, negative geotaxis and the muscle strength test.
At PND 21, cholinergic function, oxidative stress and mitochondrial integrity were assessed in the striatum and hippocampus. Our results
showed that IMID and CYP, alone or in combination, induced decreased body weight gain, impaired neurobehavioral performance, and
AchE inhibition. Oxidative stress markers including GSH level and SOD, CAT, GST and GPx activities showed a significant decrease.
While, lipid peroxidation which was assessed by MDA assay, cytosolic calcium level, swelling and mitochondrial permeability recorded
a significant increase. In conclusion, the disruption of mitochondrial redox homeostasis and the presence of neurobehavioral disorders
even in the offspring of the F2 generation suggests that independent and combined exposure to IMID and CYP during a critical period of

development has irreversible effects; long-lasting and persistent.

Keywords: Imidacloprid, Cypermethrin, Neurobehavior, Striatum, Hippocampus, Mitochondria, Oxidative stress, Rats

INTRODUCTION

The fetal period and early life are important stages when optimal brain
development is assured. This is when the basic structure of the brain is built. This
construction involves a series of processes that are particularly vulnerable to
chemical stressors including pesticides. Impairment of this process could disrupt
homeostasis, thereby increasing the risk of neurodegenerative disorders (Sunyer
and Dadvand, 2019). Several studies have shown that exposure to pesticides is
not only through inhalation, skin absorption or ingestion of contaminated food and
water but also through the placenta and breast milk during critical periods of
development (Dewalilly et al., 2014). The use of pyrethroids and neonicotinoids
has registered a significant increase due to their efficiencies and wide range of
application; they are also less toxic to non-target organisms and efficiently
degradable. These two families are considered green pesticides compared to
organophosphates. However, the effect of their low concentrations on wildlife,
especially bees, as well as humans, remains of concern (Zeljezic et al., 2017). The
nervous system is the primary target of CYP, a pyrethroid that exerts a neurotoxic
effect through voltage-gated sodium channels. Once this insecticide binds to the a
subunit of the sodium channel, the latter remains in an open position, thus allowing
a prolonged passage of sodium and a depolarization of the membrane and ends up
disrupting neuronal transmission. Exposure to this pyrethroid also influences other
channels such as voltage-gated calcium and potassium channels; it decreases
dopamine and acetylcholine levels as it alters key enzymes involved in the
synthesis and metabolism of neurotransmitters such as as adenosine
triphosphatases and AChE (Raszewski et al., 2016). In laboratory animals,
intranasal exposure of mice to 5 and 20 mg/kg of CYP during gestation and
lactation has been linked to mitochondrial dysfunction as a mechanism of
developmental neurotoxicity (Laugeray et al., 2017). Another study conducted on

mice indicates that exposure to CYP results in the release of Ca2+ and free radicals
leading to DNA damage and cell death (Maurya, et al., 2014).

Neonicotinoids such as IMID act by binding to the a4 and B2 subunits of the
nicotinic postsynaptic acetylcholine receptors (nAChRs) of mammals. The
neurotoxicity of this class is manifested by the inhibition of acetylcholinesterase,
thereby reducing the ability of this enzyme to break down acetylcholine in the
synapses, which subsequently leads to continuous overstimulation of nerves and
muscles. Prenatal exposure to its chemicals affects the formation of neural circuits
in several regions of the brain that are involved in the regulation of depression,
anxiety, memory and learning (Sano et al., 2016).

Osaka et al., 2016 reported the presence of metabolites of the neonicotinoid
Thiamotoxam in the urine of young children. The increased resistance of pests to
a single pesticide application has made it necessary to use a cocktail of these
chemicals in order to increase its speed of action (Shittu et al., 2021). Therefore,
the combined effect of this mixture can lead to a joint interaction between the
chemicals thus altering the absorption, biotransformation, distribution and
elimination of one on the other and subsequently causing the appearance of new
metabolites which could be more dangerous in comparison with the basic
preparation, which makes the question of the risk for ecology and human health
even more serious (Aouey et al., 2017).

To our knowledge, the CYP and IMID cocktail has not been studied for its
transgenerational neurotoxic effects in mammals. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the toxicity of these pesticides alone or in mixture by
examining their effects on neuromotor development, mitochondrial integrity and
oxidative damage in the striatum and hippocampus of pups of generations F1 and
F2 born to mothers (FO) exposed during gestation and throughout the lactation
period.
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MATERIALS AND METHODS
Chemical products

Most of the chemicals used in this study were purchased from Sigma Aldrich,
Germany. COMMANDO is the trade name of IMID, purchased from VAPCO,
Jordan. CYRUX is the trade name of CYP, purchased from UPL Limited India.
The doses were chosen by referring to the results of (Jallow et al. 2017) which
found 1.2 mg/kg/d of IMID residues in cucumber and of (Skretteber et al. 2015)
which found 6.7 mg/ kg of CYP residue in peppermint. To convert the
concentration of pesticides in cucumber and peppermint to a daily dose in
experimental animal studies, we used a conversion factor which is 0.05 in rats
(EFSA 2011).

Breeding and treatment of animals

Wistar albino rats weighing approximately 200g were provided by the Pasteur
Institute in Algiers. Upon receipt, the animals were placed in cages for a two-week
acclimatization period. They were maintained under standard temperature and
humidity conditions, with a temperature of 22+ 2°C and a humidity of
approximately 60%, with a periodic cycle (light/dark) of 12 hours. The rats had
free access to food and water. All experimental testing was performed in
accordance with international guidelines for the care and use of laboratory animals.
After two weeks of habituation to the animal house, the females were bred with
males (2:1). The next day, the rats were examined by demonstrating the presence
of spermatozoa in the vagina; which announces the first gestational day G1. After
fertilization, 4 females (FO) were placed individually in cages. They were then
divided into 4 exposure groups:

- Control group-receiving corn oil

- IMID group receiving 1.2 mg/kg of IMID

- CYP group receiving 6.7 mg/kg of CYP

- Mixture group receiving a mixture (IMID at 1.2 mg/kg/day and CYP 6.7
mg/kg/day).

In this study, IMD and CYP were dissolved in corn oil and administered orally
from day 1 of gestation to day 21 of lactation. Adult females of the F1 generation
(offspring of FO mothers) were mated with males (not exposed to pesticides) to
generate the F2 generation.

Sensory-motor development tests

At birth, eye opening was monitored and body weight was measured from day 1 to
day 21 of postnatal age.

Evaluation of locomotor development

The turning reflex (surface righting)

From day 3 to day 5 of postnatal age, the rollover reflex was performed as
described by Peiffer (2011). This test consists of placing the rat on its back on a
horizontal board, the animal will then try to turn around by swinging to the right
and to the left. In this test, the time it takes for the rat to get back on its four legs is
timed.

Cliff dislike

From the 5th to the 7th day of postnatal age, Cliff aversion tests the young rat's
reflex, strength and coordination. In this test, the rat's head and forelegs are
positioned at the edge of a raised flat box. Two consecutive trials are carried out
for each rat which will be scored by counting points and the time it takes to move
away from the edge is timed (Peiffer, 2011).

Negative geotaxis

On days 7 to 9 of postnatal age, negative geotaxis is performed to assess motor
coordination, counting the time it takes for a rat placed on a 450 slope with its head
pointing down to turn 180 o up (Feather-Schussler and Ferguson, 2016).

Suspension test (muscle strength)

From the 10th to the 13th day of postnatal age, front-limb Suspension test reflects
muscle strength and coordination. It consists of hanging the rat's front legs on a
metal wire stretched over a stable object, recording the total time of the fall (Albina
et al., 2005).

Biochemical analysis

At the end of the lactational phase (PND21), the first and second generation rats
were sacrificed by decapitation after deep ether anesthesia; the brains were

recovered and immediately washed with a cold phosphated saline solution (PBS),
then dissected to separate the striatum and the hippocampus which are used to
evaluate the effect of IMID and CYP alone or in mixture on the mitochondrial
redox status and membrane integrity of this organ.

Separation of mitochondrial matrix from striatum and hippocampus.

The extraction of the mitochondrial fractions was carried out according to the
method described by Sahu et al. (2014). Briefly, the hippocampus and the striatum
are immersed and homogenized in a TSE buffer (10 mM tris, 250 mM sucrose, 0.1
mM EDTA, pH 7.2 at 4°C) to obtain a 10% homogeneous tissue. The homogenate
recovered is centrifuged at 600 g/10 min in order to eliminate large cellular debris.
The supernatant resulting from this centrifugation is recovered and then
centrifuged at 10,000g/10min. The resulting supernatant is considered as the
cytosolic fraction, and the pellet is resuspended in TS buffer (10mM tris, 250mM
sucrose, PH 7.2) then centrifuged at 10,000g/10min. The pellet resulting from this
last centrifugation is resuspended in the storage buffer (250 mM sucrose, 50 mM
tris, PH 7.2) which will be used directly for the evaluation of the structural and
functional integrity of the mitochondria; the rest is stored at -20°C for later
analyses.

In order to burst the mitochondria and recover the mitochondrial matrix, we
performed freeze-thaw combined with approximately 8 times homogenization;
then, we performed a centrifugation at 10,000 g/10 min. The obtained supernatant
was considered as the source of mitochondrial MDA, GSH, CAT, GST, GPx and
SOD.

Determination of AChE activity and cytosolic calcium

AchE activity was estimated according to the procedure of Ellman et al. (1961),
using acetylthiocholine as a substrate. 100 pl of cytosolic sample were added to
100 pl of DTNB (0.1 M, pH 8) + 1 ml of tris buffer (0.1 M, pH 7). Once the reaction
was stable, 100 pl of acetylthiocholine substrate was added. Absorbance was
monitored at 412 nm over 4 min for 20 min. AchE activity was expressed as 1U/mg
protein.

Calcium levels in the cytosol were measured following the recommendations of a
commercial kit (SPINREACT, Spain).

Assessment of swelling and mitochondrial permeability

Swelling of mitochondria was assessed in the striatum and hippocampus using the
method of Li et al (2014) where the absorbance of mitochondria isolated from
fresh tissue at 4°C is monitored at a wavelength of 540nm. The decrease in
absorbance indicates swelling of the mitochondria, which is the result of loss of
the mitochondrial permeability transition pore (MPTP). Mitochondrial
permeability was evaluated according to the method designed by Kristal et al
(1996); this technique is based on the rate of passage of Ca++ followed by an
increase in the size of the mitochondria detected every 30 s for 3 min at 540 nm.

Evaluation of markers of redox status in mitochondria of the striatum and
hippocampus

Determination of glutathione and malondialdehyde acid levels

The glutathione concentration was measured by the method of Ellman (1959): 50
ul of trichloroacetic acid (TCA) (10%) + 50 pl of mitochondrial matrix are
centrifuged at 1400 g/2 min. 50 pl of the supernatant are taken, to which 1 ml of
phosphate buffer (PH=8) and 20 pl of DTNB (5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid)
(0.01M) are added. After 15 minutes of incubation, the reading of the optical
density was carried out at 412 nm with respect to the reagent blank prepared under
the same conditions. The evaluation of the end products of lipid peroxidation was
carried out by the analysis of side products such as malondialdehyde (MDA) which
is commonly measured by its reaction with thiobarbituric acid (TBA). The intense
absorption of this complex occurs at a wavelength of 532nm. MDA levels were
assessed using the method of Niehius and Samuelson (1968).

Determination of CAT, SOD, GPx and GST activities

The enzymatic activity of catalase was determined according to the method of
Clairbone (1985); this method is based on measuring the disappearance of
hydrogen peroxide due to the activity of this enzyme. In a quartz cuvette, we put 1
mL of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) + 0.950 mL of H,O, (0.019 M) + 50 ul of
the enzyme source (mitochondrial matrix). The reaction is monitored by recording
the absorbance at 240 nm every 30 s for 3 minutes. The enzymatic activity is
expressed in IU/mg of protein. The SOD activity was evaluated according to the
method of Beauchamp and Fridovich (1971). The SOD activity was evaluated
according to the method of Beauchamp and Fridovich (1971). Briefly, 50 ul of
the enzyme source (mitochondrial matrix) were added to 2 ml of a reaction mixture
which contains (sodium cyanide, NBT, EDTA, riboflavin and phosphate buffer at
pH 7.8) in the presence of 100 ul of an electron donor such as methionine. The
mixture is subjected to radiation from a 15 W lamp for 15 minutes. Absorbance
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was measured at 560 nm. The GPx activity was carried out according to the
procedure described by Flohe and Giinzler (1984). GPx is the main enzyme that
removes hydrogen peroxide. 0.2ml of sample (mitochondrial matrix) was added to
a tube containing 0.4ml of GSH (0.1mM) and 0.2ml of phosphate buffer (0.067M,
pH 7.8). The mixture is incubated in a water bath at 25° C. for 05 min. H,0;
(1.3mM) was added to initiate the reaction. After 10 min, 1% TCA (tri-chloroacetic
acid) was added to stop the reaction and the mixture is put on ice for 30 min and
centrifuged for 10 min at 3000 rpm. A volume of supernatant is placed in a cuvette
to which Na2HPO4 (0.32M) + DNTB (1mM) have been added. Absorbance was
measured at 412nm every 30 seconds for 05min. The GST activity was measured
according to the method of Habig et al. (1974). The intensity of GST activity is
directly proportional to the amount of 1-S-Glutathionyl 2-4dinitrobenzene formed
from the conjugation between GST and CDNB (1-Chloro2,4-dinitrobenzene)
which acts as a substrate. Absorbance was performed every 30s for 5min at 340
nm.

Statistical analysis

Data are presented as mean + SD. In multiple comparisons, data were analyzed
using a one-way ANOVA. Differences between mean values were considered
significant at *p < 0.05; highly significant at **p < 0.01; and very highly significant
at ***p < 0.001. The statistical study was carried out using Excel SPC software.

RESULTS

Sensory-motor development tests

Pup maturation was assessed by body weight gain from day 1 (PND1) to day 21
(PND21). Independent and combined exposure of dams (FO) to IMID and CYP

significantly reduced weight gain of first and second generation pups (p < 0.05 for
IMID, p <0.01 for CYP and p < 0.001 for MIX) (Fig 1).

Gain weight
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Figure 1 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on weight gain in neonates of the first and second generation. Values are
means + SD, (n=10), * Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant
difference versus control (p < 0.01). *** Very highly significant difference versus control (p
<0.001).

Regarding eye opening, there were no significant changes in any of the treated
groups compared to the control group (Fig 2).
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Figure 2 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their

mixture on eyes opening in neonates of the first and second generation. Values are
means + SD, (n=10), ns no significant difference (p > 0.05).

Evaluation of locomotor development

Neuromotor development was also studied by several tests such as surface righting,
Cliff aversion, negative geotaxis and front-limb suspension.

The development of the ability to turn over (surface righting) was significantly
impaired by IMID and CYP either alone or in combination. The mean time needed
to turn around was higher in F1 and F2 generation pups born to treated mothers
compared to the control (p <0.01 for IMID and CYP and p <0.001 for MIX) (Fig
3).
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Figure 3 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on surface righting reflex in neonates of the first and second generation.
Values are means + SD, (n= 10), * Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly
significant difference versus control (p < 0.01). *** Very highly significant difference versus
control (p <0.001).

Cliff aversion in F1 and F2 offspring is shown in Figure 4. The pups born to the
treated mothers took longer to move back on the platform during the three days of
the test with a significant difference with the control, only in PND 5 the IMID did
not exert any significant effect on the pups of the second generation.
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Figure 4 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on cliff aversion in neonates of the first and second generation. Values are
means = SD, (n=10), ns no significant difference (p > 0.05). * Significant difference versus
control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus control (p < 0.01). *** Very highly
significant difference versus control (p < 0.001).

Pre- and postnatal exposure to IMID and CYP significantly impaired the ability of
pups to exhibit reflex in the negative geotaxis test. However, in PND8 no
significant difference was recorded in first and second-generation pups born to
dams treated with CYP alone (Fig 5).

Negative geotaxis

60 -
% %k
50 -
D 40 1 m control
g 30 - = IMID
= =CYP
20 + mMIX
10 -
0 -
day7 day8 day9
F1
Negative geotaxis
D) = control
g = IMID
[= mCYP
1 MIX

day7

day8
F2

Figure 5 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on development of negative geotaxis reflex in neonates of the first and
second generation. Values are means + SD, (n=10), ns no significant difference (p > 0.05).
* Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus
control (p < 0.01). *** Very highly significant difference versus control (p < 0.001).

day9

Coordination, development and motor strength were assessed by the front-limb
suspension test. The results obtained showed that the fall latency was significantly
affected, pups born to mothers treated with IMID and CYP either alone or in a
mixture remained hanging from the wire longer than the controls (Fig 6).
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Figure 6 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on coordination, development and motor strength in neonates of the first
and second generation. Values are means + SD, (n= 10), * Significant difference versus
control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus control (p < 0.01). *** Very highly
significant difference versus control (p <0.001).

Evaluation of AchE activity in pups of the F1 and F2 generation

Maternal exposure to IMID and CYP alone or in cocktail resulted in a significant
decrease in AChE activity in the striatum and hippocampus of first and second
generation juvenile pups (Fig 7).
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Table 2 Effect of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on mitochondrial permeability in striatum, and hippocampus of rats of the
first and second generation observed at 21 days of age. Values are means + SD, (n=
10). * Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus
control (p <0.01). *** Very highly significant difference versus control (p < 0.001).
Mitochondrial permeability (AOD/At)
generations
F1l F2
Brains regions

AchE activity (Ul/ mg pro)

Striatum Hippocampus Striatum Hippocampus
8 Control 0.017£0.006 0.019£0.003 0.022:£0.001 0.020£0.002
60 IMID 0.027+0.007" 0.031=0.003™" 0.026+0.002"  0.030+0.002""
0 CYP 0.031=0.008" 0.037£0.005™  0.032+£0.001™  0.037+0.001™"
MIX 0.032+0.003™ 0.040£0.005™  0.031=0.001™  0.041+0.002™
20
0
Striatum Hippocampus cytosolic ca+2 levels
F2 1 -
Figure 7 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on acetylcholinesterase activity in striatum, and hippocampus of rats of 10
the first and second generation observed at 21 days of age. Values are means + SD, £ = control
(n=10). * Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant difference g 8 = IMID
versus control (p < 0.01). *** Very highly significant difference versus control (p < 0.001). é CYP
. . i ) . 2 6 uMIX
Evaluation of mitochondrial swelling and membrane permeability %
The results in Table 1, show a significant increase in mitochondrial swelling in the Y 4
striatum and hippocampus of first and second generation pups born to dams treated S
during gestation and throughout lactation with IMID and of CYP, alone or in a 2
mixture, compared to pups born to untreated mothers.
0
Table 1 Effect of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their Striatum Hippocampus
mixture on mitochondrial swelling in striatum, and hippocampus of rats of the first F1
and second generation observed at 21 days of age. Values are means + SD, (n= 10). **
Highly significant difference versus control (p < 0.01). *** Very highly significant difference cytosolic ca+2 levels
versus control (p < 0.001).
Mitochondrial swelling (optic density) 14 A
generations *k % *okk
F1 F2 _ 12 -
. _ Brains region_s i % 10 - m control
Striatum Hippocampus Striatum Hippocampus IS 1 2 IMID
Control 0.297+0.020 0.262+0.017 0.293+0.014 0.270 £ 0.013 é g - cyp
IMID 0.201+0.022™  0.185+0.012™" 0.213+0.008™" 0.179+0.017™ %
CcYP 0.214+0.022° _ 0.170:0.015~ _ 0.210:0.032 __ 0.192:0.02L E =MIX
MIX 0.182+0.012  0.118+0.014™  0.1304+0.0117 0.098+-0.006™ ~
& 4
Maternal exposure to IMID and CYP, alone or in combination, significantly ° 2
increased mitochondrial permeability in the striatum and hippocampus of first
generation pups. This effect was transformed to the pups of the F2 generation born 0 -

from the treated mothers even if there was no direct exposure of the F1 offspring
(Tab 2).

The results of changes in calcium concentrations outside the mitochondria are
shown in Figure 8. After pre- and postnatal exposure to IMID and CYP either alone
or in combination, cytosolic calcium levels increased significantly in pups born to
treated dams relative to those born to control dams.

Evaluation of mitochondrial redox status in the striatum and hippocampus of
F1 and F2 generation pups

With respect to antioxidant potency, CAT, SOD, GST, GPx activity and GSH level
in the striatum and hippocampus of pups born to IMID and CYP-treated mothers,
either alone or in mixture, recorded values significantly lower than the control. For
lipid peroxidation, our results showed a significant increase in MDA in pups born
to treated mothers compared to those of the control (Table 3).

Striatum

Hippocampus
F2

Figure 8 Effects of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their
mixture on cytosolic ca*? levels in striatum, and hippocampus of rats of the first
and second generation observed at 21 days of age. Values are means + SD, (n=10). *
Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus control
(p <0.01). *** Very highly significant difference versus control (p < 0.001).

The results in Table.4 show the persistence of disruption of mitochondrial redox
homeostasis in the F2 generation pups even though there was no direct exposure
of the F1 offspring. The pups in the treated groups recorded a significant decrease
(p < 0.001) in the activity of CAT, SOD, GST, GPx, the level of GSH and
significantly higher values of MDA (p < 0.001).

Table 3 Effect of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their mixture on antioxidant enzymes and malondialdehyde levels in striatum, and hippocampus
of rats of the first generation observed at 21 days of age. Values are means + SD, (n= 10). * Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus

control (p <0.01). *** Very highly significant difference versus control (p < 0.001).

Mitochondrial oxidative stress parameters

groups
Control IMID CYP MIX
Stria Hippo Stria Hippo Stria Hippo Stria Hippo

MDA (nmol/mg Pro) 1.707+0.10 1.51£0.24  2.681£0.36™" 2.025+0.27" 2.13+0.09" 2.48+0.21" 3.27+0.34™ 3.43+0.22""
GSH (mmol/mgPro) 0.41140.03  0.417+0.03  0.356+0.03" 0.351+0.03" 0.33+0.02" 0.31:+0.05™" 0.21+0.03™ 0.33+0.02™
GST (Ul/mg Pro) 50.52+4.58  49.68+1.43  42.797+2.82"°  38.498+1.417"  41.30+3.927  39.11+1.89™  30.19+4.94™  27.01+2.76™
GPx (Ul/mg Pro) 0.274+0.02  0.28+0.01  0.237+0.01” 0.254+0.01" 0.25+ 0.01" 0.24+0.02”  0.20+0.01™ 0.24+0.02"
CAT (Ul/mg Pro) 0.090+0.00  0.08+0.01  0.069+0.00™  0.064+0.013" 0.07+0.01" 0.05+ 0.00™ 0.03+0.01™" 0.03+0.01™"
SOD (Ul/mg Pro) 10.45+1.10  10.02+0.24  8.80+ 0.63" 8.12+0.84™ 7.73£0.76™"  8.46+0.74" 5.16+0.72"" 5.12+0.94™

Stria : Striatum, Hippo : Hippocampus
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Table 4 Effect of gestational and lactational exposure to IMID, CYP and their mixture on antioxidant enzymes and malondialdehyde levels in striatum, and hippocampus
of rats of the second generation observed at 21 days of age. Values are means + SD, (n= 10). * Significant difference versus control (p < 0.05). ** Highly significant difference versus

control (p <0.01). *** Very highly significant difference versus control (p < 0.001).

Mitochondrial oxidative stress parameters

groups
Control IMID CYP MIX
Stria Hippo Stria Hippo Stria Hippo Stria Hippo
MDA (nmol/mg Pro) 1.65340.17  1.686+0.26  2.970+0.39™"  2.704+0.29™"  3.111+£0.43™"  2.729+0.31""  4.536+0.66™"  3.950+0.17""
GSH (mmol/mgPro) 0.418+0.01  0.409+0.01  0.304+0.03""  0.342+0.03™  0.292+0.04™  0.295+0.05™"  0.197+0.02""  0.203+0.01""
GST (Ul/mg Pro) 49.87£1.51  49.53+1.39  40.24+1.48™  36.65£1.52™"  40.57£1.76™"  35.20+£3.377"  24.52£1.86""  20.99+4.98™
GPx (Ul/mg Pro) 0.267+0.01  0.271+0.02  0.231+0.02"  0.23140.02™  0.228+0.01""  0.232+0.01™  0.197+0.02™"  0.22740.01™
CAT (Ul/mg Pro) 0.087+0.00  0.080+0.01 0.06+£0.01 ™ 0.05£0.00 ™ 0.05£0.009™  0.05+0.01™"  0.029+0.01™  0.024+0.00""
SOD (Ul/mg Pro) 10.98+0.89 11.08+0.88 7.22+0.84 " 6.01£0.96 " 6.04+0.99 " 5.51+0.72 " 3.91+£0.70™" 4.11+0.74 ™"

Stria : Striatum, Hippo : Hippocampus
DISCUSSION

The ubiquity of pesticides in the domestic and agricultural environment increases
the likelihood of exposure for pregnant women and nursing mothers, putting their
children at risk (Shittu et al., 2021). During fetal and childhood development, the
environment can play an important role in the onset of many chronic diseases,
including neurodevelopmental abnormalities. It has also been shown that these
adverse effects can be transmitted to subsequent generations without the need for
additional exposure (Blanc et al., 2020). The results of the present study
demonstrated that exposure to a mixture of pesticides during a critical
developmental period even at low doses that have been adapted for human
consumption affects neuronal development and alters the mitochondrial redox
status of 1st generation pups, these negative effects were also transmitted to the
2nd generation pups. It is well known that IMID, which is a member of the
neonicotinoid family, acts in a similar way to nicotine by binding to postsynaptic
nicotinic acetylcholine receptors (NAChRs). Hyperactivity of these receptors
influences food intake and decreases body weight, which explains the reduction in
weight gain in F1 and F2 offspring born to dams treated with IMID and CYP either
alone or in combination. This reduction indicates reduced growth, which testifies
to the vulnerability of developing rats to pesticides, this could be explained by the
placental transfer of the compound from the mother to the fetus, this parameter is
an important factor in determining developmental toxicity (Syed et al., 2016). Our
results agree with those of Burke et al. 2018 and Elser et al. 2020 which showed
weight reduction in the offspring of mice exposed during gestation and throughout
lactation to 0.5 mg/kg IMID and 10 mg/kg CYP, respectively.

On the other hand, several studies have reported that exposure to pyrethroids and
neonicotinoids affects neurobehavioral performance, hence the delay of the
righting reflex (surface righting), disorders in the development of coordinated
movement and the sense of movement. equilibrium that were recorded after pre
and postnatal exposure to IMID and CYP either alone or in cocktails. This confirms
the negative impact of these two pesticides on neuromotor development, motor
functions and the vulnerability of the developing brain to xenobiotic insults (Syed
et al., 2016). These neurobehavioral deficits could be the result of dysfunction in
multiple areas of the central and peripheral nervous system; a recent study showed
that fetal and lactational exposure to a neonicotinoid, clothianidin, inhibits the
maturation of immature neurons in juvenile progenitor cells and the viability of
adult progenitor cells (Maeda et al., 2021). Our results are in agreement with the
work of Laugeray et al., 2017 who conducted a study in mice where females
received 5 and 20 mg/kg/day of CYP throughout gestation and up to the 15th day.
of lactation and those of Elser et al. 2020 who showed that maternal exposure to
CYP influences the development of GABAergic neurons. The delay in the
formation of these neurons can have a significant impact on their functions in the
mature brain, which will subsequently cause neurodevelopmental problems in
children. Moreover, a significant correlation between impaired memory
performance, developmental/coordination problems and the application of ACh
receptor antagonists has been demonstrated (Haense et al., 2012). It is now known
that neonicotinoids and pyrethroids have the ability to inhibit AChE which leads
to the accumulation of acetylcholine in synapses, subsequently causing persistent
stimulation of cholinergic neurons (Arora et al., 2017). Overall, our results agree
with those of Sinha et al. 2006 who tried to understand the mechanism of toxicity
of a pyrethroid-based mosquito repellent at different stages of development of the
central nervous system of rats and those of Liu et al., 2018 who confirm that
thiamotoxam, another pesticide of the neonicotinoid family, has the ability to block
the transfer of information between neurons and ultimately paralyze target organs.
These results indicate that there is a link between cognitive delay in children and
prenatal exposure to pesticides (Shelton., 2014; Gunier et al., 2017).

As the brain consumes a large amount of oxygen, contains high amounts of
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and has low levels of antioxidant enzymes;
which makes it very vulnerable to oxidative stress (Sharma et al., 2014), which is
defined by an imbalance between the amounts of oxidant and antioxidant
compounds, thus promoting the excessive generation of free radicals or slowing
down their elimination (Bragante et al., 2022). Exposure of FO generation rats to
IMID and CYP, alone and in mixture, during gestation and throughout the lactation
period resulted in increased cytosolic calcium levels in first generation rat pups.
and the second generation. This dysregulation is due to the overload of the

mitochondria with calcium, which is known as an activating factor of several
enzymes such as nucleases, proteases and phospholipases which will cause the
oxidation of lipids and proteins of the mitochondrial membrane, thereby promoting
the opening of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) (Panel et
al., 2018). This mitochondrial depolarization should produce ATP depletion,
followed by swelling and finally the release of cytochrome ¢ which then promotes
cell death signaling (Hosseini et al., 2013). Our results are in agreement with those
of Muhammed et al. 2020 which prove that CYP has the ability to cause
neurodegenerative  disorders through mitochondrial dysfunction, caspase
activation, genomic DNA damage, inhibition of AchE activity. Since
neonicotinoids have the same structure as nicotine and also share agonist activity
at nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), our results are consistent with those
of Onal et al., 2004 which indicate that maternal exposure to nicotine alters the
normal development of the different regions of the brain, in particular the CA1 of
the hippocampus, by modifying its ultrastructure by the condensation of nuclear
chromatin, the dilation of the rough endoplasmic reticulum and mitochondrial
swelling.

As the brain consumes a large amount of oxygen, contains high amounts of
polyunsaturated fatty acids (PUFASs) and has low levels of antioxidant enzymes;
which makes it very vulnerable to oxidative stress (Sharma et al., 2014), which is
defined by an imbalance between the amounts of oxidant and antioxidant
compounds, thus promoting the excessive generation of free radicals or slowing
down their elimination (Bragante et al., 2022). Exposure of FO generation rats to
IMID and CYP, alone and in mixture, during gestation and throughout the lactation
period resulted in increased cytosolic calcium levels in first generation rat pups.
and the second generation. This dysregulation is due to the overload of the
mitochondria with calcium, which is known as an activating factor of several
enzymes such as nucleases, proteases and phospholipases which will cause the
oxidation of lipids and proteins of the mitochondrial membrane, thereby promoting
the opening of the mitochondrial permeability transition pore (MPTP) (Panel et
al., 2018). This mitochondrial depolarization should produce ATP depletion,
followed by swelling and finally the release of cytochrome ¢ which then promotes
cell death signaling (Hosseini et al., 2013). Our results are in agreement with those
of Muhammed et al. 2020 which prove that CYP has the ability to cause
neurodegenerative disorders through mitochondrial dysfunction, caspase
activation, genomic DNA damage, inhibition of AchE activity. Since
neonicotinoids have the same structure as nicotine and also share agonist activity
at nicotinic acetylcholine receptors (NAChRs), our results are consistent with those
of Onal et al., 2004 which indicate that maternal exposure to nicotine alters the
normal development of the different regions of the brain, in particular the CA1 of
the hippocampus, by modifying its ultrastructure by the condensation of nuclear
chromatin, the dilation of the rough endoplasmic reticulum and mitochondrial
swelling.

According to our results, it seems that CYP is more neurotoxic than IMID. But in
general, even as an insect-specific insecticide, IMID could alter the behavior and
mitochondrial integrity of non-target species. Our results are in agreement with the
work of Liu et al. (2018); which prove that pyrethroids like deltamethrin have a
higher level of neurotoxicity compared to organophosphates and neonicotinoids
due to their lipophilicity which allows them to accumulate in the cell membrane
by disrupting its structure (Aouey et al. 2017). It is important to note that our
results showed the persistence of neurobehavioral disorders and mitochondrial
dysfunction even after cessation of exposure in F2 generation pups. A study that
was conducted in Brazil, Colombia and Spain reported the presence of CYP
residues in human breast milk indicating that IMID and CYP can be transferred
from mother to offspring possibly through the placenta and through breast milk
(Elser et al., 2020; Corcellas et al., 2012 ; Djellal et al., 2022 ; Gasmi et al.,
2022). This proves that neonicotinoids and pyrethroids have transgenerational
consequences that manifest later in life. This transmission could be explained by
epigenetic mechanisms (Yuan et al., 2016). These results indicate that organisms
may be subject to molecular changes accumulated over generations and/or that
adaptive mechanisms may be able to reset their physiological state after a number
of generations (Beck et al., 2017).
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CONCLUSION

It can be concluded that maternal exposure to IMID and CYP, alone and in
cocktails, during gestation and throughout the lactational period, even at low doses,
affects not only the behavior and brain function of the generation F1, but these
effects are also transformed to the next generation (F2) even though there was no
direct exposure of the F1 offspring. This proves that independent and combined
exposure to IMID and CYP during a critical period of development has long-
lasting, even persistent, irreversible effects. From here, we can say that exposure
to Imidacloprid and Cypermethrin pesticides causes several pathological effects at
the level of the brain, which leads to its dysfunction, which was confirmed by
previous experiences, especially with regard to behavior, memory and intelligence.
This study also confirmed the hypothesis of transmission of these toxics through
breastfeeding.
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Abstract The focus of this study was to investigate the
effect of chronic exposure to imidacloprid (IMID) on the
neurotoxicity and protective role of catechins in rats. Imida-
cloprid (1.2 mg/kg/day: realistic dose) and catechins (20 mg/
kg/day) were administered orally for 90 days. In this animal
experiment, mitochondrial membrane permeability, matrix
redox status, cholinergic function and cognitive func-
tion were evaluated in the rat striatum and hippocampus.
Chronic exposure to imidacloprid has resulted in significant
decreases in mitochondrial glutathione (GSH) rate and cata-
lase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx) activity, while glutathione-S-transferase
(GST) activity Malondialdehyde (MDA) and cytosolic cal-
cium (Ca*) levels were significantly increased. The same
results showed an improvement in mitochondrial membrane
permeability as well as an increase in mitochondrial edema.
In addition, assessment of cholinergic function revealed a
decrease in acetylcholinesterase (AChE) activity alongside

Significance statement: In this study, imidacloprid induced
disruption of mitochondrial membrane permeability and
swelling, and cognitive potential disorders in rat striatum and
hippocampus, while catechins prevented these abnormalities
when administered with this pesticide.
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behavioral and cognitive disorders such as muscle weakness,
anxiety, memory loss and learning ability. Conversely, these
results indicate that catechins protected brain regions from
mitochondrial and cognitive impairment by imidacloprid.
Finally, these results showed that chronic exposure to IMID
is associated with loss of mitochondrial integrity, dysfunc-
tion of the cholinergic system, and impairment in neurobe-
havior and cognitive ability. In addition, catechins showed
neuroprotective potential against pesticide neurotoxicity
generated in both regions of rat brain.

Keywords Imidacloprid - Behavioral deficits - Striatum -
Hippocampus - Mitochondrial alterations - Catechins

Introduction

It is widely recognized that pesticides are essential for
improving agricultural crops and controlling plant diseases,
but their side effects could affect other ecosystems and liv-
ing organisms that these crop protection products do not
target. In fact, the prolonged and uncontrolled use of these
chemicals has indirect negative effects on many other living
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organisms, such as the environment, animals and humans
[1]. In addition, pesticides can affect biodiversity by killing
pollinating insects and degrade the quality of agricultural
soils by affecting their microbiological and water content
[2]. Alarming levels of pesticide residues are also found in
fruits and vegetables, which are probably considered to be
the most common routes of exposure for people not directly
exposed to these chemical compounds [3]. Neonicotinoids
are a new generation of neuroactive pesticides chemically
related to nicotine and are considered to be the most popular
in the world due to their proven effectiveness against harm-
ful insect species and knowing that their long persistence
ensures long periods of protection and their systemic nature
could also cover all parts of the plant, which makes it easier
to combat a wide variety of pests [4]. Imidacloprid (IMID)
is a member of the neonicotinoid family of pesticides. It is
widely used to confront wide range of pests in agricultural
and veterinary areas [5]. After extensive application, IMID
has been shown to persist in soil for a few months to years
due to its high water solubility and relatively non-volatile
nature, allowing for its accumulation in the environment
where non-target organisms such as humans and animals
live [6]. It is chemically known that IMID acts similarly to
nicotine by irreversibly binding to the postsynaptic nicotinic
acetylcholine receptors (nAChR). This permanent activation
leads to an accumulation of acetylcholine by blocking the
nicotinic neuronal pathway, causing paralysis and death [7].
The modes of action of environmental pollutants include
an increase in oxidative stress through intensive formation
of free radicals (ROS), which has been observed in several
neurological disorders. To study IMID’s mode of action,
researchers studied the effects of this pesticide on the res-
piratory chain axis and the disruption of its ROS production.
One of these studies showed a disruption in electron flow
within complex I, explained by the overproduction of ROS,
observed during chronic exposure to IMID in brain rats,
leading to an imbalance in redox status capable of induc-
ing cell death of apoptosis via the intrinsic mitochondrial
pathway [8]. To study IMID’s mode of action, researchers
studied the effects of this pesticide on the respiratory chain
axis and the disruption of its ROS production. One of these
studies showed a disruption in electron flow within complex
I, explained by the overproduction of ROS, observed dur-
ing chronic exposure to IMID in brain rats, leading to an
imbalance in redox status capable of inducing cell death
of apoptosis via the intrinsic mitochondrial pathway [9]. It
has been reported through literature data that endogenous
antioxidant defenses are not always sufficient to completely
prevent oxidative cell damage; hence, the urgent need to
use exogenous sources of antioxidants [10]. Notably, many
studies have shown that the natural antioxidants are the safer
strategy to neutralize or eliminate xenobiotics from the body.
Catechin or epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is the main
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flavonoid in green tea; it is classified as Flavan-3-ol. The
antioxidant activity of catechins is known to be higher than
that of vitamin C or « -tocopherol [11].

First, this study focused on evaluating the neurotoxic
effects of IMID in both striatal and hippocampal brain
regions using an environmental dose found in cucumber
(1.2 mg/kg/day) [12] in adult male rats exposed for a long
time duration (90 days), by assessing the integrity of the
mitochondrial membrane and its redox status, with a focus
on behavioral changes, alongside the study of catechins to
prevent brain damage from this neonicotinoid.

Material and Methods
Chemicals

Chemicals almost all chemicals were supplied by Sigma-
Aldrich, Germany. Commando is the trade name of the pes-
ticide used (IMID) purchased from the VAPCO Society, Jor-
dan. The IMID dose (1.2 mg/kg) was chosen with reference
to the realistic level of this pesticide found in cucumbers.
In order to convert the concentration of IMID in cucumbers
into the daily dose in animal experiments studies, we used a
conversion factor of 0.05 in rats.

Animal Treatments

28 male Wistar albino rats weighing 220,260 g were pur-
chased from the Pasteur Institute of Algeria (PIA). Before
the rats were subjected to the treatments, they were adapted
for 2 weeks. The animals were maintained under a daily 12 h
light/dark cycle at constant temperature (22 °C) and relative
humidity of 55-10% and were fed standard rat pellets and
water ad libitum. All animal experiments were performed in
accordance with international guidelines for the care and use
of laboratory animals. In this study, all animal experiments
were approved by PIA according to the code of ethics: No
Batna-Univ 2.2020.231. IMID and catechins were suspended
in corn oil. The rats were randomly divided into 4 groups
of 7 rats each as follows: Control group received only 1 ml
corn o0il; Group C received 20 mg/kg catechin; Group IMID
received 1.2 mg/kg; IMIDGroup IMID + C received a com-
bination (IMID at 1.2 mg/kg/day and catechin at 20 mg/kg/
day).

Behavioral and Cognitive Evaluation

The study performed an assessment of the neurotoxicity of
IMID through some neurological and cognitive functions
such as anxiety, locomotor activity, memory, learning and
muscle strength using several of the following tests:
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e Open field (OF): The OF field was realized according to
the Tatem et al. [13].

e FElevated Plus Maze (EPM): The EPM was performed
according to the procedure described by Baldo and Peter-
son [14].

e Novel Object Recognition (NOR): The NOR test was
performed according to the method described by Antunes
and Biala [15].

e Forced Swimming (FS): FST was calculated according
to Porsolt et al. described method implemented. [16].

o Konzielas Inverted Screen (KIS): Based on the method
of Deacon [17].

Biochemical Analysis

After 3 months exposure, the rats were sacrificed by decapi-
tation after deep ether anesthesia. The brains were harvested
and immediately washed with cold phosphate-buffered
saline (PBS) and then dissected to separate the striatum and
hippocampus, which will be used to assess the variation of
various indicators.

Isolation of the Mitochondrial Matrix from Striatum
and Hippocampus

Extraction of mitochondrial fractions was performed accord-
ing to the method described by Sahu et al. [18]. A fraction
of the obtained mitochondrial suspension was used directly
for assessment of swelling and membrane permeability,
and the remainder is kept at —20 °C for further assays. The
mitochondrial matrix was isolated by freezing and thawing
approximately 8 times in conjunction with homogenization;
then, we performed centrifugation at 10,000 g/10 min. The
supernatant obtained was considered a source of mitochon-
drial MDA, GSH, CAT, GST, GPx and SOD.

Determination of AChE Activity and Calcium Cytosol

e AChE activity was determined in the cytosol by the
method of Ellman et al. [19].

e The determination of the cytosolic calcium level was
performed according to the manufacturer’s instructions
using commercial kit (SPINREACT, Spain).

Assessment of Mitochondrial Swelling, and Permeability

e Mitochondrial swelling was evaluated in the striatum and
hippocampus using the method of Li et al. [20].

e Mitochondrial permeability was assessed according to
the method designed by Kristal et al. [21].

Assessment of Redox Status Markers in Striatum
and Hippocampus Mitochondria

e The protein contents of different samples were deter-
mined according to the method of Bradford [22].

e All oxidative stress indicators which are, namely GSH,
MDA, CAT, SOD, GPx and GST, were measured in
mitochondrial brain following methods reported by
Abdel-Tawab et al. [23].

Statistical Analysis

Data are presented as mean standard deviation. For mul-
tiple comparisons, data were analyzed using one-way
ANOVA. Differences in means were considered significant
at *p <0.05; highly significant at **p <0.01; and very highly
significant at ***p <(0.001. The statistical study was per-
formed using the Excel SPC software package.

Results and Discussion
Behavioral and Cognitive Evaluation

The OF test results are shown in Fig. 1. They demon-
strated the installation of anxiety by a very highly signifi-
cant decrease (p <0.001) in the number of crossed squares
(walking) and rearing in the IMID group compared to the
control group, while the concomitant administration of cat-
echins in combination with IMID restored normal results. In
fact, the field test showed a decrease in rearing and walk-
ing frequency in the IMID-treated group, suggesting that
this pesticide increases anxiety, expressed as a preference
to remain immobile and close to the walls of the field.

M ambulation

40 - OF test
rearing

35 -
30 - #it
25 - * %k %
15 4
#
10 I I * %k I
5 - I
o 4

Control C IMID IMID+ C

Frequency of ambulation
and rearing
N
o

Fig. 1 Evaluation of the level of anxiety in the rats exposed chroni-
cally to low dose of IMID and preventive role of Catechin (C) using
the Open Field test (frequency of ambulation and rearing). Values
are means +SD, (n=7), ***Very highly significant difference from
the control group (p<0.001). #Significant difference from the IMID
group (p<0.05). ##Highly significant difference from the IMID
group (p<0.01)
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Similarly, previous studies have observed that prenatal expo-
sure to nicotine leads to neurobehavioral disorders related
to the modulation of glutamatergic synaptic transmission
in the hippocampus [24]. The EPM results after chronic
IMID exposure are presented in Table 1. Rats treated with
IMID showed a significant increase (p < 0.05) in time spent
in closed arms and a significant decrease (p <0.05) in time
spent in open arms compared to control rats, while there
was no significant variation in the number of Entries gave in
open and closed arms. Furthermore, the results underscore
that catechins supplementation modulates the IMID-induced
anxiety effect. Interestingly, the association of EPM with OF
tests revealed anxious behavior in IMID-treated rats com-
pared to the control group. This behavior may be due to the
interaction of IMID with CNS serotoninergic and dopamin-
ergic systems, which are known to be intimately involved
in the modulation of anxiety disorders [25]. In addition,
the results of the FS test showed an increase in immobil-
ity time, confirming that chronic administration of IMID
induces behavioral distress. However, in the NOR test, the
results of exploration times of new and familiar objects are
shown in Fig. 2, showing that IMID caused a very highly
significant decrease (p <0.001) in the recognition index (RI),
expressed as the percentage of exploration time of the new
object compared to the control group, reflecting a loss of
cognitive ability in rats. This decrease was significantly ame-
liorated in the IMID 4 C group, whereas catechin supple-
mentation resulted in a significant increase in RI compared
to the IMID group. In addition, the results of the forced
swimming test are shown in Fig. 3. The IMID-treated group
shows a highly significant increase (p <0.01) in immobility
time compared to the control group. Treatment of animals
associated with catechins and IMID showed a significant
improvement in this test compared to the IMID group. The
same conclusion was similarly drawn when muscle strength
and grip ability were evaluated by the KIS screen test. In
fact, this test (Fig. 4) showed that the IMID group had a

Table 1 Assessment of anxiety effects in the rats exposed chroni-
cally to a low dose of IMID using the EPM test and preventive role
of Catechin

Time spentin  Time spentin Number of entries

closed arms open arms (s) in closed and open
(s) arms
Control 292.2+1.79 7.8+1.79 22+1.64
Catechin 291.6+2.70 8.4+2.70 1.8+0.83
IMID 299 +1.41% 1+1.41% 1.4+0.54™
IMID + Catechin 289 +7.41"  11+£7.41%  2.8+1.30™

Values are means +SD, n=7, ns no significant difference (p>0.05).
*Significant difference from the control group (p <0.05). ## Highly
significant difference from the IMID group (p<0.01). ###Very
highly significant difference from the IMID group (p <0.001)
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Fig. 2 Evaluation of working memory and learning ability in the rats
exposed chronically to low dose of IMID and preventive role of Cat-
echin using the NOR test. Values are means +SD, (n=7), ***Very
highly significant difference from the control group (p <0.001). #Sig-
nificant difference from the IMID group (p <0.05)

highly significant increase (p < 0.01) in the time to fall from
the inverted screen, at the same time, when catechin was
co-administered with IMID, these results returned to nor-
mal. In parallel, chronic IMID exposure of rats significantly
(p<0.001) decreased AChE activity (Fig. 5) in both brain
striatum and hippocampus. This inhibition leads to accu-
mulation of acetylcholine in nerve synapses and myoneural
junctions, suggesting that the cholinergic system could be
blocked by IMID, leading to decreased spontaneous locomo-
tor activity and muscle spasms in rats. These suggestions are
also explained by the application of the KIS test, designed

140 Forced swimming

120

0 I I I I

IMID IMID+ C

Immobility (s) .
& 8 8 8

N
o

Control

Fig. 3 Evaluation of immobility time of the rats exposed chronically
to low dose of IMID and preventive role of Catechin using the Forced
swimming test. Values are means+SD, (n=7), **highly significant
difference from the control group (p<0.01). #Significant difference
from the IMID group (p <0.05)
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Fig. 4 Evaluation of the muscle strength of the rats exposed chroni-
cally to low dose of IMID and preventive role of Catechin (C) using
the KIS test. Values are means +SD, (n=7), **highly significant dif-
ference from the control group (p <0.01). ##Highly significant differ-
ence from the IMID group (p <0.01)

to evaluate the strength of animals as well as their ability to
maintain balance during inversion [26].

Evaluation of Mitochondrial Swelling, Membrane
Permeability and Cytosolic Ca?*

Treatment with IMID induced a very highly significant
increase (p <0.001) in mitochondrial edema in both hip-
pocampus and striatum compared to control, at the same
time, when catechins co-administered with IMID, pre-
vented this mitochondrial swelling (Table 2). In addition,
the results in Table 3 express an increase in membrane
permeability of striatum and hippocampal mitochondria in
the IMID-treated group compared to the control. However,
these results were reduced to normal levels by co-admin-
istration of catechins with the neonicotinoid. Simultane-
ously, assessment of cytosolic Ca** (Fig. 6) also showed a
very highly significant increase in both hippocampus and
striatum chronically treated with IMID compared to control

Fig. 5 ACHhE activities in both
striatum and hippocampus in
rats exposed chronically to low-
dose of IMID and preventive
role of Catechin (C). Values are
means +SD, (n=7), ***Very
highly significant differ-

ence from the control group
(p<0.001). ##Highly significant
difference from the IMID group
(p<0.01). ##H#Very highly
significant difference from the
IMID group (p <0.001)
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Table 2 Evaluation of mitochondrial swelling in the striatum and
hippocampus, in rats exposed chronically to low-dose of IMID and
preventive role of Catechin

Mitochondrial swelling as (optic density)

Brains regions

Striatum Hippocampus
Control 0.226+0.016 0.266+0.017
Catechin 0.230+0.017 0.268+0.010
IMID 0.116+0.009%* 0.136 +0.010%*
IMID + Catechin 0.2124+0.011%# 0.239 +0.016"#

Values are means +SD, (n=7), ***Very highly significant difference
from the control group (p <0.001). ###Very highly significant differ-
ence from the IMID group (p <0.001)

normalized in IMID + C treated group. This up-regulation
is most likely due to the translocation of the mitochondrial
calcium through the opening of the mitochondrial perme-
ability transition pore (mPTP), which subsequently leads to
mitochondrial swelling, and it is known that the permeabi-
lization of the mitochondrial membranes (MMP) generally
separates the critical lesion cell survival and death [27].

Evaluation of Mitochondrial Redox Status in Rat
Striatum and Hippocampus

The rate of mitochondrial GSH decreased significantly
(p <0.001) in the IMID-treated group compared to the con-
trol group. But when catechin was administered together
with this pesticide, GSH was maintained at its normal level
(Table 4). The results of this study also showed that IMID
induced a very highly significant increase in mitochondrial
MDA content (p <0.001) compared to the control group.
The simultaneous administration of catechins and the pes-
ticide in the IMID + C group resulted in a very highly sig-
nificant decrease compared to the IMID group (Table 4).
Previous studies have considered oxidative stress as one of
the neurotoxic mechanisms of pesticides. In addition, this

Hippocampus

250

200
150

£’ 100
50

0

IMID  IMID+C Control IMID  IMID+C

AchE activity (IU/mg of proteines)
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Table 3 Evaluation of mitochondrial permeability in the striatum
and hippocampus, in rats exposed chronically to low-dose of IMID
and preventive role of Catechin

Mitochondrial permeability as (AOD/At)

Brains regions

Striatum Hippocampus
Control 0.013+0.01 0.016£0.01
Catechin 0.011+£0.01 0.013+£0.01
IMID 0.062 +0.02%** 0.069 £0.03##*
IMID + Catechin 0.034+0.01% 0.031+0.01%*

Values are means+SD, (n=7), ***Very highly significant differ-
ence from the control group (p <0.001). #Significant difference from
the IMID group (p <0.05). ##Highly significant difference from the
IMID group (p <0.01)

phenomenon can also trigger damage to biological mol-
ecules, leading to the loss of their structures and functions
[28]. The present study demonstrated that chronic exposure
to IMID increases MDA levels, suggesting that this neoni-
cotinoid is endowed with the potential formation of ROS
capable of oxidizing double bonds of fatty acid hydrocarbon
chains, thereby inducing lipoperoxidation is promoted, con-
sequently leading to severe damage to biomembrane struc-
ture and cell function. Similarly, results from previous stud-
ies showed that chronic exposure to acetamiprid (another
neonicotinoid) caused an increase in mitochondrial edema
and membrane permeability [29]. There is evidence that
organisms have numerous antioxidant molecules to prevent
the deleterious effects of ROS, including GSH, which plays a
critical role in maintaining redox homeostasis by scavenging
ROS via thiol functions. However, in this study, GSH tended
to be decreased in the striatum and hippocampal mitochon-
dria in rats chronically exposed to IMID. At the same time
treatment with IMID showed a very highly significant

Fig. 6 Cytosolic Ca* level : i

Fig. 6 Cytoso 1C.Ca evels 12.00 Striatum _— 10 Hlppocampus

in striatum and hippocampus 9 sk

in rats exposed chronically 10.00

to low-dose of IMID and Hit 8

preventive role of Catechin (C). = 7 o

Values are means +SD, (n=7), % 8.00 £ 6

***Very highly significant dif- £ g

ference from the control group E 6.00 E S

(p<0.001). ##Highly significant % %4

difference from the IMID group ° 4.00 ©

(p<0.01). ###Very highly 3

significant difference from the 200 2

IMID group (p <0.001) ' 1

0.00 0
Control C IMID  IMID+C Control C IMID IMID+C

Ta.ble _4 Assessment of . Rat groups Control Catechins (C) IMID IMID+C

oxidative stress parameters in

rat striatum and hippocampus Rat striatum

mitochondria exposed GSH (mmol/mg of pro) ~ 0.370+£0.027  0.358+0.015  0.214£0.016%%*  0.340+0.014"*

chronically to low-dose of IMID i

and preventive role of Catechins MDA (nmol/mg of pro) 1.933+0.201 1.516+0.122 4.054 +0.343%%* 2.328+0.278
CAT (IU/mg of pro) 0.044 +£0.004 0.045+0.003 0.015+£0.001%#%** 0.038 +0.002%#
SOD (IU/mg of pro) 12.091+0.636  12.458+0.363 4,927 +0.668*%**  11.111+0.501%#
GPx (IU/mg of pro) 0.254+0.011 0.257+0.010 0.217 +0.008* 0.239+0.007%
GST (IU/mg of pro) 41.070+3.145  40.902+3.682  77.103+4.949%%% 46,633 +3.300"*
Rat hippocampus
GSH (mmol/mg of pro) 0.403+0.023 0.417+0.009 0.273 £0.01 1##* 0.382 +0.020%#
MDA (nmol/mg of pro) 1.384+0.169 1.334+0.246 3.959 +0.295%** 1.596 +0.206"#
CAT (IU/mg of pro) 0.094 +0.006 0.093+0.002 0.044 +0.003##* 0.087 +0.005"
SOD (IU/mg of pro) 10.994+0.737  10.539+0.879 5.039 £0.402%** 9.734+0.249"#
GPx (IU/mg of pro) 0.261+0.011 0.266+0.010 0.210+0.006* 0.243 +0.008*
GST (IU/mg of pro) 44.562+4.468  43.254+3.791  60.550£4.305%* 50.487 +3.245%

Values are means+SD, (n=7). *Significant difference from the control group (p <0.05). **Highly sig-
nificant difference from the control group (p <0.01). ***Very highly significant difference from the control
group (p <0.001). #Significant difference from the IMID group (p <0.05). ## Highly significant difference
from the IMID group (p <0.01). ###Very highly significant difference from the IMID group (p <0.001)
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decrease (p <0.001) in mitochondrial CAT activity com-
pared to control. However, this decrease was prevented in the
rats when catechin was co-administered with IMD (Table 4).
While the mitochondrial SOD activity assessment results
also show a very highly significant (p <0.001) decrease in
SOD activity compared to the control, this decrease was
corrected at the same time in the IMID + C group (Table 4).
Exposure to IMID caused a significant decrease (p <0.05)
in both hippocampal and striatal GPx activity compared to
control, while this loss of enzymatic activity was prevented
in the IMID 4 C group (Table 4). However, GST activity
increased significantly (p <0.001) in both IMID-treated
brain areas compared to the control group normalized by cat-
echins (Table 4). On the other hand, this study showed that
the neurotoxic effect induced by chronic IMID exposure can
be prevented globally by using catechins at a dose of 20 mg/
kg/day. These current findings agree with the results of the
study carried out by Moreno-Ulloa et al. [30] on the effect
of pesticides and the preventive role of catechins in rats.

Conclusion

The data obtained from this study revealed that chronic
exposure of rat striatum and hippocampus to IMID led to
cognitive impairments and learning disabilities, which could
be justified partially by the disturbance of cholinergic neu-
rotransmission due to cholinesterase inhibition. In addition,
IMID induced oxidative stress and mitochondrial injuries
leading to disturbance of membrane permeability and mito-
chondrial swelling which impaired cognitive abilities in rats.
On the other hand, catechin supplementation exhibits protec-
tive action against IMD effects on mitochondrial integrity
and function and prevents also cognitive disorders.
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