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Abstract

Lambda cyhalothrin is a pyrethroid insecticide and is considered a good addition between
efficacy and toxicity.

This work concerns the evaluation of the potential toxicity of lambda cyhalothrin
pesticides and the protective effect of Melissa officinalis on the lungs of Wistar rats that are
ideally suited to toxicological studies.

The rats were exposed to Lambda cyhalothrin doses of (5 mg / kg / day and 10 mg / kg /
day) and 10 mg / kg / day of Melissa officinalis for 3 months of treatment.

The results of this study this present work show that lambda cyhalothrin causes a
decrease in the relative weight of the lungs of rats and after addition the extract of melissa
officinalis corrected this toxic effect in comparison by the control rats.

The study of oxidative stress parameters indicates a decrease in GSH levels, and the
enzymatic activity of CAT and GPx enzymes and an increase in MDA level, GST enzyme
activity in rats treated with Lambda cyhalothrin compared to rats. witnesses, and the
supplementation of melissa officinalis improved this disturbance.

The present study has shown that exposure to lambda cyhalothrin has toxic effects at the
previously mentioned parameters, supplementation of melissa officinalis at 10 mg / kg / day has
improved most of the biochemical and enzymatic parameters studied.

Key words: lambda cyhalothrin, Melissa officinalis, Wistar rats, oxidative stress.



Résumé

Lambda cyhalothrine est un insecticide a base de pyréthrinoide qui elle considéré comme
un bon additionnable entre I’efficacité et la toxicité.

Ce travail concerne I’évaluation de la toxicité potentielle des pesticides de lambda
cyhalothrine et I’effet protecteur de Melissa officinalis sur les poumons des rats Wistar qui sont
parfaitement adaptés aux études toxicologiques.

Les rats ont été exposés aux doses de Lambda cyhalothrine de (5mg/kg/j et 10mg/kg/j) et
10mg/kg/j de Melissa officinalis pendant 3mois de traitement.

Les résultats de cette étude ce travail présent montrent que la lambda cyhalothrin
provoque une diminution sur le poids relatif des poumons des rats et aprés l'addition I'extrait de
melissa officinalis corrigé cette effet toxique en comparé par les rats témoins.

L’¢étude des parametres de stress oxydatif indique une diminution des taux de GSH, et
l'activité enzymatique des enzymes CAT et GPx et une augmentation au taux MDA, l'activité
de enzyme GST chez les rats traités par Lambda cyhalothrine par rapport aux rats témoins, et la

suplémentation de melissa officinalis amélioré cette perturbation.

La présente étude a montré que I’exposition au lambda cyhalothrin a des effets toxiques au
niveau des parametres mentionnés précédemment, la suplémentation de melissa officinalis a 10

mg/Kg/jour a amélioré la plupart des parametres biochimiques et enzymatiques étudiés.

Mots clés: lambda cyhalothrin, Melissa officinalis, Rats Wistar, stress oxydatif.
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Introduction

Au niveau mondial, I’expansion de I’'usage des pesticides continue a s’effectuer de puis
plus d’un demi-siecle. En effet, la croissance de leur utilisation dans le tiers-monde compense
une certaine régression de leur consommation (en tonnage) dans les pays développés.(Ramade,
2005).

Selon les études I’observatoire Régional de Santé en France (ORS), les conclusions de 150
études réalisées dans 61 pays sur les concentrations des pesticides dans le corps  humain en cas
d’atteinte, on retrouve les métabolites des pesticides et leurs dérivés dans les tissus adipeux, le
cerveau, le sang, le foie et méme dans le lait maternel, (De Bretagne, 2011)

Les pesticides sont des composant utilisé contre des organismes nuisibles (animaux,
végétaux, champignons), ils peuvent étre classé selon leurs cibles principaux : les herbicides ou
désherbants, les fongicides (contre les champignons), les insecticides ou produits antiparasitaires,
les acaricides, les rodenticides (contre les petits rongeurs), les nématicides (contre les vers), les
mollusciscides (limaces).

On a plusieurs formes des produits commerciaux contenant des pesticides (liquides,
poudres, granulés, gels de contact, fumigeénes) et selon différents condition : bidons, sacs, sprays,
pieges, plaquettes.

L’exposition aux pesticides peut se produire par deux fagon : directement dans le cadre de
leur fabrication ou de leurs utilisations professionnelles ou domestiques, mais aussi
indirectement par 1’air, le contact de surfaces contaminées ou la consommation des eaux et
denrées alimentaires. Selon les circonstances, ce sont soit des populations soit la population
générale qui sera concernées professionnellement exposées, et ces substances pénétrent dans
I’organisme par trois voies : la voie cutanée, la voie digestive (ou orale) et la voie respiratoire.

Geéneralement, la voie la plus importante c’est la voie orale, elle est due a I’ingestion
d’aliments et a I’ingestion non alimentaire (poussiéres). (Baldi et al., 2013)

Les pyreéthrinoides sont des insecticides, des analogues synthétiques des pyréthrines, qui
sont des substances naturelles trouvées dans les fleurs de chrysantheme.

Ils sont trés solubles dans les graisses et instables chimiquement, et sont regroupé en deux
classe pyréthrinoide de type | et de type II.

Lambda cyhalothrine est un insecticide a base de pyréthrinoide Il la plus utilisé dans le
monde est induite l'induction de formation de radicaux libres et l'altération des systemes de
défense antioxydants (Anadon et al, 2006).

Melissa officinalis est une plante herbacée vivace de famille des Lamiacées. Son nom vient
du grec melissophullon qui signifie (feuille a abeilles), il dit aussi mélisse citronnelle ou

simplement citronnelle, a ne pas confondre avec la citronnelle(Cymbopogoncitratus), Plante
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originaire de I'est du bassin méditerranéen, qui s'est répandue dans toute I'Europe dés I'Antiquité.
Les Romains l'introduisirent en Grande-Bretagne, elle utilisée en plusieurs domaines.(Hans,
2007).

Le but du présent travail est d’évaluer le pneumotoxicité de lambda cyhalothrine en
utilisant un modele animal, le rat Wistar élevé au niveau de I’animaleric du département de
biologie de I'université de Tébessa et I’effet opposé de Melissa officinalis.

Les objectifs de ce travail sont les suivants :

-Déterminer 1’effet toxique de lambda cyhalothrin sur les poumons.

-Déterminer quelques parameétres de stress oxydatif : (MDA, GSH, GST, CAT).

-Déterminer 1’effet protecteur de Melissa officinalis sur la toxicité de lambda cyhalothrine.
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Chapitre I: Pesticide

1. Geénéralités sur les pesticides
1.1. Définition

Les pesticides sont des substances chimiques dans ’agriculture et dans plusieurs domaines
pour des cultures, des produits agricoles ou bien pour protégé les étres humains contre les
insectes, les végétaux, les animaux .ces produits provoque la contamination de I’air, du sol de
’eau et des produits alimentaire (Gasmi, 2018).

1.2. Utilisation

Les différentes utilisations des pesticides :

-utilisé principalement pour la protection des cultures.

-protections des végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles.

-assurer la conservation des produits végétaux.

-détruire les végeétaux indésirables.

-posséde un role antiparasitaires et agropharmacetique.

-permettent de combattre la prolifération des maladies de plantes provoquée par des
champignons ou des bactéries.

-Utilisé pour la protection des plantes contre les insectes.

-utilisé contre les rougeurs et les taupes.

-destruction des champignons pathogéne.

-utilisation vétérinaire.

(Effets métaboliques d’un régime a base de purée de pomme de terre contaminée par les
pesticides) (Benziane, 2014).

2. pyréthrinoides
2.1. Généralités

Les pyréthrinoides sont des composants utilisé en agriculture et dans la santé (Anadon et
al., 2006), et ces composants sont des analogue de pyréthrine naturelle (Celik et al., 2004).

Les pyréthrinoides regroupés en deux grandes types selon la présence et ’absence  d’un
fragment de cyano, les pyréthrinoides de type I, par exemples (’alléthrine, la perméthrine), qui
est caractérisé par I’absence de fragment de cyano, et le type Il par exemple :(déltaméthrine et
lambda cyhalothrine) qui est caractérisé par la présence de fragment cyano sur le fragment
phénoxybenzyle (Anadon et al., 2006).
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2.2.  Exemple sur les pyréthrinoides : Lambda cyhalothrine
Lambda cyhalothrine [-Cyano-3-phénoxybenzyle 3- (2-Chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-ényl)
-2,2-diméthylcyclo propane carboxylate] est un insecticide & base de pyréthrinoide Il. cette

pyréthrinoide est la plus utilisé dans le monde (He et al., 2008) qui elle  considéré comme une
bonne additionnable entre efficacité et la toxicité ( Anadon et al., 2006).

AL

Figure 01. Structure chimique de lambda cyhalothrine (Anadon et al., 2006).

2.3. Propriété

Lambda cyhalothrine est caractérisée par les paramétres physicochimiques résumeés dans le
tableau 01 :

Tableau 01. Propriéeteés physiques, chimiques et environnementales de la lambda-cyhalothrine
(He et al., 2008).

Formule moléculaire Ca3H19CIF3NO;
Poids moléculaire (g / mol) 449,9
Densité (g / mL a 25 C°) 1,33
Point de fusion (C°) 49,2
Point d'ébullition (C° a 0,2 mmHg) 187-190
Pression de vapeur (mPa a 20 C°) 0,0002
Hydrosolubilité (mg / L a 20 C°) 0,005
Solubilité dans d'autres solvants (p. Ex. Acétone) (mg /L) > 500 000
Demi-vie d'hydrolyse (d)

pH 5 Stable

pH 7 Stable

pH 9 8,66

Photolyse demi-vie (d)
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EauapH5et25°C 24,5
Sol 53,7
Facteur de bioconcentration (FBC) (poisson)
Adsorption dans le sol Koc (cm3/g) 247 000-330 000
Demi-vie de dégradation du sol (d)
Sol aérobie 42,6
Demi-vie de dégradation aquatique (d)
aquatique aérobie 21,9
2.4. Utilisation

La lambda cyhalothrine est l'insecticide le plus utilise pour lutter contre les insectes, et
utilisé aussi dans plusieurs domaines.

Chez les animaux, organismes nuisibles dans I’agriculture, la santé publique, les maisons
et les jardins, En agriculture, les cultures cibles incluent le coton, les céréales, le houblon, plantes
ornementales, pommes de terre et légumes, avec des applications visant a lutter contre les
pucerons, les coléopteres, et ravageurs Iépidoptéres. Les pyréthroides sont des outils importants
utilisés en public gestion de la santé ou des applications sont faites pour controler les cafards,
les moustiques, les tiques et les mouches, qui peuvent servir de vecteurs de maladies. Usage
résidentiel des produits pyréthrines a augmenté en raison de la suspension de produits
organophosphorés contenant chlorpyrifos ou diazinon« mouches, poux, moustiques et tiques (He
et al., 2008).

2.5. Toxicocinétique
-Absorbation

Lambda cyhalothrine est une molécule lipophile (Anadon et al., 2006) et peu soluble dans
l'eau, qui posséde un alcool a- cyano 3- phénoxybenzylique et un groupe halogene  dans la
partie acide sont facilement absorbé par voie respiratoire (inhalation) et orale (tractus gastro-
intestinal) ( Maria et al., 2018).

- Distribution

La distribution du lambda cyhalothrine dans I'organisme est rapide (Anadon et al., 2006;
Anadon et al., 2006).

Le cible principale d'accumulation de lambda cyhalothrine est les systéme nerveux (Maria
et al., 2003; Anadon et al., 2006).

La plus grande distance trouvée pour I'hypothalamus environ 1.5 fois plus éleve que dans
le plasma, et 1.3 fois plus éleve que dans le foie (Anadon et al., 2006).
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- Métabolisme

Lambda cyhalothrine est oxyde par les CYT et hydrolyse par les estérases. Dans les
microsome hépatique de rats traité oralement avec de la lambda cyhalothrine, une induction des
enzymes hépatique CYP (CYP 1A, CYP 2E, CYP 2B).

Les CYP catalysent hydroxylation aromatique a divers positions notamment 4 et hydrolyse
ou niveau gastro —intestinale par hydrolyse de liaison ester sous forme des fractions acide et
alcool relativement non toxique. les toux des CYP et des carboxyl estérases a
métabolisme de lambda cyhalothrine semble dépendant un groupe a- cyano( moins sensible a
I'hydrolyse et plus sensible a l'oxydation) ( Anadon et al., 2006; Maria et al.., 2018 ).Les
réactions de ces métabolique au niveau du foie, des reins et d'autres organes (Anadon et al.,
2006).

- Elimination

Dans l'organisme, un taux de 7% de lambda cyhalothrine est éliminé sous forme
inchangée. Chez les mammiféres, la dose de lambda cyhalothrine par voie orale est excrétée
sous forme de métabolite dans l'urine et les matiéres fécales dans quelque jour. Lambda
cyhalothrine sont éliminés a partir de plasma avec un Ty, de 90h (Anadon et al., 2008).

2.5. Toxicodynamique

La cible principale de lambda cyhalothrine c’est les canaux sodiques de systéme nerveux.
Chez les insectes et les mammiféres, leurs effets principaux c’est I’activité  répeétitive
(Vijverberg et al., 1982; Maria et al.,2003)

Donc chez les insectes et les mammiféres les pyréthrinoides 2 provoquent une perturbation
de tension sensible de fonction des canaux sodique, canaux chlorure et de calcium sont
exactement touché parce qu’ils sont nécessaire pour la fonction nerveuse appropriée (Anadon et
al., 2006; He et al.,2008).

Cette perturbation de la fonction des canaux sodique pyréthrinoide et stéréospécifique. Est
une stéréospécificité marqué par I’action des canaux sodium et la lambda cyhalothrine posséde
un réle de I’inhibition des canaux de sodium et donne I’ouverture des canaux des périodes
longue, et provoque la bloc de polarisation.

Les pyréthrinoide de type 2 posséde un effet sur les canaux de chlorure dans le  systéeme
nerveux. Leur effet c¢’est I'affection de potentiel dépendante de la tension des canaux. les nerfs,
les tissu musculaire et les glandes saliver et sont modulé par la protéine Kinase qui contrdle
Iexcitabilité¢ cellulaire, ce type de pyréthrinoide provoque la diminution de [I’inhibition
sympathique c’est-a-dire la lambda cyhalothrine est un antagoniste de réception GABA (Maria
et al., 2003; Anadon et al., 2006).
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2.7. Toxicité

Les effets d’une exposition aigue par inhalation a des concentrations de ’ordre de quelques
ug. m ~ 3 dans l’aire sont spécialement réversibles et sans gravité, mais dans des concentrations
plus élevées de 'ordre du mg/m® il Ya des effets neurologiques sévéres observés chez les Rats.

La toxicité chronique provoqué des effets cancérogénes et de perturbation endocriniennes,
elle est moins connue les études montre qu'il Ya un effet sur les concentrations circulantes
d’hormones sexuelle qui provoque une altération de la qualité  du sperme et de la fertilité chez
les rats ou les souris d’une exposition orale aux pyréthrinoides, aussi d’autre étude pratiqué sur la
population générale montrent une association entre I’excrétion urinaire de métabolites de
pyréthrinoide et une altération chez les sexes masculinsde la qualité du sperme et de la
concentration circulante en hormones sexuelles et thyroidienne et des effets génotoxiques sur les
spermatozoides (Atsdr, 2003).
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Chapitre I1: Le systéeme respiratoire

1. Généralités sur Le systéeme respiratoire

systéme trés important pour les fonctions de corps qu’il permettant les échanges gazeux
(la respiration), 1’organe fondamental de ce systéme c’est le poumons que est un organe se forme
d’un simple sac, subdivisés par quelques replis qui en augmentent la surface et quant a
lui beaucoup plus finement divisé en petit sacs élémentaires, les alvéoles qui augmente (la
surface d’échange ) sont nécessaire pour fournir la concentration élevée en O requise par le
métabolisme élevée qui accompagne I’homéothermie.

Le volume pulmonaire est de ’ordre de 6% du volume corporel. Le réle principale de cette
organe c’est les échanges gazeux (I’inspiration, ’expiration ...) (Knut, 1998)

En plus de sa fonction vitale dans les échanges d'oxygene et de dioxyde de carbone,
l'appareil respiratoire régule les concentrations d'angiotensine, d'amine biogénes et de
prostaglandines. Il permet aussi I'excrétion de toxique absorbé par les poumons ou d’autres
voies, et par l'intermédiaire du systeme de métabolisation des xénobiotiques, boitransforme des
toxiques, dont certains comme le paraquat et 4-ipoméanol générent des formes activées de
l'oxygene et des époxydes susceptibles de provoquer des lésions  cellulaires (Frank, 1992)
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Figure 02. Rapport Surface alvéolaire — Poids chez les mammiferes (Raymond, 2006).

1.1.Anatomie

Chez les mammiferes, la bronche intra-pulmonaire se divise réglementent en bronchioles
de divers ordres se terminent dans un sac alvéolaires (figure: 3.G). Trachée, branches et
bronchioles n'ont aucun réle respiratoire elles sont couvertes d'un épithélium  cilié et de cellule
sécreétrices ; elles conduisent l'air au systéme alvéolaire constitué d'un enchevétrement de canaux
alvéolaire, dalvéoles et capillaire sanguins (figure: 3.H a figure: 3.K), les alvéoles
communiquent de plus entre elles par des pores alvéolaires (figure: 3.1). (Raymond, 2006).
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Poumons de mammiferes
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Figure 03. Le poumon chez les mammiféeres (Raymond, 2006). A: alvéole; BrR:
bronchiole respiratoire avec epithélium cili¢; CA: canal alvéolaire; CM: cellule musculaire lisse;
CS: capillaire sanguin; P1: pneumocyte 1 (respiratoire); P2: pneumocyte 2 (surfactant); SA: sac
alvéolaire; TC: tisse conjonctif.

1.2. Les maladies respiratoires
La pathologie est une partie de la médecine qui traite la nature les causes et les symptémes
des maladies. Il Ya plusieurs pathologies de systéme respiratoire comme : les tumeurs
(Carcinome bronchique, Meésothéliome pleural), abcés du poumon, Tuberculose, pneumonie,
Asthme (Rose et Wilson, 2011). 1l ya dautres maladies qui sont causé par un xénobiotique par
exemple.
Donc, L’oxygéne est un élément trés important dans 1’organisme, c’est I'origine de la
Toxicité, d’acidité, d’altération, de dégénérescence.
Le métabolisme de 1’oxygéne lorsque il est anormal comme dans les maladies respiratoires
,peut entrainer dans le stress oxydant des anomalie métabolique qui provoque des modifications
importantes ,donc le stress oxydant est un déséquilibre entre la production de ces substances et la
capacité de défense des antioxydants, il provoque des modifications génomique, métabolique et
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fonctionnelle qui ont été impliqué dans le développement de différentes pathologie (Rose et
Wilson, 2011).

Les effets de stress oxydant sur les molécules provoquée des altérations de la signalisation
cellulaire, favorise des processus de catabolisme et de mort cellulaire (atrophie, cachexie), a
I’origine d’une altération méme de la fonction d’un organe. Les effets toxiques du stress oxydant
posent la question de la pertinence de suplémentation nutritionnelles antioxydants, dans des
maladies caractérisées par des dommages oxydatifs tels que les maladies respiratoires, le stress
oxydant sera la cause essentielle de plusieurs maladies Cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse pulmonaire aigu, cedéme Pulmonaire, vieillissement
accéléré. Ainsi, les relations entre stress oxydant et cancer s’avérent tres étroites ; les radicaux
libres intervenant dans I’activation des pro-carcinogénes en carcinogénes, créant les lésions de
I’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant les antioncogenes comme la protéine
p53 (Favier, 2006 ; Christelle, 2006) et on a exemple sur les maladies respiratoire :

-Broncho-pneumopathie chronique obstructive, Une maladie respiratoire, un exemple
évident La BPCO semble particuliérement susceptible au stress oxydant et Le patient BPCO
présente ainsi des anomalies de la balance oxydant antioxydant a tous les étages du parcours de
I’oxygene : pulmonaire, sanguin et musculaire. En effet, des exces d’oxydants dans les fluides et
les gaz d’origine respiratoire sont observes. Le liquide de lavage broncho alvéolaire (LBA)
contient par exemple une surexpression de xanthine oxydase, enzyme qui produit le radical O,
(Christelle, 2006).

En effet, cette maladie est provoquée a quatre grandes sources ou facteurs préférant
I’apparition d’un stress oxydant Et I’inflammation.

Les espéces oxygénées réactives aujourd’hui sont considérées comme les messagers
secondaires par lequel I'inflammation provoque plusieurs actions sur le muscle comme :
protéolyse, dysfonction contractile, apoptose, sur 1’épithélium des cellules alvéolaires Montrer in
vitro que I’exposition au TNF-a causé la diminution de la concentration de GSH intracellulaire.

Les défenses antioxydants au niveau pulmonaire, dans un premier temps peuvent étre
stimulées la production accrue d’oxydants, dans le compartiment pulmonaire restent apaisé Chez
les patients BPCO comparativement aux sujets sains et non-fumeurs beaucoup d' études ont
indiqué Dexistence au repos d’anomalies de la balance oxydant Antioxydant au niveau
systémique ( Favier, 2006).

2. Le stress oxydant

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des radicaux libres et la capacité
du Iorganisme a I’invalidation et a la réformation des dommage oxydatif (Bounihi, 2016),donc
le terme de stress oxydatif veut dire un déséquilibre entre la production des radicaux libre et
I’élimination de ces radicaux (Gasmi , 2018 ).

Le radicaux libre sont des molécules ou des atomes qui possédent un ou plusieurs électrons
qui sont non appariés sur leur couche externe, et ce phénomene cause une instabilité
énergétique et cinétique ces radicaux libres posséde la propriété d’étre extrémes réactifs vis-a-vis
des autres molécules qui possédent un temps de demi vie extrémes court. (Haleng et al., 2007)
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2.1. Espéce réactif de I’oxygéne (ERO)

Les ERO sont des espéces électrophiles de courte durée de vie (quelques nanosecondes),
elles possedent une partie des systemes ubiquitaires posséde une réactivité chimique délétére a
I’égard des biomolécules. Cette réactivité est inversement proportionnelle au pouvoir oxydant
(OHe+> RO*> HOO*> ROO¢) (Christelle, 2006).

2.2. Réactions de la formation de radicaux libres

L’anion-super oxyde O*"(O, + 1 e- — O*"), non-réactif, produit dans la mitochondrie par
des fuites électroniques au niveau des complexes | et Ill, ou par le coenzyme Q semi-réduit
produit au niveau du complexe Il de la chaine respiratoire, ou par des réactions enzymatiques
(NADPH oxydase membranaire, NADPH cytochrome P450 réductase,  xanthine oxydase,
aldéhyde oxydase), le peroxyde d’hydrogéne H,0,, non-réactif, provenant de la dismutation de
I’anion super oxyde par les super oxydes dismutases (2 02 + 2 H* — H,0, + O,), I’anion
superoxyde étant non-diffusible alors que le peroxyde d’hydrogéne I’est a une durée de vie
longue, le radical hydroxyle OH", le plus réactif des radicaux car sans moyen de défense.

Directe, produit essentiellement par la réaction d’Haber-Weiss (1) et de Fenton (2 et 3),
Catalysée par les métaux de transition tell que le fer :

Phénomenes radio-induits au niveau cellulaire et moléculaire
(1) 0O%-+H0;,— Oy +OH + OH’
(2) 0O, +Fe* — 0, + Fe®
(3)  Fe* + H,0, — Fe** + OH + OH’ (Christelle, 2006).
2.3. Effet des radicaux libers sur I'organisme
2.3.1. Dommage d'ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des ERO
(Christelle, 2006) donc, le stress oxydant provoque plusieurs modification et mutations sur
I’ADN et provoque des principales classes de lésions de I’ADN induites par les radicaux
hydroxyles et des ruptures de brins d’oligonucléotide et des liaisons transversales ADN-protéine
et des sites abasique. Le radicale hydroxyle est le principale réactif participant 1’espéce oxygene
a 'oxydation endogene de cellule d’ADN. Les ROS peuvent réagir avec la base de guanine (G)
de ’ADN et provoquée des mutations qui produise des cancers.

les bases de la purine et de la pyrimidine modifiée constituent I’'une des principales classes
de lésions de ’ADN induites par les radicaux hydroxyles, ainsi que des ruptures de brins
d’oligonucléotides ,des liaisons transversales ADN protéines et des sites abasique on a noté
que le radical hydroxyle et un radical causé un grand effet sur la structure parce que dans la
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plupart des cas il impliquée dans 1’abstraction d’atomes d’hydrogene de différent sites de la
partie sucre a I'exception du C2'. Dans la plupart des cas, la formation de C3', C4' et Les radicaux
centrés sur C5' conduisent a des ruptures de brins d'ADN alors que l'oxydation de C1' par
l'intermédiaire de I'OH entraine des 2D-désoxyribonolactone.par exemple (on a Ieffet des
radicaux libre hydroxyle) sur le thymine et guanine (Cadet et al., 1998).

- Thymine:

Il Ya plusieurs information sur les réactions du radical OH avec la fraction de la thymine
d’ADN et des composé modéeles provoquée la majeures partiec des oxydes a médiation radicalaire
hydroxyle produits de la thymidine 1. Le Radical OH  préférentiellement ajoute 60%au carbone
C-5 de la fraction thymine (1). Donnant le radical réducteur (2) centré C-6D‘autre part, le
carbone C-6 est un site moins favorable pour la réaction d’OH radical 35%. Celui-ci est
accompagné par la formation du radical oxydant (3). La derniere réaction compétitive qui se
produit avec environ %5 de rendement concerne l'abstraction d'un hydrogéne atome du groupe
méthyle, générant I'exocyclique radical(4). Ensuite, la pyrimidine initialement produite par les
radicaux 2—4 sont convertis en résidus correspondants peroxyle 5-7 lors d’une réaction rapide
avec oxygeéne (19). Fait intéressant, il a eté constaté que sur la moitié de ces derniers
intermédiaires pyroxyle sont réduits dans les hydroperoxydes 8-10 par des radicaux superoxydes
(20). Isolement des différents hydroperoxydes 8-10 a permis la détermination de leur durée de
vie qui varie de quelques jours a une semaine a 37°C. La décomposition hydrolytique de 8 a 10
est assez spécifique.Les diastéréoisomeres cis et trans de I'hydroperoxyde 5 9 donnent lieu
principalement aux 5R* et 5S* formes de 13 alors que la principale dégradation produit de 8 a
été qualifié de 14(Cadet et al., 1998).
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Figure 04.produits d'oxydation induits par les radicaux hydroxyle de la fraction thymine de
I'ADN et composés modeéles dans une solution aérée ( Cadet et al., 1998).
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- Guanine :

La guanine et la cible d’ADN la plus susceptible qui possédent une grande variété de
réactions d’oxydation mendiée par OH radicaux, oxygéne singlet, peroxynitrite et un électron
oxydants, respectivement, il convient de noter que la base de guanine présente la potentiel
d'ionisation le plus faible exemple les composants d'acide nucléique.

On a deux voies principaux de décomposition du fragment guanine de 'ADN isolé et
du modéle composés dans des solutions aqueuses aérées qui Volve addition initiale de OH  a
C4, 60%. Et C8 par 25%.

Les deux produits d'oxydation écrasants de OH la partie purine de la 2'-désoxyguanosine
17. Avoir été isolé et caractérisé en tant que 2,2-diamino-4- (2 - désoxy - b - D - érythro —
pentofuranosylaminox- 5(2H).-oxazolone (21). et ses 2-amino-5- 2-désoxy- b- D-érythro-
pentofuranosylaminox- 4H-imidazol-4- un 20. Il faut ajouter que l'occurrence d'un équilibre
entre l'orthocarbonate 20 et I'anneau ouvert tautomere d'acide guanine ne peut pas étre totalement
exclue. La formation des produits d'oxydation 20-21 sont susceptibles de provenir de l'addition
d’OH en C-4. Ensuite, le résultat le radical 18 se déshydrate avec une constante de vitesse de 5
= 103 syl en solution aqueuse neutre (27), donnant une neutralité radical oxydant 19. Fait
interessant, le radical oxyle 19 qui est susceptible d'exister dans plusieurs tautomeres les formes
(27) peuvent également étre obtenues par déprotonation de le cation radical guanine initialement
produit par photosensibilisation de type 1 (30,31) ou haute intensité photoionisation laser (32—
34). Dans une prochaine étape, on sattend a ce que la formation d'un radical pyroxyle se
produise par addition d'oxygene moléculaire au tautomere C' 5. Radical centré sur le carbone.
C’a été déduit de lobservation de lincorporation de 180 atomes dans les produits de
décomposition finale 20 et 21 lorsque la réaction d'oxydation de 17 était réalisée dans une
solution aqueuse saturée de 180, 128, 29.

Ensuite, addition nucléophile d'une molécule d'eau la liaison double 7 et 8 est susceptible
de se produire, donnant monter aprés réarrangement significatif a l'instable imidazolone 20
Y2demi-vie 10 h en solution aqueuse a 208C°.

Enfin, 20 sont converti quantitativement en l'oxazolone hautement alcalin-labile 21. apres
hydrolyse (28,29) (Cadet et al., 1998).
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Figure 05. principales voies de décomposition induites par la fraction guanine (17) de I'ADN et
composés modeles en solution aqueuse aérée (Cadet et al., 1998).
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- Dommage d'ADN en tandem

Différent 1ésions qui provient d’un radical 1’événement a caractérisé par cyclo purine
nucléoside qui provoquée I’abstraction de I’hydrogéne a médiation par OH au C5' du partie
sucre, présente une modification a la fois du le sucre et les bases (Cadet et al., 1998).

2.3.2.  Oxydation des protéines

Le stress oxydant provoque des modifications sur les protéines d’ADN. Donc les especes
réactive de 'oxygéné peut étre réagir directement avec la protéine ou des molécules et donné des
produits qui réagissent avec la protéine ou bien la liaison peptidique peut étre clivée pour donner
des molécules plus faibles ou bien modifié le poids moléculaire.

Donc les especes réactives de 1’oxygeéne peuvent étre réagir directement avec les protéines
ou les molécules exemple : les sucres et les lipides, qui générent des produits qui réagissent avec
la protéine soit au sein de la protéine soit a la liaison peptidique, ou a la sidechain. Peut-étre
ciblé et donc ces réagissent provoque plusieurs réactions sont modifié par des radicaux libres soit
de méthode spécifique dans cette cas les actions au site [Les réactions sont fréquemment
influencées par les cations métalliques cycliques redox, en particulier le fer ou le cuivre (Beal,
2001).

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés
aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, sur lesquels le radical OH
s’additionne, modifiant la conformation de la protéine, ils sont aussi capables de couper des
liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. Par ailleurs, le radical OH °,

mais aussi I’anion superoxyde O, , s’attaquent également aux protéines des tissus de soutien,
comme le collagéne du tissu conjonctif. L’oxydation de ces acides aminés conduit a une
modification de la conformation spatiale et a une altération de la fonction protéique (Christelle,
2006).

La protéine peut étre clivée pour produire des molécules plus faibles poids,. Classification
de I'oxydante modification des protéines est généralement basée sur ces caractéristiques, mais il
n'y a pas de schéma généralement accepté pour la classification. Actuellement, nous trouvons
utile de séparer les réactions dans ceux qui oxydent et clivent le peptide et ceux qui modifient les
chaines latérales.

Les modifications spécifiques signalées a date n'affectent qu'une infime fraction des
résidus «a risque» ou protéines alors que les modifications globales affectent souvent une
fraction substantielle des protéines de I'échantillon. Pour Par exemple, la dityrosine est
clairement augmentée dans les cas d’athérosclérose. Depuis les modifications oxydatives
donnent lieu a des groupes carbonyle entrainent généralement une perte de fonction catalytique
ou structurelle dans les protéines affectées, il est probable que le niveau de protéines modifiées
par oxydation observé au cours du vieillissement aura de graves effets déléteres sur la fonction
cellulaire et d'organe (Beal, 2001).

2.3.3. Peroxydation lipidique

Les Radicaux libres provoquent plusieurs mutations sur les lipides et la cible favorable
pour ces radicaux sont les acides gras poly insaturé, ceci conduit & une réaction en chaine de
peroxydation lipidique qui provoque des modifications sur la fluidité et la perméabilité de la
membrane (Gasmi, 2018).
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Les molécules qui réduisent les radicaux peroxyle en hydroperoxydes Dans les membranes
phospholipidiques sont soit une molécule d'acide gras ou de vitamine E. Si une molécule d'acide
gras reduit le pyroxyle radical, un nouveau radical carboné est généré qui propage l'oxydation
des acides gras, le produit naturel de la peroxydation des lipides et de la biosynthése des
prostaglandines mutagéne est le malondialdéhyde (MDA) est un Biomarqueur commode pour
peroxydation lipidique en raison de sa réaction facile avec acide thiobarbiturique pour former un
chromogene intensément coloré |l réagit avec I'ADN pour former des adduits a la
désoxyguanosine et a la désoxyadénosine ( Mamett , 1999).
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Figure 06. Les voies de la peroxydation lipidique (Mamett, 1999)
2.4. Antioxydants

L’organisme dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydants. Pour se protéger
des effets déléteres des EOA On distingue deux sources d’antioxydants : 'une est apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; l’autre est endogéne et se compose
d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs
comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le
cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydants (Haleng et al., 2007).
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2.4.1. Systéme antioxydant enzymatique

Les principales enzymes antioxydantes sont le superoxyde dismutase, la glutathion
peroxydase et la catalase. Plus récemment d’autres enzymes possédant des propriétés
antioxydantes ont été révélées, les peroxyredoxines.

2.4.1.1. Superoxyde dismutase

Leur source physiologique c’est la chaine respiratoire mitochondriale, cette production
provoqué a partir I’addition d’un électron a l'oxygene moléculaire, une telle réaction est
catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial :

O,+e~ >0,

La SOD est retrouvée dans toutes les regions du cerveau (Marfak, 2003).
2.4.1.2. Glutathion peroxydase (GPx)

La GPx est une sélénoproteine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de son
substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son role principal consiste en 1’élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. La
GPx est effondrée en cas de déficit majeur en selénium, elle est donc un bon reflet de cette
carence. Toutefois, pour un apport adequat en sélénium, les teneurs en GPx atteignent un
plateau. Le dosage en GPx ne peut donc étre utilis¢é comme marqueur d’une intoxication en
sé¢lénium. Cependant, sa synthése ¢étant rénale et hépatique, d’autres facteurs tels que
I’insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa concentration (Haleng et al.,
2007).

2.4.1.3. Catalase (CAT)

La CAT est un enzyme trouvé dans les peroxysomes, lysosomes et les mitochondries, qui
vivent en aérobie présent en forte concentration dans le foie et les groupe rouge.

Il neutralise le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) en eau et oxygéne moléculaire, La CAT et
la GPx ayant des niveaux faibles dans le cerveau par rapport au niveau de SOD, c’est pourquoi
un effort oxydant créé par un taux élevé de métabolisme peut favoriser les maladies
neurodégénératives (Casetta et al, 2005).
2H,0; ——» 2H,0 + O, (Marfak, 2003)

2.4.1.4. Peroxyredoxines

Les peroxyredoxines (Prx), ou thioredoxine peroxydase, ont été découvertes Récemment et
font I’objet de nombreux travaux concernant leurs fonctions antioxydants.
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Elles sont au nombre de 6 chez les mammiferes localisées dans le cytosol, les
mitochondries, les peroxysomes, associées au noyau et aux membranes. Ces Protéines exercent
leur réle antioxydant dans la cellule a travers une activité peroxydase, ou H,0,, le peroxynitrite
et de nombreux hydroperoxydes sont les substrats. Malgré leur plus Faible efficacité catalytique
par rapport a la GPx et la CAT, ces protéines peuvent jouer un Réle majeur dans I’élimination
des hydroperoxydes du fait de leur quantité importante (0,1 a 0,8 % de protéines solubles
cellulaires) et de leur large distribution dans la cellule. De plus, Les Prx jouent un réle
significatif lors du développement du poumon et en réponse a un Stress oxydant pulmonaire
(Servais, 2004).

2.4.2. Systéeme antioxydant non enzymatique

Il'y a de différents composés et substance non enzymatique sont trouvée dans
I’alimentation comme les vitamines (E, C) et le polyphénol leur réle c’est I'inhibition des agents
oxydant.

2.4.2.1. Glutathion (GSH)

Ces deux enzymes sont localisees dans le cytosol et dans les mitochondries. Le role de la
glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’ une part le peroxyde d'hydrogéne en molécule
d’eau, et d’ autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de cette réaction,
qui demande I’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en
glutathion-disulfure (GSSG) :

H,0, + 2GSH »2H,0 + GSSG.

ROOH + 2GSH —— ™ L ROH + H,0 + GSSG (Marfak, 2003).

2.4.2.2. La vitamine E (a-tocophérol)

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols (constitués d’un noyau
chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les tocotriénols (qui
different des tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale). Point de vue
biologique, deux isomeéres sont particulierement intéressants, I’a- et le y-tocophérol. Leur
caractere hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en réagissant avec les radicaux pyroxyles (ROO¢)
pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique.
Si I’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol soit le plus efficace a ce
niveau. Les apports journaliers d’a-tocophérol sont de ’ordre de 10 mg : il se retrouve en
quantité variable dans les huiles (soja, mais, olive) et dans les noix et noisettes. Le y-tocophérol
est présent essentiellement dans 1’huile de sésame (Cillard, 1980).
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2.4.2.3. La vitamine C

Peut capter directement 1'02° et I’OH’. Cette vitamine posséde aussi des propriétés
prooxydantes. Exemple de réactions antioxydantes en chaine mettant en jeu les vitamines E et A
ces deux vitamines nous pouvons ajouter de nombreux autres antioxydants nonenzymatiques
(ex : B-caroténe, urate, glucose, bilirubine, taurine, albumine...) Quand le fragile équilibre entre
production et élimination des ROS est perturbé, le Sur plus de ROS va oxyder des biomolécules
comme les protéines, les lipides et 'ADN, ce qui peut avoir un impact important sur le
fonctionnement cellulaire (Servais, 2004).

2.4.2.4. Oligo-élément

On a plusieurs métaux comme le sélénium, le zinc, le cuivre qui posséde un réle contre la
défense contre le stress oxydant qui peuvent avoir une action pro-oxydant.

- le sélénium

Le sélénium ne peut piéger les radicaux libres, jouer un rOle trés important comme
cofacteur de GPx, et le sélénium trouvé dans Les aliments comme, les noix de Brésil, les
brocolis, 1’ail...sa dose journaliére recommandée est de 50-70 pg/jour.

- lecuivre

le cuivre est un cofacteur d’enzymes comme le SOD, le cytochrome C oxydase, il possede
un réle de déclenchement de réaction de production d’EOA, et le cuivre présent dans le son,
I’avoine, le seigle, le foie de veau et son apports journaliers recommandés sont de I’ordre de 2,5
mg.

- Lezinc

Le zinc est un cofacteur de nombreux enzyme qui intervient ainsi dans de nombreuses
fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthése des prostaglandines, le
fonctionnement de I’anhydride carbonique. Comme le cuivre, le zinc est un des cofacteurs
essentiels de la SOD. Il protege également les groupements thiols des protéines et il peut inhiber
les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de transition comme le fer ou le
cuivre. Le rapport Cu / Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un excellent indicateur de I’état de
stress oxydant d’un individu. Les aliments les plus riches en zinc sont les viandes et les poissons,
les céréales complétes et les lIégumes secs ; les apports journaliers recommandés sont de I’ordre
de 20 mg (Haleng et al., 2007).

2.4.2.5. Le polyphénol
Ce sont des composé issus du métabolisme secondaire des végétaux et qui sont caractérisé
par la présence d’un ou plusieurs groupements phénolique dans leur structure, la présence d’une
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ou de plusieurs fonctions hydroxyles (OH) liées & un noyau aromatique, formant ainsi des
groupes benzéniques, lls sont repartis en différents groupes, définis en fonction de la structure de
leur squelette carbone. Les groupes des acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3) et surtout des
flavonoides (C6-C3-C6). Sont les plus fréquemment retrouves dans les aliments d’origine
végétale Le dernier groupe est celui des stilbenes (C6-C2-C6) ; le plus connu est le resveratrol,
présent dans la peau du raisin et dans le vin rouge.

Les polyphénols possédant des propriétés anti oxydant peuvent franchir la barriere
intestinale pour accéder les molécules biologique active ou tissu et cellule cible. Les polyphénols
sont des formes conjuguées et aglycones. lls les polyphénol sont des anti oxydant avec des
activité non anti —oxydant se sont des substances faiblement bio disponibles polyphénol et
syndromes métabolique peuvent provoquée I’apoptose de cellule cancéreuse (Amiot et al.,
2009).

D’ autres études ont montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d'autres
enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygénase et la
Lipooxygénase (Marfak, 2003).

Les plantes possédent une source important des antioxydants, ces substances naturelle se
trouvent pour assurer la protection des plantes contre le stress oxydatif ils sont présents dans
toutes les plantes supérieures et dans toutes les partie des plante exemple les flavonoides qui sont
trouvé dans la Melissa-officinalis, ces produit naturelles possedent des proprietés meédicinales
(anti cancérigéne et anti —inflammatoire) (Bounihi, 2016).
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1. Généralité sur la Melissa Officinalis

Mélissa officinalis qui dites (citronnelle, piment des abeilles, thé de France) est une plante
médicinale de genre de la famille des lamiacées, herbacée.

La Meélissa officinalis est une plante aromatique réputée pour ses vertus digestives,
relaxantes, antispasmodique et sudorifique, est cultivée dans les jardins depuis des temps tres
ancienne, originaire d’Europe leur son gout astringent et I’ardme léger .elle peut étre aussi
consommée sous forme de tisane, utilisé en cuisine pour relever salades, sauce, poissons, viandes

et volailles), et caractérisée par les feuilles a I’odeur et a la saveur citronnées. (Thoby, 2009).

Figure 07. Melissa officinalis (Hans, 2007).
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2. Classification
* Embranchement des Spermatophytes.
* Sous-embranchement des Angiospermes.
* Classe des Dicotylédones.
« Sous-classe des Gamopétales tétra cycliques superovariées.
* Ordre des Tubiflorales.
* Sous-ordre des Verbénales.
* Famille des Lamiacées.
* Sous-famille des Stachyoideae.
* Tribu des Saturejeae.
* Sous-tribu des Melissinae ( Hegnauer , 1966).
3. Description

Melissa officinalis est plus communément appelée citronnelle ou mélisse-citronnelle, La
mélisse est une plante vivace herbacée de 30 a 80 cm de hauteur, a port de menthe, a Feuilles
vert vif d'odeur citronnée. La partie souterraine. Est constituée de tiges souterraines, rameuses,
portant des racines produisant des Bourgeons adventifs qui permettent a la plante de se perpétuer

et de se multiplier (Caroline, 2009).
3.1. Lestiges

Elles sont quadrangulaires et érigées, sont ramifiée, dés la base elles Sont clairsemées de

poils fins (Teuscher et al., 2005).
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3.2. La feuille

Les feuilles de la Melissa Officinalis sont simples, opposées, ovales, quelquefois
légérement cordiformes, Pétiolées, largement dentées en scie, a nervation réticulée, mesurant de
5a8cmsur4abcm. La face supérieure, de couleur verte vive foncée, est rugueuse au toucher
car elle est couverte de poils tecteurs fins et courts de couleur blanche. Les nervures, saillantes
sur la face inférieure beaucoup plus péle et glabre, forment un réseau entre les branches duquel le
limbe est soulevé ce qui donne a la face inférieure un aspect gaufré caractéristique. Les feuilles
des rameaux axillaires sont plus petites (Caroline, 2009).

3.3. La fleur

La floraison a lieu de juin a septembre. Le type d'inflorescence est la cyme. blanches,

rosées, brievement pédonculées, les fleurs sont groupées par trois ou six en verticilles axillaires

unilatéraux, espacés le long de la tige et insérés a l'aisselle des feuilles supérieures et centrale
(Caroline, 2009).

Figure 08 : Feuilles et fleurs de Mélisse Officinalis (Adimi, 2018).
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4. Composition chimique
Les composants essentiels de Melissa officinalis sont : I’huile essentielle et les polyphénols
4.1. I’huile essentielle
Le complexes huiles essentielles sont des produits de composition complexe renfermant les
principes volatiles contenus dans les végétaux ,et la préparation des essences officinalis (huiles
volatiles) qui sont des produits de composition assez complexe renfermant les principes volatiles
contenu dans les végétaux soit par distillation a la vapeur d'eau de plantes a essences ou de leurs
organes, et celui par expression (Caroline, 2009) donc I’huiles essentielles se sont des limpides a
couleur jaune claire et une odeur citronné, ce sont des mélanges complexes de constituants qui
possede deux groupes qui sont terpénoides et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (Bruneton, 1999).

Et sont composants :

-Terpénoides
-Hydrocarbures
-Alcools
-Aldéhydes
-Citronellal
-Cetones
-Héteérosides de phénylpropanoides
-Héterosides de terpénes (Bruneton, 1999).

4.2. Polyphénol

Est un groupe de molécules de structures variées, trouvent d’ores et deéja une large
utilisation en phytothérapie. (Hennebelle et al., 2004), et leur structure chimique est caractérisée
par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents
groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui
les relient (Manallah, 2012). Dans la Mélissa Officinalis, sont représentés les flavonoides et les
acides-phénols.

4.2.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune»» en latin) désigne une trés large gamme de
composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006).

Ce sont des composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols, ils sont considérés

comme des pigments universels des végétaux (Marfak, 2003), sont responsables de la

coloration des fleurs et des fruits, et existent le plus souvent a I’état naturel sous forme
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d’hétérosides, en les trouves en abondance surtout dans les organes jeunes. Leur role

physiologique c’est la protection de la plante vis-a-vis d’UV et des radicaux libres , les

flavonoides sont classés selon leur structure en les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes
et les tanins.

Ces substances trouvées a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides. On les
trouve, d’une maniere trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Et posséde plusieurs
effets qui sont : antiulcéreux, anticancéreux, antioxydant, peut empécher le diabete et inhibé
I’enzyme aldose réductase et effet hypoglycémiant et réduit les maladies cardio-vasculaires, et
anti-virus) (Marfak, 2003).

4.2.2. Acide phénolique

Ce sont des substances phytochimiques avec des effets prebiotiques, antioxydant, de
chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est tres faible car ils sont considérés non toxigques
(Youla, 2017).

Ce sont des dérivés hydrox cinnamiques. La pharmacopee frangaise indique que les
feuilles de seches de Melissa officinalis doivent contenir au minimum 5 % de dérivés hydrox
cinnamiques totaux, exprimes en acide rosmarinique.

Et il ya plusieurs acides qui sont :

-Acide caféique.

-Acide chlorogénique.
-Acide rosmarinique.

-Acides mélitriques.
4. 3. Composés divers

La Mélissa contient également 4 % de tanin, une résine, une cire, une substance blanche

Inconnue, un principe amer obtenu a I'état cristallisé et de l'acide succinique (Caroline, 2009).

5. Utilisation

Les effets de la melissa Officinalis et de la valériane, sous forme de poudre de plante ou
d’extrait sec (aqueux ou hydro alcooliques le plus souvent) ont été beaucoup étudiés, afin de
déterminer leur mécanisme d’action (Youla, 2017) et évaluation de leur pouvoir antibactérien).

Melissa officinalis utilisé en médecine (en urologie, dermatologie, et utilis€é comme des
médicaments en agriculture (dans 1’agriculture dans le contrdle de divers insectes et nématodes),
et en alimentation dans les épices et les herbes aromatiques, ou bien comme condiments et
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aromates utilisé aussi en cosmétique dans des produits de beauté, parfumes et articles de toilette
et dans des produits d’hygiéne (Mohammedi, 2006).
6. Utilisation médicinales

Mélissa officinalis utilisé en médecine parce qui elle posséde plusieurs propriétés et
activités (anti —inflammatoire et activité anti virale et anti bactérienne, et activité anti —parasitaire
et des propriétés anti —oxydant et anti radicalaire et propriété anti analgésique) (Lamaison et al.,
1991)

Mélissa officinalis possede plusieurs formes pharmaceutiques :
-Tisane médicinale comme des sachets.
-Gélules comme poudre de feuille.
-Comprimé et capsule comme 1’extrait hydro-alcoolique ou extrait aqueux.
- Solutions buvables comme extrait hydro alcoolique, teinture passiflore.
-Ampoules buvables comme hydrolat de mélisse.
-Huile essentielle.
-Une pommade.
Ces formes utilisées pour :
-Traitement des troubles nerveux : stress, anxiété, angoisse, crise de nerfs.
- Effets antispasmodiques : spasmes de I'estomac et du colon.
-Troubles du sommeil : insomnie.
-Problemes cardiaques : tachycardie.
-Troubles gastriques : exces d'acidité de l'estomac.
-Améliore la circulation sanguine : distension ou contraction des vaisseaux.
-Lutte contre les infections virales : herpes labial et génital, zona. Névralgies et Blessures
mineures.
-Relaxation des muscles et des nerfs : muscles et nerfs tendus
-Calmant (troubles nerveux, stress, anxiété, angoisse), antispasmodiques (estomac, intestin),
infections virales (herpes, zona), problemes cardiaques (tachycardie), troubles du

Sommeil (insomnies), digestif, stimulant de la mémoire, blessures externes et névralgies, protecteur

de I'organisme (Youla, 2017)
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1. .Matériel et méthode
1.1. Matériel
1.1.1. Matériel Biologique
Le rat Wistar est un rat albinos non consanguin. Cette race a été développée a I'Institut

Wistar en 1906 pour la recherche biologique et médicale, Plus de la moitié de toutes les
souches de rats de laboratoire descendent de la colonie originale établie par le physiologiste
Henry Donaldson, l'administrateur scientifique Milton J. Greenman, et la chercheuse en
génétique / embryologiste Helen Dean King.

Figure 09: Rats males de la souche Wistar (Photo personnelle)

1.1.2. Classification

L‘embranchement : Vertébrés.

Classe : Mammiferes.

Ordre : Rongeurs.

Sous- ordre : Myomorphes.

Famille : Muridés.

Sous famille : Muridés (Descat , 2002).

1.1.3. Utilisation en recherche
Aprés la souris d'expérimentation, le rat est le mammifere d'expérimentation le plus

utilisé comptant pour a peu pres 20 % du nombre total de mammiferes utilisés en recherche
(Festing, 1979).
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Depuis les quatre-vingts derniéres années, le rat a été utilisé dans presque tous les
aspects de la recherche biomédicale et comportementale et de la toxicologie. Les mutations
génétiques et la sélection ont produit de nombreux modeles de recherche extrémement
valables dont nous donnerons des exemples a l'item 3. Sélection. Une publication récente sur
les applications en recherche biomédicale donne une liste de domaines de recherche dans
lesquels le rat est largement utilisé et particulierement utilisé en: toxicologie, tératologie,
oncologie expérimentale, gérontologie  expérimentale, recherche cardiovasculaire,
immunologie, recherche dentaire, immunogénétique et parasitologie expérimentale
(Baker et al,. 1980).

1.1.4.  Produits chimique

Lambda-cyhalothrine [o-cyano-3-phénoxybenzyle 3- (2-chloro-3, 3, 3- trifluoro-1-
propényl) -2,2-diméthylcyclopropanecarboxylate] est un type insecticide pyréthroide Il trés
actif contre une large gamme de des especes de I€pidopteres, d’hémipteres, de dipteres et de
coléopteéres.

La lambda-cyhalothrine a été largement utilisée chez les animaux applications de la
sante, ainsi que dans les batiments ou il efficacement contr6le un large spectre d'insectes et
d'ectoparasites, y compris les blattes, mouches, poux, moustiques et tiques (Martinez et al.,
2018).

e Préparation de extraite de Melissa Officinalis

Les feuilles, la pulpe et les graines ont été broyées finement a 2000 tours/min dans un
broyeur électrique.

100 g de chague partie ont été extraits avec quatre solvants (éther de pétrole, hexane,
chloroforme et méthanol) en utilisant un Soxhlet pendant 12 h a 40, 65, 60 et 64°C
respectivement et a I’abri de la lumicre.

Les extraits obtenus ont été concentrés a sec par évaporation rotative. 10 g de chaque
partie additionnés de 100 ml de méthanol 80 % ont subi une agitation magnétique de 15 min,
une sonication de 15 min et une filtration sur papier Wathman n°4.

Le filtrat est concentré par évaporation rotative jusqu’a élimination du méthanol.(

Fadel et al.,2011)
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1.2. Meéthodologie
1.2.1. Entretien des animaux

Le travail a porté sur des rats adultes males de type « Wistar » élevés a ’animalerie au
niveau du département de Biologie, Faculté des sciences de la nature, de la vie, des sciences
de la terre et de I'univers, Université de Tébessa.

Les rats utilisés sont des rats Wistar agés de 09 semaines et ayant un poids corporel
entre 180 et 250 g. Ce sont des mammiféres de I’ordre des rongeurs, largement utilisés dans
les recherches scientifiques.

Les rats sont maintenus dans des conditions favorables d’¢élevage a une température de
25+ 2C° et une photopériode naturelle 12/12H. Ces animaux sont nourris. Et boivent de I’eau
de robinet a volonté.

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthylene (06 rats pour chaque cage) qui sont
tapissées d’une litiere constituée de copeaux de bois. Les cages sont nettoyées et la litiere est

changée une fois par deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation.

Figure 10: Conditions d’¢levage des rats (Photo personnelle).

1.2.2. Choix des doses

Dans ce travail, nous avons utilisé Lambda cyhalothrine pour le traitement des rats sous
forme solution a une dose de Lambda cyhalothrine : 05mg/kg/jour et Lambda cyhalothrine
10mg/kg/jour pour le traitement des rat, et d’autre parts de I'extraie de Melissa Officinalis en

solution aqueuse a une dose 10mg/kg/j.
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Dans cette etude, nous avons utilisé un pesticide (Lambda cyhalothrine) aux doses
consécutives de 05 mg/kg/j et 10 mg/kg/j administrées chroniquement par voie orale pendant
90 jours. Le choix de ces doses est basé sur des études de (Samiran et al., 2010)

1.2.3. Lotissement et traitement

Apres 60jours d’adaptation, chaque rat a été gavé 1 fois par jour pendant trois mois.

Ainsi, 06 lots de rats sont répartis comme suit :

- Lot témoin: lot témoin (T) regoit 1’eau distillée par gavage 100ul/jour pendant 90jourspar

voie oral.

- Zémelot : traités par I’extrait de la Melissa Officinalis 10mg/kg/jour pendant 90j par voie
orale.

- 3éme lot : traité par la Lambda cyhalothrine recevant 05 mg/kg/jour pendant 90jour par voie
oral.

- 4émelot . traité par la Lambda cyhalothrine recevant 10 mg/kg/jour pendant 90jour par voie
oral.

-5 eme lot :traités par la mixture de Lambda cyhalothrine 05mg/kg/jour et la Melissa
Officinalis 10mg/kg/jour pendant 90jours par voie orale.

-6 eme lot : traités par la mixture de Lambda cyhalothrine 10mg/kg/jour et la Melissa

Officinalis (10mg/kg/j) pendant 90jours par voie orale.
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60 jours d'adaptation

06 Rats 06 Rats
06 Rats traitée par traitée par
Témoin 10mg/kg/j 05mg/kg/j
d’EM de LCT
—

|

Sacrifice et prélevement le poumon

|

06 Rats
traitée par
10mg/kg/j

de LCT

06 Rats
traitée par
10mg/kg
de EM +
05mg/kg/j
de LCT

06 Rats
traitée par
10mg/kg/j
de EM +
10mg/kg/j

de LCT.

I

Apres 90 jour de traitement

Poids relatif du poumon

Antioxydant enzymatiques
Biomarqueurs (GPx, CAT,

GST)

Figure 11 :Protocole expérimental.

A
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1.2.4. Sacrifice et prélevement des poumons
A la fin de la période d’administration de pesticide Lambda-cyhalothrine de trois moins.
Les animaux sont sacrifiés par décapitation, les poumons ont été rapidement prélevés et rincés
dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,9% puis pesé et conservé pour les
dosages des différents parametres.

Estimation du poids relatif du poumon
Le poids relatif des poumons extraits des rats PRp [g9/100g de poids corporel]) est
calculé par rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRP (g/100g de PT) = PP/PT x 100 PP: poids des poumons (g). PT : poids total de rat (g).
PRp : poids relatif des poumons (g)

Figurel2: Poumons prélevées apres sacrifice (photo personnelle)
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2.5. Evaluation des parameétres de stress oxydatif

2.5.1. Evaluation des Biomarqueurs non enzymatiques

2.5.1.1. Evaluation du glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de ( Weckbeker et Cory ., 1988).
Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acideS, 5-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois I'homogénat doit subir
une déprotéinisation (par ’acide sulfosalycilique 0.25%) afin de protéger les groupements-SH
du glutathion.

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :

- Ont posé 200 mg de tissu sont mis individuellement en présence de 8 ml de solution
d’EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique) a 0.2 M.

- Le mélange mis dans des glagons est broyé a I’aide d’un pilon en porcelaine.

Une fois prépare, I’ homogénat est déprotéinisé, Prélever 0.8 ml de ce dernier auquel on
ajoute 0.2 ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%.

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

- Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

- Prélever 0.5 ml du surnageant.

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

- Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5°-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M dissous dans le méthanol absolu.

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

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x 1x1.525
13100 x 0.8 x 0.5 x mg

GSH (nmol GSH/ mg protéine) =

DO : Densité optique
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat + 0.2 ml de

’acide salicylique).
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1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 ml surnageant + 1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).
13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.
0.8 : Volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouvé dans 1 ml.
0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
2.5.1.2. Evaluation du malondialdéhyde MDA

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode (Esterbauer et al., 1992). Le principe
de ce dosage est basé¢ sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec ’acide

thiobarbiturique, pour former un pigment (rose).Ce chromogéne peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

Protocole
Prélever 375 pl de ’homogénat (surnageant).

Ajouter 150 pl de la solution TBS (tris 50 mM, NaCl150 mM pH 7.4).

Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

Vortexer et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10 min.

Prélever 400 pl du surnageant.

Ajouter 80 ul du HCL 0.6 M.

Ajouter 320 pl de la solution tris-TBA (tris 26 mM, TBA 120 mM).

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

D0.10°
e.L.X.Fd

[C] (nmol/mg protéine) =

C : Concentration en nmol/mg de protéines ; DO : Densité optique lue a 530nm.
E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56105M—1cm—1.

L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
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2.5.2. Biomarqueurs enzymatiques

2.5.2.1. Evaluation de glutathion peroxydase (GPx)
L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de (Flohe et Gunzler,

1984), Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H,O;) en présence
de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I'influence de la GSH-
Px.

Protocol

Homogénéisation par le tampon phosphate pH 7.8 (Pour L’extraction de ’enzyme).

- Centrifugation 10 min a 3000 t/min.
- Récupération de surnageant (extrait enzymatique).

- 0.2 ml de surnageant + 0.4 ml de GSH (glutathion forme réduite) a 0.1 mM (réaction
enzymatique) + 0.2 ml TP a 0.067 M (tampon d’extraction pH 7.8).

- Préparer un blanc avec 0.4 ml de GSH + 0.2 de TP (réaction non enzymatique).

- Incubation au bain marie a 25°C pendant 05 min.
- 0.2 ml d’H202 (1.3 mM) pour initier la réaction.

- Laisser agir 10 min.
- Arréter la réaction par addition de 1 ml de TCA 1% (acide tri chloro-acétique).

- Mettre le mélange dans la glace pendant 30 min.

- Centrifuger durant 10 min a 3000 t/min.

Prélever 0.48 ml de surnageant et place dans une cuve + 2.2 ml de Na2HPO4 (0.32M) + 0.32 ml
de DNTB (1mM).

- Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.
La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant :
Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.

*DO0O : échantillon : Densité optique de I’échantillon.
*DO étalon : Densité optique de 1’étalon.
*0.04 : Concentration de substrat (GSH).
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Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe - DOb
X = (DOe —DOb) x0.04/D0 b = quantité de GSH réduit disparue (oxydee) dans 0.2 extrait
dans 1ml.

2.5.2.2. Evaluation de I’activité de glutathion S-Transférase (GST)

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

nitrobenzene permettant de mesurer ’activité de GST.

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

- Homogénéisation par 1 ml de tampon phosphate (0.1M, pH6).

- L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant recupére servira

comme source d’enzymes.

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

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

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

DO échant /min — DO blanc /min
9.6xmgdeprot éine

GST (nmol GST/min/mg de protéine) =

Do : Densité optique de 1’échantillon /min.
Do/min blanc : Densité optique du blanc /min.

2.5.2.3. Evaluation de ’activité enzymatique de la Catalase (CAT)

Le dosage spectrophotométrique de I’activité¢ catalase (CAT) est réalisé suivant la
méthode de (Cakmak et Horst 1991). La décroissance de I’absorbance est enregistrée
pendant trois minutes par un spectrophotometre pour une longueur d’onde de 240nm et un
coefficient d’extinction linéique molaire £=39400 uM-1.cm-1.L.

Pour un volume final de 3ml :
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-100ul de I’extrait enzymatique brut.

- ajouté Oul de peroxyde d’hydrogéne H202a 0.3% et 2850ul de tampon phosphate (50
mM, pH 7.2).

- la réaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée (L’étalonnage de I’appareil se
fait en ’absence de I’extrait enzymatique (Jenway 6300).

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

AAVT
Act = —————
eAtL.Ve.p

Act : Activité enzymatique en p mole /min/mg de Protéines.

g : Coefficient d’extinction linéique molaire en. pM-1. cm-1

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

Ve : Volume de I’extrait enzymatique en ml.

L : Largeur de la cuve de mesure en cm.

P : Teneur en protéines en mg.

T : temps de lecture en min.

Est due a la longueur d’onde 520 nm.

2.5.3.  Analyses statistique
Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de six répétitions (moyen +

écartype), et pour mieux visualiser en utilisant l'office Excel 2007 pour représentés ces
résultats sous forme des graphiques et des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a
l'aide du logiciel Minitab® 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots
traités est Vérifiée en utilisant le test de Dunette et le test de Tukey, et le résultat de

comparaison comme suivant :

- p> 0,05 = la différence n’est pas significative

- (*) 0,05 > P > 0,01 = la différence est significative,

- (**) 0,01> P > 0,001 = la différence est hautement significative,

- (***) P < 0,001 = la différence est trés hautement significative
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2. Résultats

2.1

Poids relatif du poumon (%) des rats
Pour le suivi des changements des poids relatif du poumon des rats pendant la période

Effet du Lambda cyhalothrine et I’extrait de la Melissa officinalis sur le

du traitement. Nous remarquons une diminution non significatif (p>0.05) chez les lots traités

par Lambda cyhalothrine a dose (05mg/kg/j; 10mg/kg/j) par rapport les témoins et la

combinaison de (Lambda cyhalothrine/ Melissa officinalis) on remarque

non significatif (p>0.05) par rapport aux témoin.

une diminution

Tableau 02 :Variation de poids relative de poumon chez les différents groupes expérimentaux.

Groupe Témoin 10mg/kg/j 05mg/kg/j 10mg/kg/j 10mg/kg/j+ 10mg/kg/j+
05mg/kg/j 10mg/kg/j
Poids 0.651+0.144 | 0.651+0.084 | 0.651+0.071 | 0.651+0.099 | 0.651+0.091 | 0.651+0.064
Relatif de
poumon
0.9
p=0.5
0.8 I n=6
5 4 T T T
g 0.7
3 06 - nT
Q.
g 05 - m 10mg/kg/j
® 04 m 5mg/kg/j
£ 03
3 m 10mg/kg/j
E 0.2 -
01 | 10mg/kg/j+05mg/kg/j
0 - ® 10mg/kg/j+10mg/kg/|
Groupes experimentaux

Figurel3: évaluation des poids relatif du poumon chez les rats témoins, traités par Lambda
cyhalothrine , Melissa Officinalis, et traités par Lambda cyhalothrine /Melissa Officinalis
aprés 03moin de traitement.
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2.2. Effet de Lambda Cyhalothrine et I'extraite de Melissa Officinalis sur les
parameétres de stress dans les poumons des rats
2.2.1. Effet sur les parametres non enzymatiques
2.2.1.1. Effet sur le taux de MDA
Cette figure (14) représente la variation de taux de MDA chez les rats traités par la

lambda-cyhalothrine et l'effet protecteur de l'extrait de Melissa Officinalis par rapport les
témoins.

Nous observons dans cette présent une augmentation tres hautement significative
(P<0.001) chez les lots traitée par Lambda cyhalothrine aux doses (05mg/kg/jour et
10mg/kg/jour) , aussi une diminution significative (p<0.05) chez le lot traite par le
combinaison (10mg/kg/j + 05mg/kg/j) et une diminution hautement significative (p<0.01)
chez le lot traité par (10mg/kg/j + 10mg/kg/j) par apport aux lots traités par Lambda

cyhalothrine.

Tableau 03: Taux de MDA pulmonaire des rats dans les différents groupes expérimentaux.

Groupes Témoin 10mg/kg/j | 05mg/kg/j 10mg/kg/j | 10mg/kg/j+ | 10mg/kg/j+
05mg/kg/j 10mg/kg/j
MDA(umol | 0.36+0.000 | 0.35+0.000 | 0.50+0.013 | 0.55+0.002 | 0.38+0.009 | 0.41+0.024
/mg de **k* **k* ** *
proteine)
0.6 Jesdesk: P=0.000
*k*k n=6
T 05
o— *
2 *k
8 04 - .
s = 10mg/ke/]
g 03 -
3 W 05mg/kg/j
£ 02 -
‘g’ H 10mg/kg/j
= 017 10me/kg/j+05me/ke/]
0- Groupes experimentaux ™ 10me/kg/j+10me/kg/]

Figurel4: Variation du taux de MDA pulmonaire chez les rats témoins, traités par Lambda
cyhalothrine, Melissa Officinalis, et traités par Lambda cyhalothrine /Melissa Officinalis aprés
90 jours de traitement.(***)P<0.001(LCT1; LCT2), (**)P>0.001 (ME + LCT1),
(*)P<0.05(ME + LCT).
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2.2.1.2. Effet sur le taux de GSH

Cette figure (15) représente la variation de taux de GSH chez les rats traités par la

lambda-cyhalothrine et I’extrait de Melissa officinalis par rapport les témoins.
Dans notre travaille nous observons une diminution trés hautement significative
(p<0.001) chez le lot traitée par lambda cyhalothrine a dose (10mg/kg/jour) aussi une
diminution hautement significative (p<0.01) chez le lot traitée par Lambda cyhalothrine a
dose (05mg/kg/jour) au contraire on observe une augmentation non significative (p>0.05)
chez le lot traite par I'extrait de Melissa Officinalis a dose (10mg/kg/jour) par rapport au
groupe témoin, aussi une diminution significative (p<0.05) chez le lot traitée par le mixte de
l'extrait de Melissa officinalis / lambda cyhalothrine aux doses  (10mg/kg/jour +
10mg/kg/jour) et une diminution non significative (p>0.05) chez le lot traitée par la

combinaison de(10mg/kg/jour + 05mg/kg/jour) .

Tableau 04: Taux de GSH pulmonaire des rats dans les différents groupes expérimentaux.

Groupes Témoin 10mg/kg/j 05mg/kg/j 10mg/kg/j 10mg/kg/j+ | 10mg/kg/j+1
05mg/kg/j Omg/kg/j
GSH(umol/ | 165.55+106 | 164.07+4.89 | 135.04+4.15 | 116.68+1.16 | 160.69+144 | 154.54+1.50
mg de *%k *kk *
proteine)
180
- % P=0.000
160 +— n=6
**
140 +— *x*
— 120 +— T
[=T]
£
g 0 = 10mg/ke/]
=' -
T 80 m 05mg/kg/j
(%]
(U] 60 +—
B 10mg/kg/j
40 +——
20 - 10mg/kg/j+05mg/ke/j|
0 m 10mg/kg/j10mg/kg/|
Groupes experimentaux

Figure 15 : Variation de teneur pulmonaire en GSH pulmonaire chez les rats témoins, traités

par LCT, Melissa Officinalis, et traités par LCT/Melissa Officinalis apres 90 jours de
traitement. (***) P<0.001(EM + LCT2), (**) P>0.001(EM + LCT1), (*) P<0.05( LCT?2).
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2.2.2. Effet sur les paramétres enzymatiques
2.2.2.1. Effet sur Pactivité de GPx
Le figure (16) représente la variation de GPx chez les rats traités par la lambda-
cyhalothrine et I’extrait de Melissa officinalis, Nous observons dans cette présent qui il ya
une diminution trés hautement significative (P<0.001) dans les lots traitée par lambda
cyhalothrine aux doses (05mg/kg/jour, 10mg/kg/jour) par apport au groupe témoin, et une
augmentation non significative (p>0.05) dans les lots traitée par le mixte lambda
l'extrait

cyhalothrine / de Melissa officinalis aux doses(10mg/kg/j+05mg/kg/j) et

( 10mg/kg/j+10mg/kg/j) par rapport au groupe témoin.

Tableau 05: activité enzymatique de GPx pulmonaire des rats dans les différents

groupes expérimentaux.

Groupes Témoin 10mg/kg/j 05mg/kg/j 10mg/kg/j 10mg/kg/j+0 | 10mg/kg/j+1
5mg/kg/j 0mg/kg/j
GPx(umol | 0.493+0.014 | 0.498+0.0173 | 0.438+0.012 | 0.438+0.123 | 0.479+0.006 | 0.479+0.006
/mg de **k* **k*
protéine)
0.6 P=0.000
n=6
0.5 x **%k* -
< **k*
_§- H 10mg/kg/j
w 0.3 -
E B 05mg/kg/j
o
£
2 02 ® 10mg/kg/j
G
0.1 - 10mg/kg/j+05mg/ke/j
W 10mg/kg/j+10mg/kg/]
0- Groupes experimentaux

Figure 16 : Activité enzymatique de GPx pulmonaire chez les rats témoins, traités par
Lambda cyhalothrine ,I'extrait de Melissa Officinalis, et traités par Lambda cyhalothrine/
I'extrait de Melissa Officinalis apres 90 jours de traitement. (***) P<0.001(LCT1 ; LCT2).

48



Résultats

2.2.2.2. Effet sur activité de GST
Cette figure (17) représente la variation de l’activité de GST traités par la lambda-

cyhalothrine et ’extrait de Melissa officinalis, dans notre travaille nous observons qui il y a
une augmentation hautement significative (P<0.01) chez le lot traitée par lambda cyhalothrine
a dose (05 mg/kg/j), et une augmentation tres hautement significative (p<0.001) chez le lot
traité par lambda cyhalothrine a dose (10mg/kg/j) par apport ou groupe témoins, et nous
observons une diminution significative (p<0.05) chez les lots traité par le mixte (lambda
de (5mg/kg/j+10mg/kg/j
:10mg/kg/j+10mg/kg/j) par rapport les rats traité par lambda cyhalothrine.

cyhalothrine/  l'extrait Melissa  officinalis) aux dose

Tableau 05 :activité enzymatique de GST pulmonaire des rats dans les différents groupes

expérimentaux.

Groupes Témoin 10mg/kg/j | 05mg/kg/] 10mg/kg/j 10mg/kg/j+0 | 10mg/kg/j+1
5mg/kg/j Omg/ka/j
GST(um | 1.372+0.003 1.354+0.001 | 1.437+0.0132 | 1.482+0.014 | 1.383+0.000 | 1.390+0.000
1.5 P=0.000
*kx n=6
1.5
sk BT
'go 1.45 .
% * B 10mg/kg/j
;:i,- 14 * - B 05mg/kg/j
8 135 - m 10mg/kg/j
1.3 - 10mg/kg/j+05mg/kg/]
1.25 - ® 10mg/kg/j+10mg/kg/j
' Groupes experimentaux

Figure 17 : Activité enzymatique de GST pulmonaire chez les rats témoins, traités par
Lambda cyhalothrine ,I'extrait de Melissa Officinalis, et traités par Lambda cyhalothrine /
I'extrait de Melissa Officinalis apres 90 jours de traitement.(***) P<0.001(LCT2), (**)
P>0.001(LCT1), (*)P>0.05(LCT1; ME + LCT1; EM + LCT?2).
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2.2.2.3. Effet sur Pactivité de CAT
Ce figure (18) représente la variation de l'activité de CAT chez les rats qui traités par la

lambda-cyhalothrine et I’extrait de Melissa officinalis, nous observons une diminution

hautement significative (p<0.01) dans le lot traité par lambda cyhalothrine & dose de

(05mg/kg/jour) et une diminution trés hautement significative ( p<0.001) dans le lot traite

par lambda cyhalothrine

a dose (10mg/kg/jour), au contraire nous observons une

augmentation significative (p<0.05) chez le lot traitée par 10mg/kg/j de l'extraie de Melissa

officinalis , aussi une augmentation non significative ( p>0.05) chez les lots traite par le mixte
lambda cyhalothrine/ l'extrait de Melissa officinalis aux dose (10mg/kg/j+05mg/kg/jour) et
(10mg/kg/j + 10mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.
Tableau 06: activité enzymatique de CAT pulmonaire des rats dans les différents groupes

expérimentaux.

Groupes Témoin 10mg/kg/j 05mg/kg/j 10mg/kg/j 10mg/kg/j+0 | 10mg/kg/j+1
5mg/kg/j 0mg/kg/j
CAT(umol | 25.45+0.130 | 26.71+0.86 | 19.64+0.089 | 17.79+1.514 | 24.89+0.071 | 24.88+0.071
/min/mg de * fol falaled
proteine)
30 P=0.000

n=6

*
25
*x
* k% BT
20
m 10mg/kg/j
15 m 05mg/kg/j
10 m 10mg/kg/j
5 10mg/kg/j+05mg/kg/j
B 10mg/kg/j+10mg/kg/j
0

Groupes experimentaux

CAT(umol/min/mg de protéien)

Figure 18 : Activité enzymatique de CAT pulmonaire chez les rats témoins, traités par
Lambda cyhalothrine ,I'extrait de Melissa Officinalis, et traités par Lambda cyhalothrine/
I'extrait de Melissa Officinalis apres 90 jours de traitement.(***)P<0.001 (LCT2) ;
(**)P>0.001(LCT1) ; (*)P<0.05 (EM).
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Discussion:
les pyréthrinoides sont des substances utilisées dans I’agriculture et la santé qui possede
un réle important dans la protection des végétaux et des animaux (Anadon et al., 2008;
Benziane, 2014).
Plusieurs études menées aux Etats-Unis ont rapporté une détection d’un certain
nombre de pyréthrinoides (la cyfluthrine, la cyperméthrine, la cyhalothrine et Ila
déltaméthrine). Dans les poussiéres, les aliments et des environnements résidentiels, donc

I’lhomme peut étre exposé aux pyréthrinoides par plusieurs voies.(Khmiri . 2018)

Les pesticides touchent presque I’ensemble des organes de I’étre humain a travers la
chaine trophique ; par conséquent cette étude a été basée sur la pneumotoxicité de lambda
cyhalothrine chez les rats Wistar, a cause de la similarité qui existe entre les poumons
humains et ceux des rongeurs, aussi les rongeurs présentent un bon outil pour étudier les
changements pathologiques in vivo (Valcheva et al .,2012).

La Melissa officinalis est une plante herbacée vivace de la famille des Lamiacées,

Utilisée en plusieurs domaines : cuisine asiatique, les médicaments, la médecine
traditionnelle.(kothe,2007).

1. Effets de lambda cyhalothrine sur le poids relatif de poumons

Les résultats de I'évaluation des parametres pondéraux suggerent que l'administration
de Lambda cyhalothrine aux doses (05mg/kg/jour ; 10mg/kg/jour) provoque une diminution
significative (p<0.05) de poids relatif des poumons des différents groupes des rats.

Cette réduction est provoqué par le phénomene anorexique et probablement par une
nécrose pulmonaire Viviana, ( 2005) Chakroun et al., (2016), confirmé par les études de
Gasmi, (2018) et Fetouiet., al.( 2009).

2. Effet de Lambda Cyhalothrine sur les parameétres de stress dans les poumons des
rats et I'effet protecteur de I'extraite de Melissa Officinalis

Le Malondialdéhyde plasmatique et un produit terminal de peroxydation lipidique
('oxydation des acides gras polyinsaturés), I’augmentation de ce marqueur est un signe d’un
stress oxydatif.

Dans cette étude le traitement par différentes doses de lambda cyhalothrine nous montre
une augmentation trés hautement significative (p<0.001) chez les lots traité aux doses

(05mg/kg/jour et 10mg/kg/jour) par rapport aux témoins, Ces derniers résultats sont accord
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en le travail de Fetouiet al.( 2009) qui utilisé le méme pesticide pendant 03 semaines. aussi
d’autre chercheurs Chiali et al.( 2013) et Lui et al.( 2010).

L’¢lévation de taux de 'MDA est expliquée par la peroxydation lipidique qui méne a
une desintégration de la membrane cellulaire favorisant la mort cellulaire, (Mamett, 1998).

L’addition de I’extrait de Melissa officinalis a la dose de 10 mg/kg/jour neutralise ces
effets d’une fagon non significative (p>0.05), ce résultat possede le méme sens que les
résultats de 1’étude de Fetoui et al.(2009), qui ont Administré la vitamine C, et 1’étude de
Bolkent et al. (2005).

Nos études ont donné une diminution significative (p>0.001) de I’activité enzymatique
des enzymes (CAT et GPx) chez les lots traités par lambda cyhalothrine aux doses
(05mg/kg/jour et 10mg/kg/jour).

Nos résultats sont confirmés par plusieurs travaux, Fetouiet al. (2009) et I’étude de
Kilanowicz et al.( 2003) qui utilise oint les méthylnaphtalenes comme intermédiaires
chimiques en synthése organique, ces résultat sont supportés aussi par le travail de
Yost.(1989) et I’étude de Valcheva et al. (2012) qui utilisé un extrait de baies d'Aronia
melanocarpa chez les rats.

Cette diminution de Dactivité enzymatique de CAT et GPx est due a cause de les
molécules des pesticides ou formation des complexes avec les protéines d’une manicre
générale. et endommager les enzymes y compris ceux a l’activit¢ antioxydant, Boumaza,
(2017) cette inhibition enzymatique est corrigé  apres I’addition de I’extrait de Melissa
officinalis, a dose de (10mg/kg/jour) ce résultat affirme par I’étude de Oloyede et al., (2011),
qui ont évalué la toxicité subchronique de Joloo par voie orale sur des rats albinos . Et I’étude
de Bolkent et al. (2005) qui ont demontré pour la premiere fois un effet in vivo efficacité
antioxydant de I'extrait aqueux de Melissa officinales contre le stress oxydatif.

Nous observons aussi une diminution significative (p>0.001) de taux de GSH chez les
lots traités par lambda cyhalothrine aux doses (05mg/kg/jour et 10mg/kg/jour).

Nos résultats sont confirmés par plusieurs travaux, Fetoui et al. (2009) et
Kilanowicz et al. (2003), ces résultats sont supportés aussi par le travail de Yost, (1989 ) et
Valcheva et al. (2012) qui ont utilisé un extrait de baies d'Aronia melanocarpa chez les rats.

Apreés I’addition de I’extrait de Melissa officinalis, a dose de (10mg/kg/jour) nous
observons une augmentation de taux de GSH qui affirmée par I’étude de  Oloyede et
al.(2011) et I’étude de Bolkent et al. (2005).
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Au contraire de ce résultat, ’étude de Lima et al.(2003) qui utilisé une plante de méme

famille & la Melissa officinalis montre qu’il ya une diminution de taux de GSH.

Les glutathion S-transférases (GST) sont des substances majeures enzymes de
détoxication de phase Il présentes chez tous les organismes eucaryotes (Kilanowicz et al.,
2003).

Notre étude montre une augmentation hautement significative (P<0.01) de l'activité de
GST chez le lot traité par lambda cyhalothrine a dose 05mg/kg/jour et une augmentation tres
hautement significative (P<0.001) chez le lot traité par la dose 10mg/kg/jour, ce résultat est
argument¢ par 1’étude de Kilanowicz et al. ( 2003).

Au contraire dans les lots traités par I'extrait de Melissa officinalis nous observons une
diminution de Il'activité de GST par rapport les lots traités par lambda cyhalothrine. L’extrait
amelioré 1’équilibre de détoxification et diminué les effets néfastes de lambda cyhalothrine, ce
résultat en accord avec Bruno et al. (2004) qui affirmé que I’extrait de Melissa officinalis
possede un role antioxydant et le travail de Carnat et al.(1997) qui ont montré que les
polyphénols responsables a I’effet antioxydant et I’étude de Valcheva et al., (2012) qui ont
examiné I’effet de I’AMF]J sur l'activité antioxydantes de polyphénol sur la pneumotoxicité.

Selon les résultats obtenus, notre étude a revelé une perturbation marquée des
marqueurs de stress oxydatif (MDA, GSH, GPx, GST, CAT) aprés ’administration de lambda
cyhalothrine au doses (5mg/kg/j , 10mg/kg/j) parce que la lambda cyalothrine capable
d’induit un cas de stress par ’augmentation des radicaux libres, I’inhibition enzymatiques et
la dégradation cellulaire. Notons que le traitement par Melissa officinalis (10mg/kg/j) présent
moindre d’effet que ceux observés apres la contamination au lambda cyhalothrine seul. Ceci
est expliqué par le pouvoir antioxydant de Melissa officinalis a réduire le stress oxydant

permet de cette facon la protection contre les effets toxiques du lambda cyalothrine.
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Conclusion et perspective

L’objectif de la présente étude était d’évaluer la pnomotoxicité de pesticide qui il est
lambda cyhalothrine chez le rat de Wistar qui provoque une perturbation des parametres de
stress oxydant qui difféerent en fonction de la dose d’administration et 1’effet opposé de
l'extrait de Melissa officinale sur cette toxicité qui possede un réle de détoxification a la
lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que le gavage de Lambda cyhalothrine par
voie orale a dose 05mg/kg/jour et 10mg/kg/jour du poids corporel chez les rats males
adultes a induit des perturbations sur les paramétres de stress oxydatif des rats, nous avons
trouveé qu’il y’a une perturbation au Niveau des paramétres évaluer conclure comme suivant :

- Une diminution significative au poids relative d’organe.

- une augmentation tres hautement significative dans le taux de MDA.

-une diminution trés hautement significative dans I’activité de GPx et CAT.

-une diminution significative et non significative dans le taux de GSH.

-une augmentation trés hautement significative et hautement significative dans le taux
de GST.

-une correction des perturbations provoquées apres 1’addition du lambda cyhalothrine.

Et comme perspective, il est nécessaire de faire des études histopathologies et

Physiologiques, méme comportementales pour bien étudier les effets de cette pyréthrinoide.
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1-Matériel utilisé dans les différentes étapes de I’étude

1-1-Matériel chimique

* Eau distillée.

* TCA (Trichloro aceétique).

* Anthrone.

* Acide sulfurique.

* Acide orthophosphorique (a 85%).
* Ether,

* Chloroforme.

* Ethanol (a 95%).

* BSA (Albumine sérum de boeuf).
* Sodium phosphate dibasique.

* ASS (Acide sulfosalicylique).

* Sodium phosphate monobasique.
* Tris.

* HCI.

* Na OH.

* Méthanol absolu.

* EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).

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

1-2-Grand matériel et appareils
* Centrifugeuse (SELECTA).

* Balance analytique

* Balance de précision (KERN)

. * Etuve (HERAEUS).
*pH meétre.

* Agitateur magnétique (WITEG).
*Matériel de dissection.
*Centrifugeuse sigma 1-15.
*Réfrigérateur.

*Bain marie (MEMMERT).
*Agitateur Vortex (THERMOS).
*Spectrophotometre (UV mini 1240, SHIMADZU)
. 1-3-Petit matériel

* Mortier + Pilon (Broyeur manuel).
*Pissette

*Verre de montre.

* Spatule.

*Baromagnétique.

*Micropipettes de 100pul et 2000ul.
*Pipettes graduées.

*Portoirs.

*Tubes a essai.

*Tubes secs en verre et en plastique.

Annexe




Annexe

*Tubes eppondorf pour les centrifugeuses sigma.

*Cuves pour la spectrophotométrie (en plastique et en quartz).

*Papier daluminium.

*Papier Wattman N° 01.

*Becher.

*Erlenmeyers.

*Entonnoirs.

*Eprouvettes graduées.

* Fioles jaugées.

*Flacons en verre

2-5-Dosage du glutathion (GSH) A-PBS (Tampon phosphate salin) (0,2M, pH 6,4)

On ajoute 13,25ml du sodium phosphate dibasique Na2HPO4 (35,61g/1) et 36,75ml
du sodium phosphate monobasique NaH2PO4 (27,6g/l), puis les deux solutions sont diluées a
100mlI d'eau distillée.

B-Solution d*acide sulfosalicylique 0,25% Dissoudre 250mg d'acide sulfosalicylique
dans 100ml d'eau distillée.

C-Solution Tris/EDTA (0,4M, pH 9,6) Dissoudre 12,1149 de Tris et 1,871g de
I'EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique) dans 250ml d'eau distillée et ajuster le pH a 9,6
en ajoutant HCI ou NaOH.

D-Solution DTNB (Acide dithionitrobenzoique) (10 mM) Dissoudre 200mg de
DTNB dans 50ml de méthanol absol
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