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RESUME

Depuis I'antiquité et jusqu'a aujourd'hui, les pesticides sont utilisés dans I'agriculture et
la protection des plantes contre les organismes nuisibles. Récemment il a été prouvé que ces
produits phytopharmaceutiques peuvent provoquer des altérations neurotoxiques chez I'étre
humain.

Le Fenthion est un pesticide organophosphoré puissant utilisé en agriculture, cependant,
I’exposition a ces molécules peut provoquer des manifestations neurotoxiques. Le but de ce
travail tend a étudier, d’une part, I’effet de 1I’exposition répétée a raison de 1mg/kg de poids
corporel pendant 30jours consecutifs sur les réponses neuro-comportementales, 1’activité de
I’acétylcholinestérase et le statut oxydatif cérébral ainsi que les paramétres biochimiques, et
d’autre part, la capacité d’une plante médicinale Ephedra alata alenda a alléger les altérations
induites.

Nos résultats montrent que 1’exposition au Fenthion provoque des réponses anxio-
dépressives et une détérioration de 1’activité exploratoire et locomotrice associée a 1’inhibition
de I’acétylcholinestérase et au déclenchement d’un stress oxydatif cérébral révélé par la
diminution de Dactivité de la glutathion-S-transférase (GST), I’augmentation du taux du
malondialdéhyde (MDA)

En plus, ’apparition du stress oxydatif a ét¢ associé a des variations biochimiques
révélées par une perturbation de I’activité enzymatique plasmatique des transaminases
(ALAT, ASAT) et métabolique (Cholestérol, Glycémie)

Par ailleurs, Le traitement par I’Ephedra alata alenda a atténué les altérations induites
par le pesticide.

Ces résultats témoignent du pouvoir antioxydant, anxiolytique, antidépresseur de

I’Ephedra alata alenda contre les effets délétéres du Fenthion.

Mots clés : Fenthion, Ephedra alata alenda, Comportement, Toxicité, Rat



ABSTRACT

Since antiquity and until today, pesticides are used in agriculture and the protection of
plants against harmful organisms Recently it has been proven that these phytopharmaceutical

products can cause neurotoxic alterations in human beings.

Fenthion is an organophosphate pesticide used in agriculture, however, exposure to these
molecules can cause neurotoxic manifestations consecutive on neurobehavioral responses,
acetylcholinesterase activity and cerebral oxidative status as well as biochemical parameters,
and on the other hand, the ability of a medicinal plant Ephedra alata alenda to alleviate the

alterations induced.

Our results show that exposure to Fenthion causes anxiety-depressive responses and
deterioration of exploratory and locomotive activity associated with the inhibition of
acetylcholinesterase and the triggering of cerebral oxidative stress revealed by the decrease in
the activity of glutathione-S-transferase (GST), the increase in the level of malondialdehyde
(MDA).

In addition, | he appearance of oxidative stress has been associated with biochemical
variations revealed by a disturbance of the enzymatic and plasmatic activity of transaminases
(ALT, AST) and metabolic activity (Cholesterol, Glycemia).

Furthermore, treatment with Ephedra alata alenda mitigated the alterations induced by

the pesticide.

These results testify to the antioxidant, anxiolytic, antidepressant power of Ephedra alata

alenda against the deleterious effects of Fenthion.

Keywords: Fenthion, Ephedra alata alenda, Behavior, Toxicity, Rat
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Introduction

INTRODUCTION

L’utilisation massive des pesticides synthétiques, et en particulier de ceux appartenant
a la famille des organochlorés, constitua entre 1945 et 1960, un énorme progrés pour
I’agriculture et a permis d’assurer une production alimentaire suffisante pour une population
en grande croissance. Ceci, tant et si bien que ’utilisation massive des insecticides est
devenue une technique quasiment indispensable a la plupart des pratiques agricoles quelque
soit le niveau de développement du pays. Leur utilisation a également contribué a
I’amélioration de la santé publique en luttant contre certains insectes vecteurs de maladies
(Ramade, 2005). Cependant, avec I’utilisation massive des premiers insecticides synthétiques
(particulierement les insecticides organochlorés) sont apparus des signes évidents de toxicité
et d’effets néfastes pour I’environnement et pour I’homme (Eriksson et al., 1990; Eriksson
et al., 1992; Snedeker, 2001; Den Hond et Schoeters, 2006; Schoeters et Hoogenboom,
2006; Bonde et al., 2008). Afin de faire face a ces problémes, mais également a 1’apparition
de souches résistantes chez les insectes, les industries chimiques ont développé d’autres
familles d’insecticides dont le principe actif est différent, quoiqu’il s’agisse toujours de
neurotoxiques. Ces familles sont les carbamates, les pyréthroides, les nicoténoides et les
organophosphores.

Les pesticides organophosphorés (OP) représentent le groupe le plus appliqué des
insecticides durant les deux derniéres décennies (Chambers, 1992; Maroni et al, 2000), ils
sont des produits chimiques les plus toxiques et qui sont utilisés dans des applications
répandues comme 1’agriculture, les maisons, les jardins, les pratiques vétérinaires, la
médecine et ’industrie. Des quantités résiduelles de composés organophosphorés ont été
détectées dans le sol, les plans d'eau, les légumes, les céréales et d’autres produits
alimentaires (John et al., 2001). Il a posé un danger sur la santé des animaux et des humains
en raison de sa persistance dans les sols et les cultures (WHO, 1996).

Les mauvaises conditions de travail et la méconnaissance des potentialités dangereuses
des OP aboutissent a l'intoxication qui évoque des aspects cohérents de
symptdémes physiques et neuro-comportementaux tels que la dépression, l'anxiété et les
troubles cognitifs (Pefia-Llopis, 2005).

De nos jours, les perturbations causées par les produits phytosanitaires sont traitées par
la médecine conventionnelle et traditionnelle, autrement appelée phytothérapie, et ¢’est la plus
ancienne fagon au monde de se soigner, on la retrouve dans toutes les civilisations, chacune

d'entre elles ayant élaboré sa propre thérapeutique au fil des siécles, en proposant différentes
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préparations qui sont obtenus a partir de la plante fraiche ou seche (Braun et Cohen., 2015;
Laarman, 2013 ;Verbois, 2015). En effet, Ces plantes médicinales renferment de nombreux
principes actifs ou certains sont issus du métabolisme secondaire, elle produisent déja 70% de
nos médicaments, aussi environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de
plantes (Laamri et Mostefaoui, 2017). Les métabolites secondaires font 1’objet de
nombreuses recherches. A titre indicatif, les polyphénols et les flavonoides forment un groupe
trés diversifié de molécules dont plusieurs sont largement utilisées en thérapeutique comme
antioxydants pour lutter contre les effets néfastes de 1’oxygéne a 1’origine d’un grand nombre
de maladies (Bruneton, 2009).

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singuliérement
riche et variée. On compte environ 3000 espéeces de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Djahra, 2014). Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert végétal se trouve la famille des Ephedraceae,
représentés par un seul genre «Ephedra», cette famille possedent des propriétés thérapeutiques
et sont utilisées en médecine traditionnelle.

L’espéce d’Ephedra alata alenda est utilisée dans la médecine traditionnelle surtouts
dans les zones saharien du sud (Halis, 2007) comme stimulant, désobstruant, pour traiter les
reins, les bronches, le systeme circulaire, les troubles du systéeme digestif et les crises
d'asthme ainsi que pour le traitement du cancer et traitement des infections bactériennes et
fongiques (Christensen et Lam, 1991; Emerenciano et al., 2001).

A la lumiére de ces données, nous avons opté un démarche expérimentale basé sur
I’étude de Ueffet de [’Ephedra alata alenda sur la toxicité et les troubles

neurocomportementaux induisent par le Fenthion chez le rat Wistar.
Pour atteindre cet objectif, ce mémoire est divisé en deux parties:

>Une partie bibliographique dans laquelle seront rapportées certaines informations de

base nécessaires pour la compréhension du travail expérimental.

>Une partie expérimentale expliquant le matériel utilisé et la méthodologie adoptée ainsi

que la présentation des résultats et leur discussion.



CHAPITREI: Les Plantes Médicinales

I. Les Plantes Médicinales : Les Plantes a usages thérapeutiques

1.1. Définition et Utilisation

Les plantes médicinales sont essentiellement celles qui contiennent une ou plusieurs
substances secondaires physiologiquement actives et qui ont des propriétés cicatrisantes (ces
plantes sont rarement utilisées directement, car elles sont éliaient alnélois en médecine avec
des substances simples, elles créent des matiéres premieres soit pour isoler leurs principes
actifs sous formepure,ou pour commencer a les utiliser globalement, avec un autre matériel
(Ameenach, 2006).

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour
la sante humaine, En effet, elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération
et infusion, Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine; feuille, fleur
(Dutertre,2011). Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle (MTR) dont au
moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs
composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) composés présents (Sanago,
2006).

1.2. Métabolites secondaires (principes actifs) des plantes médicinales

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a co6té des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires. Ces composes ne sont pas produits directement lors de la photosynthése,
mais résultent de réactions chimiques ultérieures. Les métabolites secondaires sont présents
dans toutes les plantes supérieures, et ayant une répartition limitée dans l'organisme de la
plante. Plus de 200.000 structures ont été définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété
structurale extraordinaire mais sont produits en faibles quantités. Ces molécules marquent de
maniere originale, une espece, une famille ou un genre de plante et permettent parfois

d’établir une taxonomie chimique.

Ces métabolites secondaires ont des fonctions tres importantes pour la survie et la
propagation des plantes qui les produisent, comme signaux chimiques, pour défendre leur
producteur contre les herbivores et les pathogenes, comme ils participent a des réponses
allélopathiques (compétition entre les plantes pour la germination et croissance). Certains
assurent une protection contre les radiations solaires et d’autres facilitent la dispersion du

pollen et des graines (Chimie, 2017). Les métabolites secondaires sont aussi trés exploités par
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I’Homme dans les différents domaines : dans le domaine culinaires comme colorants et
arbmes, dans le domaine agricole comme herbicides et dans le domaine médicinal comme
antibiotiques, antioxydants, drogues ...etc. (Krief, 2004). On peut classer les métabolites
secondaires en trois grands groupes : les composes phénoliques, les terpenes et les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une trés

large gamme d'activités en biologie humaine (Krief , 2004) (Gurib-Fakim, 2006).

CO5
lPhctownthése
Métabolisme primaire du carbone
Enythrose -4 -phosphate / \ - .
- Pyruvate phosphoglycérate
Phosphoénolpyruvate ¥ (3P GA)
Cycle des acides |g Acétyl-
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h 4 h v
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Figure 01 : Voies du métabolisme secondaire des plantes qui produisent les trois types
généraux de composés secondaires : produits azotés, composés phénoliques et terpénoides. La

relation avec le métabolisme primaire est également indiquée (Taiz et Eduardo, 2006).

1.3. Les plantes médicinales en Algérie

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurale et urbaine en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les
individus se soignent (Badiaga, 2012). Malgré les progrés de la pharmacologie, 1’usage
thérapeutique des plantes médicinales est tres présent dans certains pays du monde et surtout
les pays en voie de développement (Tabuti et al., 2003). L’Algérie, par la richesse et la
diversite de sa flore, constitue un véritable réservoir phylogénétique, avec environ 4000

especes et sous-especes de plantes vasculaires (Hamel et al., 2013). Cependant, la flore
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médicinale algérienne reste méconnue jusqu’a nos jours, car sur les quelques milliers
d’espéces végétales, seules 146 sont dénombrées comme médicinales (Hamel et al., 2018).

I.4. Ephedra alata alenda : une espéce a pouvoir thérapeutique promoteur

L ’Ephédra est I'une des plantes médicinales les plus connues depuis plus de 5000 ans dans la
médecine traditionnelle chinoise pour le traitement des allergies, I'asthme bronchique, les
frissons, la fievre, la grippe, les maux de téte, le rhume des foins, congestion nasale et troubles
du systéeme nerveux central. (Gherraf et al.,, 2014 ; Bagheri-Gavkosh et al., 2009 ;

Parsaeimehr et al., 2010).

1.4.1. Description botanique d’Ephédra alata :

Il s'agit de I'un des rares arbustes des zones sahariennes (Fig 3) vivace , raide , jaune-vert de
0.5 a 2m de haut (Catier et Roux, 2011) , également considéré comme nanophanérophyte au
sens de Raunkiaer (1934). Les rameaux sont articulés et portent au niveau des noeuds des
feuilles réduites en écailles et opposées, alternes. Les fleurs unisexuées sont groupées en petits
cones. Les fleurs males et femelles sont généralement sur des pieds différents. Toutefois, on
peut dans certains cas observer des individus portant les deux types de fleurs. Les cbnes males
sont groupées en chatons jaunatres,Les cOnes femelles a bractées s’accroissent pendant la
maturation. (Bruneton, 2009).

Les tiges rameuses sont photosynthétiques de type balai vertes (Mayer et Susan, 2008) a port
de prele a rameaux grele, anguleux et striés.Elles présentent aussi un systeme de racines
latérales extrémement puissant (Derbal et al., 2010) et peuvent dépasser 1 m de hauteur, avec
une forte odeur de pin et une goQt astringent (Abourashed et al., 2003)

1.4.2. Position systématique :

Selon la Flore Medcheklist (Greuter 1981-1989) et le catalogue de (Dobignard et Chatelain
2010), la position systématique d'Ephedraalata-alendaest la suivante:

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous embranchement: Gymnospermes
e Classe : Gnetopsida

e Ordre : Ephedrales

e Famille : Ephedraceae

e Genre : Ephedra
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e Espéce : Ephedra alata

e Sous espece: Ephedra alata alenda

Figure 02 : Port général d'Ephedra alata (A) ; rameau fleurit (B) et fleur en épanouissement

©).

1.4.3. Origine et répartition géographique

E.alata c’est une plante originaire des régions tempérées et latitudes subtropicales (figure2)

de:

» L’ Afrique: Algérie; Egypte, Libye, Maroc, Tunisie, Mauritanie, Tchad, Mali ;

» L’Asie : Arabie Saoudite, Irak, Iran, Palestine, Liban, Jordanie,Syrie et pousse surtout dans

le nord et I'ouest de la Chine, le nord de I'Inde et

« I’Amérique, Aux Etats-Unis, I'éphédra pousse au long des montagnes Rocheuses (Al-Snafi,

2017 ; Bell et Bachman, 2011).

En Algérie, E. alata se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des terrains

sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de

I'étage tropical et la Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991).

E.alata est une excellente espece fixatrice de sable éolien. Toutefois, la qualité de son charbon

de bois, apprécié par les populations sahariennes, I'expose au phénoméne du déboisement.
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Figure 03 : Distribution de I’Ephédra dans le monde (Cavaney et al., 2001)

1.4.4. Utilisation en médecine traditionnelle :

Le dispensatoire chinois écrit en 1569 mentionne que les espeéces d’éphédra étaient
utiles comme antipyrétiques, diaphorétique, stimulant circulatoire et sédatif pour la toux.
Cependant, 1’ éphédra a été utilisé dans la médecine chinoise pour traiter les allergies,
I'asthme, les poumons congestion, frissons, rhumes, rhume des foins, toux, oedéme, fiévre,
grippe, maux de téte et congestion nasale.

La plante était aussi traditionnellement utilisé en Russie pour le traitement respiratoire
troubles et rhumatismes pendant de nombreux siecles. (Al-sanafi, 2017)

Ephedra alata a été couramment utilisé dans la médecine traditionnelle en Egypte et la

plupart des les pays arabes. Ephedra alata a été utilisé pour le traitement de I'asthme, du foin
la fievre et le rhume ( Ghanem et EI-Magly, 2008).
La poudre d’Ephedra alata est utilis¢ comme un traitement contre le diabétre en Maroc
(Ghourri et al., 2013), en Palestine 1l est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter les
allergies, I'asthme bronchique, les frissons, le rhume, la toux, I'oedéme, la fiévre, la grippe et
les maux de téte (Al-Rimawi et al., 2017).

En Algérie, Ephédra alata est utilisé contre la grippe, les troubles respiratoires et la
faiblesse générale en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les
rhumes .Elle est trés appréciée par le dromadaire (Boulberhane et Nabti, 2017 ; Ould EL
hadj et al., 2003).
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Les parties utilisés dans la médecine traditionnelle sont les feuilles et les rameaux(Ould El
hadj et al., 2003) et aussi les tiges vertes séchées, qui sont usuellement bouillies dans de I’eau
pendant environ trente minutes et administrées comme thé chaud (Abourashedet al., 2003).
1.4.5. Pharmacologie et Toxicologie

Des travaux antérieurs, ont permis de constater la richesse des espéces sahariennes en
ces biomolécules. Ils ont aussi mis en évidence I’intérét pharmacologique de la flore

saharienne,sans oublier les risques de toxicité.

Les effets pharmacologiques et toxicologique de 1I’Ephédra alata semble étre attribuable a ses
alcaloides de types éphédrine, principalement (-) éphédrine et (+) pseudoéphédrine.
(Limbergeret al., 2013 ; Chen et al., 2010 ; Ma et al., 2007).

1.4.5.1. Pharmacologie

L'éphédrine est un sympathomimétique indirecte. Structuralement tres proche de
I’adrénaline, elle provoque la libération des catécholamines endogénes des fibres sympathique
post-ganglionaire. Elle stimule 1’automatisme cardiaque et exerce une activité inotrope
positive ; I’éphédrine accélére les mouvements respiratoires bulbaire, elle affaiblit les
capacités contractiles de la vessie. Difficilement dégradé, elle est utilisable par voie orale et
son action est plus durable que celle de 1’adrénaline bien résorbée, fortement lipophile,
I’éphédrine franchit la barriéere hémato-encéphalique et libérant les médiateurs au niveau
centrale, induit une action psychostimulante de type amphétaminique : stimulation de
I’attention et de la capacité de concentration, diminution de la sensation de fatigue et du
besoin de sommeil ,etc . L’éphédrine induit un phénomeéne de tachyphylaxie, c’est-a-dire a
une disparition rapide des effets lors d’administations répétées (Bruneton,2009).

La pseudoéphédrine a montré une forte activité diurétique dans des expériences sur des
chiens et des lapins (Blumenthal et King, 1995).
1.4.5.2 Toxicologie

Toutefois, la phytothérapie n'a pas que des effets bénefiques. Comme tout produit actif,
elle peut avoir des effets indésirables, toxiques et allergiques. Des études sur les propriétés
phytochimiques ou biologiques de plusieurs produits végétaux ont démontré l'action et le
potentiel toxique de ces produits sur les systemes cellulaires des mammiferes (Aline, 2010).
Cette toxicité dépend de la nature de la substance, de la dose, de la durée d'exposition et de
différents facteurs liés a I'individu (sexe, &ge, état nutritionnel et hormonal) (Tron , 2002).
A fortes doses, I'éphédrine provoque de la nervosité, des maux de téte, de I'insomnie, des

vertiges, des palpitations, des rougeurs de peau, des picotements et des vomissements. Selon
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le manuel des médicaments en vente libre qui a noté : "Les principaux effets indésirables de
I'éphédrine sont la stimulation du systéme nerveux central, les nausées, les tremblements, la

tachycardie [battement de coeur rapide] et la rétention urinaire."

Un groupe consultatif de la FDA sur les médicaments antitussifs, contre la toux, le
rhume, l'allergie, recommandait d'éviter I'éphédrine aux personnes souffrant de cardiopathie,
d'hypertension, de maladie de la thyroide, de diabéte ou de miction difficile en raison d'une
hypertrophie de la prostate (Blumenthal et King, 1995).

Ces effets peuvent étre les raisons pour lesquelles l'utilisation de I'Ephédra est
recommandée uniquement pour les situations aigués en médecine traditionnelle chinoise et
contre-indiqué pour une utilisation a long terme (Chen et al., 2010).

Etant donné que I'éphédrine provoque la libération de noradrénaline, I'administration
d'éphédrine a un patient recevant un inhibiteur de la monoamine oxydase, ce qui diminue la
dégradation et augmente le stockage de noradrénaline, peut entrainer une hypertension grave.
Cette interaction peut étre fatale (Blumenthal et King, 1995).

1.5. Chimie de plante :

L'analyse phytochimique préliminaire d'Ephedra alata alenda a révélé la présence de
glycosides cardiaques, de sucres réducteurs, de flavonoides, de composés phénoliques
,d'alcaloides (Al-Snafi, 2017).

Ephédra c'est une source naturelle d'alcaloides tels que : éphédrine , pseudoéphédrine,
noréphédrine, norpseudoéphédrine, méthyléphédrine et méthylpseudéphédrine. A coté des
alcaloides de type E, de I'éphédroxane et des spermidines macrocycliques appelées
éphédradine AD, ont été découverts chez certaines espéces d' éphédra d' Eurasie. (Ibragic et
Sofi_, 2015 ; Al-Snafi, 2017).

L’éphédra contiendrait divers composés phénoliques, tels que ’acide trans-cinnamique, la
catéchine, la syringine, 1’épicatéchine, le symplocoside, le kaempférol 3-O-rhamnoside 7-O-
glucoside, I’isovitexine 2-O-rhamnoside, qui contribuent de maniere significative a l'activité
antioxydante de la plante (Al-Rimawi et al., 2017).

Les autres composés phytochimiques comprennent les kynurénates, les acides citrique,
malique et oxalique, les saponines, les cristaux d'oxalate de calcium et les oligo-éléments.
Selon plusieurs rapports, les composeés volatils présents dans cette plante sont principalement
représentes par des terpénoides et peuvent étre utilises comme marqueurs chimio

taxonomiques.
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Les composes phénoliques et leurs sous-groupes de flavonoides les plus importants sont des

composés aromatiques largement répandus dans le régne végétal (Ibragic et Sofi_, 2015).

*Alcaloides: Les parties aériennes des différentes espéces d'Ephédra contiennent de 0,02 % a
34 d'Alcaloides concentrés dans les entre-nceuds (Leung et Foster, 1996). Environ 80% de
ces Alcaloides sont représentés par L 'Ephédrine qui est connu pour étre la substance actif de
ce genre (Phinney et al., 2005), on trouve aussi la Pseudoéphédrine, la Norephedrine et la
Méthyléphédrine (Yuki et al., 2009). Il est & noter que Les Alcaloides peuvent étre utilisés
Comme antipaludéens, antalgiques, antispasmodiques, bactéricides et stimulants, a fortes
concentrations ces molécules entrainent trés souvent une toxicité aigué (Rujjanawate et
al.,2003).

Ephédrine Norephedrine N-Methylephedrine  Pseudoéphédrire

Figure 04 :Structure chimique de I’Elphédrine,Norephédrine , N-Methylephédrine et
Pseudoéphedrine (Guoyi et al,2007)

*Acides phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux qui jouent un role
important dans la résistance aux maladies et la protection contre les parasites, (Servili et
Montedor02 Keerthi et al., 2014), o, 20I'Ephédra contiens divers composés phénoliques, tels
que acide Trans-cinnamique, Catéchine, Syringine, Epicatéchine, Eymplocoside, Kaempférol
3-0-Rhamnoside 7-0-Glucoside, Isovitexine 2-0-Rhamnoside, qui contribuent de maniére

significative a l'activité antioxydante de la plante (Amakura et al., 2013).
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Figure 05 : Structure de quelque composés phénoliques de I’Ephedra (Amakura et al , 2013)

*Tanins: Les tanins, principalement les Proanthocyanidines sont produits en grande quantité
dans les tiges de cette plante, lui conférant son gout astreignant (Soni et al., 2004), il est a
noter que les des tanins sont des composés phénoliques faisant précipiter les protéines et
possédant propriétés antioxydantes, ils ont également la capacité de stopper le développement

des microbes (Bruneton, 1999).

reanthoeyanidel C1
Proanthocyanidol A-1 P Y

Figure 06 : Structure des proanthocyanidines types A.let C1(Bruneton, 2009)
*Flavonoides

Ce sont des pigments responsables de la coloration chez les végétaux, ils protegent la
plante des différents agents pathogénes, posseédant une activité antioxydante et pouvant
diminuer la perméabilité capillaire en renforcant leur résistance, ils sont connus par leur
capacité a inhiber la croisance des cellules cancéreuses (Hidayat et Fatmawati, 2016; Ueli et
al., 1991). Les flavonoides isolés chez Ephédra alata sont de type Flavone dont: Herbacetine,
Ivicenine 11,Lucenine, Apigenin, Kaempferol 3-Rhamnoside, Quercétine 3Rhamnoside et
Herbacetine 7-O-Glucoside (Nawwar et al., 1984).
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Figure 07: Structure de quelques flavonoides contenus dans le genre Ephedra (Castledina et
Harbone , 1976 ; Chumbalov et Chekmenva, 1976).
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Il. Pesticides: Epidémie silencieuse
I1.1. Les Pesticides
I1.1.1. Historique des pesticides

Les pesticides appelés aussi produits phytosanitaires ou produits phytopharmaceutiques
sont des produits chimiques organiques ou minéraux constitués d’un ou de plusieurs
substances actives et de composés supplémentaires comme les diluants ou adjuvants (Tayade,
2013). L’étymologie du mot pesticide provient de I’anglais « pest » qui signifie animal,
insecte ou plante nuisible et du suffixe « cide » que I'on trouve dans le verbe latin « caedo,
cadere » et qui signifie « tuer ». Ce terme de pesticide regroupe donc toutes les substances
destinées a lutter contre les organismes jugés indésirables.
Avant la seconde Guerre Mondiale, les pesticides employés en agriculture étaient des dérivés
de composés minéraux ou de plantes : arsenic, cuivre, zinc, manganése, plomb, pyréthre,
roténone ou sulfate de nicotine (Stajn et al., 1997). Dés le XIXe siécle, I’essor de I’industrie
chimique a conduit a ’apparition de trés nombreuses molécules dites pesticides de synthese
(plus d’un millier ont été a ce jour homologuées) et a un accroissement notable de leurs
usages industriels. De maniére globale, au niveau mondial, la consommation de pesticides a
doublé tous les dix ans entre 1945 et 1985. A cause de la croissance démographique, la
nécessité d’accroitre les rendements des cultures pour répondre aux besoins alimentaires

accrus, ce qui incite a accroitre 1’utilisation des pesticides de toutes les catégories.
11.1.2. Classification des pesticides
11.1.2.1. Classement par cible

Les pesticides sont le plus souvent classés en fonction du ravageur visé (insecticides
(insectes), acaricides (acariens), aphicides (pucerons), ovicides (ceufs), larvicides (larves),
herbicides (plantes indésirables), fongicides (champignons), molluscicides
(mollusques),hélicides (escargots), rodenticides (rongeurs), taupicides (taupes), corvicides

(oiseaux),termicides (termites), et les produits répulsifs (Rousseau, 2007).
11.1.2.2. Classement par groupe chimique

Les pesticides sont parfois aussi classés en fonction de leur substance active, autrement
dit leur groupe chimique. On peut ainsi parler de pesticides organochlorés, de pesticides

organophosphorés, de carbamates, de pyrethrinoides ou encore de triazines. Parler de
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pesticides organochlorés ou organophosphorés permet de regrouper sous un méme vocable

des substances aux comportements et propriétés similaires (Garcia et al., 2012).
11.1.2.3. Classement par mode d’action

Un dernier type de classement des pesticides peut étre opéré a partir du mode d’action
du pesticide considéré sur 1’organisme indésirable visé. Les modes d’action des pesticides
sont ainsi trés variés et évoluent au gré des innovations de 1’industrie phytosanitaire

(Bonnefoy, 2013).

Le classement par mode d’action des pesticides en herbicides, fongicides et insecticides
sont bien illustré dans le tableau N°1. lls représentent les principales familles de pesticides

utilisées en agriculture fruitieres et légumieres.

Tableau 01: Classement des pesticides par mode d’action (Bonnefoy, 2013).

Herbicides

De contact Agit sur les parties de la plante avec lesquelles il entre en contact.
Systémique Absorbé par la plante, se déplace a I’intérieur de celle-Ci.
Sélectif Ne contrble que certaines plantes traitées.
Non sélectif Controle toutes les plantes traitées.
Résiduaire Se dégradent lentement et contréle les plantes sur une longue période.
Non résiduaire Est rapidement inactif aprés son application et ne contrdle les plantes

que sur une courte période.

Fongicides

Préventif Protege la plante en empéchant que la maladie ne se développe.
Curatif Réprime une maladie qui est déja développée.

Insecticides
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De contact Agit lorsque I’insecte entre en contact avec le produit.
D’inhalation Agit lorsque I’insecte respire le produit.

D’ingestion Agit lorsque I’insecte se nourrit du produit.

11.1.3. Répartition quantitative des pesticides dans le monde

Les quantités de pesticides utilisées dans le monde augmentent régulierement depuis plus de
soixante ans. Elles semblent diminuer dans certains pays d'Europe, mais a dose ou poids égal,
les matiéres actives d'aujourd’hui sont généralement beaucoup plus efficaces que celles des
décennies précédentes. Les molécules commercialisées évoluent, pour contourner les
résistances (des insectes, champignons ou végétaux), et pour remplacer des produits interdits
en raison de leur toxicité, ou quand des molécules a priori intéressantes viennent en remplacer
d'autres. Le marché mondial des pesticides s’¢éléve a 26.1 milliards euros annuels, dont pres

d’un tiers pour I’Europe et environ 25 % pour I’ Amérique du Nord ainsi que pour 1’ Asie.

Le marché juteux des pesticides
Chiffre d'affaires mondial des pesticides, en milliards d'euros

Répartition du chiffre
E d'affaires en 2018

47,9
W 302%
Asie/Océanie

45,1
36,3 36,3

B 238%

Amérique latine
28,4 ==

B 26%
Europe (UE-28)

’ 19,6 %
Etats-Unis,
Canada,
Mexique (NAFTA)
3.8%

2008 2010 2012 2014 2016 2018 Autres

—~—

Figure 08: Quantité des pesticides vendus en 2018 dans le monde
(https://fr.statista.com/infographie/11599/chiffre-affaires-pesticides-produits-phytosanitaires-

dans-le-monde-et-par-region/)
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En Algérie, nous avons réparti les pesticides utilisés par type de ravageurs ou de maladies
ayant fait I’objet des divers traitements. Méme si une diminution drastique est constatée dans
le recours aux insecticides sur les 3 campagnes prospectées a travers le territoire national, ils
restent néanmoins les plus utilisés, les fongicides viennent en seconde, les herbicides en

troisieme position et les divers en dernier (Tableau 2).

Tableau 02: fréquences par type de pesticides utilisés durant les campagnes 2008,2009 et
2010 en Algérie KHEDDAM-BENADJAL, N. (2012).

Pesticides Campagne 2008 Campagne 2009 Campagne 2010
Insecticides 23 28 39

Insecticides biologiques 02 08 11

Fongicides 09 07 48

Herbicides 0 10 07

Neématicides 0 03 03

Divers 0 05 1

Total 34 81 109

11.1.4. Destinés des pesticides dans I’environnement

Les pesticides sont essentiellement libérés dans 1’environnement sous ’effet d’activités
anthropiques agricoles. Une fois dans I'environnement, certains groupes de pesticides se
dégradent relativement rapidement, alors que d'autres qui persistent plus longtemps, peuvent
s'y accumuler ou se transformer en contaminants. En plus de se disperser au niveau du sol par
ruissellement ou percolation, les pesticides sont transportés par les précipitations et/ou par le
vent. De ce fait, les pesticides ont été depuis prés d’une cinquantaine d’années mis en
évidence dans tous les compartiments environnementaux qui n’ont subi aucun traitement. Les
pesticides et leurs dérivés pourraient étre retrouvés dans les eaux de rivieres, les nappes
phréatiques, ’air, les eaux de pluie, mais aussi dans les fruits, les légumes, les céréales et les
produits d’origine animale. Plus de 2, 5 millions de tonnes de pesticides sont appliquées
chaque année sur les cultures dans le monde, dont 0,3%-0.5% seulement sont réellement
efficaces sur les organismes cibles, et 99,5% de ces substances polluent directement

I’environnement (Yekeen et al., 2016). Il existe plusieurs causes de contaminations par les
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pesticides a savoir le lessivage par des pluies entrainant les produits phytosanitaires vers les
eaux superficielles et souterraines, I'usage incorrect des substances et des techniques (mauvais
réglage des pulvérisateurs, doses excessives), les déversements "accidentels” (ringcage ou

abandon d'emballages ayant contenu des produits phytosanitaires).

» ’ circuit
"y des pesticides
<cyc!e
— i “Transport local efecl
ou sur de grandes distances
\ oy >
Précipitations K
Photodécomposition —_— T
Dérive . | Condensation |
N (TRAITEMENT
- . .«e ‘.—;
Erosion * " - 1 > >
par le vent * Volatilisation ’
\ Evaporation |
ABSORPTION . % .
FOLIAIRE %

Rulssellemem/:

ABSORPTION
RACINAIRE

Rétention < EAU

sur les particules DE SURFACE
du sol L

* * Ecoulement

Dégradation ++ * hypodermique

puis minéralisation et drainage Echanges

Figure 09 : Différents modes de contamination de I’environnement par les pesticides
(http://www.lienhorticole.fr/produire/pesticides-horticoles-l-eau-I-air-et-les-sols-impactes-
1,6,319215344.html)

11.1.5. Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi par divers
autres acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et
vétérinaire. Des problémes de résidus dans les légumes, les fruits, etc., sont aussi mis en
évidence. L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicit¢ des voies

d’exposition, ces substances pouvant pénétrer dans 1’organisme par contact cutané, par
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ingestion et par inhalation. La grande variété de produits rend difficile 1’évaluation des
expositions des populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement

(agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population générale (Fagot et Larrat, 2002).
11.1.5.1. Exposition professionnelle

L’exposition professionnelle concerne essentiellement les personnes manipulant les
produits, au moment de la préparation, de ’application et du nettoyage des appareils de
traitement. Les agriculteurs constituent une population particulierement exposée qui forme un
groupe sentinelle pour 1’observation d’éventuels effets des pesticides. L’exposition
professionnelle aux pesticides des agriculteurs est tres variable et complexe selon les
exploitations agricoles (CPP, 2002).

11.1.5.2.Exposition non professionnelle

L’ensemble de la population peut étre exposé aux pesticides lors des usages domestiques
ou d’entretien des jardins mais surtout a des résidus de ces pesticides au travers de son
environnement (eau, air, particules en suspension, poussiéres) et de son alimentation. Les
chiffres de I’OMS indiquent que la contamination des aliments par les pesticides est la voie
d’exposition de loin la plus importante. Les évaluations de risque attribuent 90% de
I’exposition a 1’alimentation contre 10% a I’eau (CPP, 2002 ; Commission of the European
Communities, 2007).

11.1.5.3.Exposition de ’enfant

L’exposition de 1’enfant aux pesticides peut avoir lieu tres tot, in vitro via le placenta
suite a I’exposition de la mére (Saunders et al., 2004), mais également apres la naissance,
soit directement par exposition aux contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la
maison ou le jardin ou habiter dans une zone agricole) ou via le lait maternel (WHO, 2004;
Jurewicz et al., 2006) et I’alimentation (CEC, 2002), soit indirectement pour les enfants de
parents professionnellement exposés. Il est a noter que 1’alimentation a été montrée comme
une source d’exposition majeure des enfants aux pesticides organophosphorés (Lu et al.,

2006).
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Via les muqueuses (yeux)
éclaboussures
- frotter les yeux avec des mains contaminées

Via le systeme respiratoire
- poussiéres

- brume de pulvérisation

- vapeur

Via le systéme digestif

- manger, boire et fumer durant l'application
ou apres le traitement sans se laver les mains

- ingestion accidentelle

Via la peau
- éclaboussures
- contact avec les cultures traitées

Figure 10 : Les principales voies d'exposition aux pesticides
(https://www.crphyto.be/agriculteurs/bonnes-pratiques/3-bonnes-pratiques-pendant-la-

preparation-du-traitement

11.1.6. Qui est plus particulierement exposé aux pesticides ?

* Les enfants

Plusieurs études concluent que les enfants sont plus vulnérables aux pesticides que les adultes,
en effet les enfants sont susceptibles d'étre exposés de fagcon plus importante aux pesticides
que les adultes en raison des caractéristiques propres de leur physiologie, et absorbent
d'avantages de pesticides par kilogramme de poids corporel, de plus leur comportement
exploratoire les porte a voir, toucher sentir et parfois méme gouter tout ce qui leur tombe des
mains.

* Les agriculteurs

Les agriculteurs utilisent parfois des doses largement supérieures a ce qui etait autrefois
nécessaire. Certains produits sont normalement interdits, mais utilisés par dérogation. Les
produits en cause sont par ordre d'importance, les fongicides (32 % des cas), les insecticides
(30 %) et les herbicides (19 % des cas). 13% des agriculteurs recensés dans une banque de
données spécialisée indiquent avoir été hospitalisés aprés une utilisation de pesticides et 27%
d'entre eux ont di avoir un arrét de travail. L'OMS estime a 1 000 000 le nombre
d'empoisonnements dans le monde et a 20 000 les décés qui s'en suivent. En septembre Partie

Bibliographique
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34 Impact cellulaire de Lambda-cyhalothrine chez les rats Wistar et le r6le cytoprotecteur
d’une plante médicinale.

2001, environ 500 paysans qui travaillaient dans des champs de coton, en Inde, sont morts
suite a une forte exposition aux pesticides et a une mauvaise protection (Ahmad et al., 2008).
* Les citoyens

Multiples études rétrospectives ont montré que les personnes qui habitent & proximité de
vergers, traités ont un taux elevé de pesticides dans leurs urines, alors qu'ils ne sont pas allés
sur les zones agricoles et n'ont pas été en contact avec les fruits traités (Nathalie, 2010). On
peut donc en conclure que la contamination s'est effectuée par I'air, via les poumons, et/ou la
peau. Sachant que les pesticides circulent dans I'atmosphere, quelle que soit la zone de
résidence, il est impossible de s'y soustraire. Ainsi, par la respiration les pesticides en
suspension dans l'air pénetrent dans les poumons. Méme si on ne sait pas encore évaluer la
part des pesticides inhalés par chacun, la présence chronique de faibles doses dans
I'atmosphére concerne tout le monde (Baldi et Lebailly, 2007).

* Les femmes enceintes et leur foetus

Certaines études soulévent la possibilité qu' il y a un lien entre I'exposition des femmes
enceintes, et parfois de leurs conjoints a certains pesticides d'usage courant et la survenue
d'anomalies congénitales ou l'augmentation du nombre de mort-nés. Des récentes études ont
montré qu'on peut trouver des résidus de certains pesticides organochlorés dans le sperme
d'utilisateur professionnel, ce qui pourrait augmenter de facon significative Il'indice
d'avortement spontané chez leur conjointe.

11.2. Les organophosphorés
11.2.1 Définition

Les insecticides organophosphorés (OP) sont des composés dans lequel un atome de
phosphore est li¢ & une molécule qui contient du carbone et de I’hydrogene, ils appartiennent

a la famille chimique des anticholinestérasiques (Damien et al., 2010).

Les organophosphorés (OP) sont des toxiques potentiellement létaux en cas
d’intoxication aigué€. Ces intoxications souvent volontaires sont fréquentes, particulierement
dans les pays en voie de developpement avec une fréquence avoisinant trois million
d’intoxications par an dans le monde entier et une mortalité de I’ordre de 200 000 personnes

par an (Worek et al. ,2005 ; Eddleston et al., 2008).

11.2.2. Structure et Propriétés physicochimiques d’organophosphorés
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Les OP représentent le groupe le plus largement uW. Plus de 100 composes acufs sont
connus et utilisés dans plusieurs pays (Kaloyanova et EIBatawi, 1991). Plusieurs composés
OP ont une activité a la fois insecticide et acaricide. Certains possédent un action herbicide ou

fongicide (Matolcsy et ai, 1988). Ils ont presque tous la formule suivante (fig. 4):

R\ 0 ou §
T

Figure 11: Structure générale des organophosphorés

R1 et R2 sont des radicaux ALKoxy ou amino. X est un groupement complexe
hydrolysable, soit aliphatique, aromatique ou hétérocyclique. C’est I'hydrolyse du groupement
X suivie de la phosphorylation de 1’enzyme cholinestérase qui est responsable de 1'action

toxique des OP (Hassall, 1982).
11.2.3. Mécanisme d’action des organophosphorés
11.2.3.1. Activation

Apres absorption, de nombreux OP doivent étre activés par des oxydases, des
hydrolases et des transférases au niveau hépatique avant d'étre toxiques pour I'homme (Hayes
1982), la connaissance de ces mécanismes permettant de déterminer le délai d'apparition des

manifestations toxiques.
11.2.3.2. Action sur la synapse cholinergique : inhibition des cholinestérases :

Les OP, tres lipophiles, franchissent aisément toutes les barrieres biologiques et se
fixent de facon covalente aux cholinestérases que ce soient les acétylcholinestérases du
systéeme nerveux central, des muscles et des globules rouges ou les pseudo cholinestérases du
systeme nerveux central et plasmatique. Méme si une faible quantité franchit la barriére
hémato-encéphalique, elle suffit pour inhiber en quelques secondes pratiqguement toute
I'activité cholinestérasique (blanchet et al., 1991). 1l s'agit d'une véritable Iésion biochimique
puisque les OP viennent occuper en le phosphorylant le site estérasique de l'enzyme,
s'opposant ainsi a I'hydrolyse physiologique de I'acétylcholine en choline et en acide acétique.

Soixante-quinze grammes d'acétylcholine sont normalement hydrolysables en une heure par 1
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mg d'enzyme (Bismuth 1993). La déphosphorylation de I'enzyme inhibée par I'OP est trés
lente, mais peut étre accélérée par un réactivateur des cholinestérases ou oxime qui fait partie
du traitement actuel de I'intoxication. Dans un deuxieme temps, la phosphorylation devient
irréversible par déalkylation (Fleisher ; harris 1965), c'est le phénomeéne « d'aging » ou
vieillissement de I'enzyme qui d'une part n'est plus fonctionnelle et qui d'autre part, n'est pas
réactivable. Dans ce cas, c'est la synthése de nouvelles cholinestérases qui permettra le retour
a une activité fonctionnelle normale. Cette difficulté, voire impossibilité de réactivation des
cholinestérases différencie les intoxications par OP de celles par les carbamates au cours

desquelles les cholinestérases sont spontanément et rapidement réactivées.
11.2.3.3. Effets sur d'autres systemes enzymatiques

Certains OP peuvent phosphoryler une protéine du systeme nerveux central, la
neuropathy target esterase (NTE) encore dénommeée estérase neurotoxique en raison de ses
propriétés neurotoxiques. Cette enzyme se retrouve également dans les leucocytes et les
plaquettes. La diminution de sa forme lymphocytaire est un facteur prédictif de survenue

d'une neuropathie postintervallaire (Moretto et Lotti, 1986).
11.2.4.Toxicité des organophosphores
11.2.4.1.Intoxications aigues

» Effets muscariniques

IIs résultent de la stimulation du systeme parasympathique (muscle cardiaque, lisse,

cellules sécrétoires); apparaissent habituellement les premiers:
* Crampes abdominales, nausées, vomissements et diarrhées.

* Sensation de constriction thoracique, laryngospasme, bronchospasme, hypersécrétion

bronchique, dyspnée et wheezing. Un cedéme pulmonaire est fréquent.
* Vision trouble, céphalées, myosis.

» Salivation, sudation, larmoiement, incontinence vésicale et rectale.

* Bradycardie et hypotension.

» Effets nicotiniques
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IIs résultent de la stimulation du systéme nerveux autonome et de la jonction

neuromusculaire:
« Fibrillation musculaire, en suite faiblesse musculaire et ataxie.

* En cas d’intoxication séveére peut survenir une paralysie des muscles respiratoires; qui en
association avec les effets muscariniques représente une cause fréquente de décés par

insuffisance respiratoire.
11.2.4.2. Intoxications chroniques

Chez les hommes, les effets a long termes sont discutés, notamment autour de
I’exposition chronique des professionnels, chez qui certains auteurs aurait notés des troubles
neuropsychiques (asthénie, céphalées, baisse de I’attention et de mémoire ...) (Damien et al .,
2010).

Certains pesticides organophosphorés sont capables de se lier d’une fagon spécifique a
des protéines au niveau du cerveaux et du thymus. Ces propriétés pourraient étre a I’origine

de leurs effets neurotoxiques et immunotoxiques a long terme (Carter et al ., 2007).

\

L’exposition répétée a certains esters OP peut avoir un effet cumulatif. Quand cette
inhibition atteint un certain degré des symptomes similaires a ceux de I’intoxication aigue

apparaissent.
Autres manifestations:

-Modification du tracé électro-myo-graphique (EMG), réduction de la vitesse de conduction

motrice.

-Anxiété, troubles comportementaux, anomalie a ’'EEG (Testtud et Grillet, 2007).
11.2.4.3. Toxicocinétique : le systeme ADME

a. Absorption

Aprés une revue des caractéristiques toxicologiques de différents OP, les OP semblent
étre absorbés facilement par toutes les voies, notamment la voie cutanée en milieu

professionnel, mais aussi digestive, respiratoire (aerosols, poussiéres) et oculaire.
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La transformation rapide ne permet pas vraiment de quantifier de 1’absorption, surtout avec la
variabilité des molécules ; les données d’excrétion indiquent qu’au moins 85% d’une dose
orale sont absorbés pour le dichlorvos, et 30% pour le parathion par exemple. Bien que peu

¢tudiée, 1’absorption par inhalation serait aussi rapide et importante. (Damien et al., 2010 ).
b. Distribution

Aprés I’absorption, les OP sont transportés par le sang vers les tissus. Les demi-vies
plasmatiques des OP sont courtes (10 minutes pour le dichlorvos) et par conséquent les OP
s’accumulent peu dans les tissus. Toutefois, lors de nombreuses études, des concentrations
importantes ont été retrouvées en particulier dans le cceur et la rate, mais aussi dans le sang,
les urines, le cerveau, le foie et les reins. Des OP ont aussi été retrouvés dans les tissus
graisseux (parathion, diazinon, fénitrothion), avec un passage transplacentaire rapporté chez le
rat et le mouton. La contamination du lait maternel a été montrée (données ATSDR), avec un

échantillon testé sur 10 contenant du chlorfenvinphos.

Enfin, les données indiquent que les OP peuvent étre retrouvés dans les organes de
reproduction humains, ce qui présente un risque d’interférence avec le processus de

reproduction. (Damien et al., 2010).
c. Métabolisme

Les OP sont transformés dans le foie, par différentes voies hépatiques. Ils sont ensuite
détoxifiés par hydrolyse enzymatique, en donnant alors des métabolites spécifiques a chaque
OP, mais aussi en grande partie des alkylphosphates, métabolites communs a de trés
nombreux OP (Damien et al., 2010).

d. Elimination

Les métabolites des OP sont éliminés trés largement dans les urines (a plus de 50%), de
facon rapide, mais aussi dans les féces et par 1’air expiré pour les OP et leurs métabolites plus

volatils.

Ainsi, apres ingestion, 30 a 40% du parathion est élimine en 24h. Aprés absorption
cutanée, I’excrétion est plus lente (10% en 5 jours). Comme on 1’a vu, il s’accumule dans les

graisses.

Le dichlorvos, lui est un exemple d’OP plus volatil, éliminé totalement de I’organisme

(en 10 jours). L’élimination du [32P]-dichlorvos dans 1’urine se fait sous forme de
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diméthylphosphate (50-85%) et quelques autres alkylphosphates ; le[14C]-dichlorvos et le
[36CI]-dichlorvos sont éliminés dans 1’air expiré sous forme de CO2 et aussi dans 1’urine.

(Damien et al., 2010).

11.3. Le Fenthion
11.3.1. Définition

Le fenthion est un insecticide organo-phosphoré a effet rémanent mis au point par
schrader (1960) ; il a fait ses preuves dans la lutte contre les moustiques anophéles vecteurs
du paludisme. Des études preliminaires entreprises sous les auspices sue différent types de
surfaces ; ces mémes travaux ont permis de constater Au Nigéria que quelques-uns des
occupants des habitants ainsi traité présentaient une nette diminution d’activité¢ de la

cholinestérase du sang complet (Elliott et Barnes).
11.3.2. Propriétés particuliéres
11.3.2.1 Caractéristiques physico-chimique

A I’état pur, le fenthion se présente sous la forme d’un liquide incolore et presque
inodore, dont le point d’ébullition se situe a 87 °C a 0.01 mmHg. Le produit technique, pur a

95-98 %, est un liquide huileux brun caractérisé par une légere odeur d’ail.
11.3.2.2 Solubilité

Le fenthion est soluble dans I’eau a 20 °C, a raison de 54-56 ppm, et aisément soluble

dans la plupart des matériaux organiques et des huiles glycéridiques.
11.3.3.3 Stabilité

Le fenthion est stable jusqu’a 160 °C et résiste a la lumiere et a I’hydrolyse alcaline.
11.3.3.4 Pression de vapeur (volatilité)

4 x 10-5 mmHg a 20 °C. La pression de vapeur du fenthion est faible, mais ce composé

est hautement volatile.
11.3.3. Etude toxicologie

11.3.3.1. Toxicité aigué
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-Rat, DL50, voie orale : environ 250 mg/kg p.c. (FAO 2004), 140-615 mg/kg p.c. (APVMA
2012a).

-Souris, DL50, voie orale : 150-290 mg/kg p.c. (APVMA 2012a).

-Rat, DL50, voie cutanée : environ 586 mg/kg p.c. (méales) / environ 800 mg/kg p.c (femelles)
(FAO 2004); 325-> 5 000 mg/kg (APVMA 2012a).

-Souris, DL50, voie cutanée : 500-2 000 mg/kg p.c. (APVMA 20123).

-Rat, CLso, inhalation : environ 507 mg/m*® (males) / environ 454 mg/m® (femelles) (poudre,
exposition pendant 4 h) (FAO 2004)

--Lapin, irritations cutanée et oculaire : non-irritant (FAO 2004, APVMA 2012).
-Cobaye, sensibilisation cutanée : non-sensibilisant (FAO 2004, APVMA 2012).

Les toxicités aigués par voies orale et intrapéritonéale de 1’analogue oxygéné du
fenthion et de ses dérivés sulfoxydes et sulfones, que I’on pense étre les principaux

métabolites actifs, étaient de 5 a 10 fois supérieures a celles du fenthion (APVMA 2012a).

Le fenthion potentialisait la toxicité aigué des malathion, dioxathion et coumaphos chez

le rat, et des malathion et coumaphos mais pas du dioxathion chez le chien (APVMA 2012a).
11.3.3.2.Toxicité chronique

Effet critique : effet anticholinestérasique (UE 2002).

Voie orale, DSENO, valeur pertinente la plus faible : 0,1 mg/kg p.c./j, 1 an, chien (UE 2002).

Voie cutanée, DSENO, valeur pertinente la plus faible : 0,1 mg/kg p.c./j, 21 jours, lapin (UE
2002).

Inhalation, DSENO, valeur pertinente la plus faible : 1 mg/ m3/j, 21 jours, rat (UE 2002).
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1. MATERIES ET ETHODES
1.1. Matériels
1.1.1. Matériel animal

Le matériel biologique de base dans notre étude est le rat blanc mal Rattus rattus de la
souche Wistar au nombre de 28 rats, provenant de I’institut Pasteur d’Alger agés de 06 a 08
semaines pesant environ 220-260g. Ces rongeurs sont des mammiferes nocturnes, Il posséde
une large téte, de petites oreilles, des yeux rouges globuleux et une longue queue, Largement
utilisés dans divers domaines de la recherche expérimentale.

}ﬁ : 1\
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Figure 12: Les animaux de I'expérimentation (photo personnel)

1.1.2. Matériel végétal
La plante utilisée dans ce travail expérimental est une espéce médicinale appartenant a
la famille des Ephedraceae, qui est I’Ephédra alata alenda et comme sa partie aérienne est la

plus utilisée par les herboristes, se fut elle qu’on a choisie pour cette étude expérimentale. La

plante étudiée a été récolté en Décembre 2020.

Figures 13: Photo originale de I’espéce végétale Ephédra alata alenda a partir du site de
récolte.
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1.1.2.1. Site de récolte

Les échantillons de la plante ont été prélevés a partir d’un site de la région d’Oued
Alenda situé a 33°14'08" Nord et 6°45'33" Est. Le site fait partie de la wilaya d’El
Oued localisée au Sud Est Algérien (Figure : 10).

Wilays de Khanchels Wikays de Tebesia

O Oued Alenda (Ste de prpldvement)

Figure 14: Localisation géographique de la zone d’étude (Oued Alenda, wilaya d’El
Oued). (P.D.A.U.willaya d’El Oued 1997).
1.2.2 Séchage
Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la
Bonne conservation des échantillons, Le séchage est fait a température ambiante, a 1’abri de la
lumiére et de ’humidité avec agitation continue pour 1’aérer et éviter la pourriture pendant 15

jours Jusqu’a ce qu’il soit complétement sec.

Figure 15: Séchage de la matiére végétale.
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1.1.3. Broyage

Nous avons d’abord coupé 1’échantillon sec en petits morceaux pour faciliter le
processus de broyage, puis sont broyées finement dans un mortier a 1’aide d’un Pilon puis

stocké dans des Bocaux fermés hermétiquement et placés a I’abri de la lumiere

Figure 16 : Broyage des matieres végetales.

1.1.4. Pesticide

Le pesticide utilisé dans notre travail est le Fenthion [O,0-diméthylique-o (4-
methylmercapto)-3-methylphenylthio-phosphate] est I'un des organophosphorés le plus utilisé
largement sur un grand nombre de culture contre les ravageurs dans plusieurs pays (Krieger,
2001), il inhibe I’acétylcholinestérase (Testud et Bougon , 2009).

Dans ce travail, nous avons utilisé le Fenthion fabrique de Bayer Crop science
(Lebaycid, 550g/L fenthion, East Hawthorn, Australia), Pour I’évaluation des parametres
biologiques nous avons utilisé des produits et des réactifs majoritairement provenant de
sigma, Germany et Biochem, France.

1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation de la solution du pesticide

Le Fenthion a été solubilisé dans I’huile de mais a raison de 1mg/Kg/j de poids

corporel, et administré par voie orale le matin chaque jour durant 30 jours successives.
1.2.2. Préparation de I’extrait aqueux

Pour cette extraction nous avons utilisé la méthode de décoction donnée par les

herboristes, et pour cela 5g de la plante seche est broyés et mélangés avec 100 ml d’eau
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distillée, une fois 1’eau bouillie la température est abaissee jusqu'a diminution du liquide de
moitié (50ml). La préparation est filtrée avec du papier Wattman,.
1.2.3. Entretien des animaux

Les rats ont été répartis en quatre lots a raison de sept (07) rats par lot. lls ont été
soumis a une période d’adaptation de 15 jours dans I’animalerie de département de la
biologie, La température ambiante est de 25°C et une photopériode naturelle 12/12H. Les rats
sont élevés dans des cages en plastiques et ont un couvercle en acier inoxydable, munies de
biberons d’une capacité de 250ml remplis d’eau, ces derniers sont tapissées d’une couche de
litiere renouvelés quotidiennement avant le début de I’observation. Les animaux ont été

nourris par I’aliment de bataille.
1.2.4. Choix de la dose et répartition des animaux

Dans cette étude, nous avons utilisé un pesticide (Le Fenthion) & une faible dose de
Img/kg/j et 'extrait d’uns plante d'éphedra alata alenda a une dose de 300mg/Kg/j, ils ont
administrées chroniquement par voie orale chaque jour pendant 30 jours. Le choix de ces
doses est basé sur des <¢études réalisées sur 1’exploration de plusieurs doses.

Ainsi, quatre lots de rats sont répartis comme suit:

> Le 1% groupe de rats a recu par gavage de ’huile de mais (1.5 ml/jour). Il s’agit de
groupes temoins (T).

> Le 2°™ groupe de rats a recu par gavage une solution de Iextrait aqueux de /’Ephedra
alata alenda a raison de 300 mg/Kg de poids corporel. Il s’agit de groupes E.

> Le 3*™ groupe de rats a recu par gavage une solution du fenthion dans I’huile de mais
a raison de 1 mg/kg/jour de poids corporel (DLso/100). 11 s’agit des groupes F

> Le 4°™ groupe de rats a requ par gavage I’extrait de I’Ephedra alata alenda (300
mg/kg/PC) et le fenthion (1 mg/kg/PC). Il s’agit de groupes F+E
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Adaptation 28 rats males
15; Wistar
7 rats 7 rats 7 rats 7 rats
(F) (B) (E+F)
(M
D >

Batterie des testes comportementaux

Au 4°™ semaine du traitement

Apres 30 jours de traitement

| Sacrifice des rats \

Prélevement sanguin ‘ Prélevement des organes

-Bioindicateur de la croissance (poids
-Dosage des paramétres biochimique relative du foie et cerveau)
(Glycémie, Cholestérol, ALAT, ASAT)
-Biomarqueurs du stress oxydant (

MDA, GST).

-Dosage de I’acétylcholinestérase
cérebral

Figure 17: Hlustration schématique de I'expérimentation
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1.2.5. Etude comportementale
1.2.5.1. Teste de labyrinthe en croix suréelevé (Elevated Place Maze)

L’EPM est un test largement étudi€é pour mettre en ¢évidence les propriétés
anxiolytiques ou anxiogénes des composes pharmacologiques. Le dispositif consiste en un
labyrinthe surélevé ayant la forme d’une croix avec deux bras ouverts (50 x10cm) et deux
bras fermés (50 x 10 x 45 cm). L’appareil se situe a une hauteur de50 cm au-dessus du
sol (Patin et al ., 2005). Chaque rat est placé individuellement au centre de I’EPM dirigé vers
un des bras ouverts et son comportement en exploration libre est enregistré et examinés
pendant 5 min. Une visite était comptabilisée lorsque le rat avait les quatre pattes dans un
bras (figure 19) Le temps passé et le nombre d’entrée dans les bras ouverts et fermés sont
mesurés .L’expérience exploite le conflit, chez les rongeurs, entre la peur des espaces ouverts
et le désir d’explorer un nouvel environnement. Les bras fermés représentent une sécurité,
alors que les bras ouverts offrent une valeur exploratoire. Un animal anxieux aura
naturellement tendance a préférer les espaces clos et sombres par rapport aux espaces ouverts
et éclairés. Ainsi, I’anxiété comportementale est mesurée par le degré d’évitement des espaces
ouverts du labyrinthe. A la fin de chaque session, I’animal est retourné a sa cage et le

dispositif est essuyé avec une solution alcoolique.

Les variables mesures sont : temps passé au centre, temps passé au bras ouverts, temps
passé au partie distale et proximale du bras ouvert, nombre d’entré au bras ouvert, temps
passé au bras fermé, temps passé au partie distale et proximale du bras fermé, nombre d’entré

au bras fermé, nombre redressement.

Figure 18: Dispositif utilisé dans PM (photo personnel)
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1.2.5.2. Test des champs ouverts (Open Field)

Le test de I’OF, initialement décrit par Hall (1934), a été développé dans le but de
mesurer des différences de réactivités émotionnelles chez les rongeurs. L’OF permet donc
d'évaluer les comportements ambulatoires ainsi que la néophobie environnementale des rats.
Briévement, I’OF est une unité en plexiglas (70 cm x 70 cm x 40 cm) dont le plancher est
divisé en zones centrale et périphérique (figure 20) Chaque rat est placé individuellement au
centre du compartiment et laissé pendant 5 min d’exploration (Saenz etal., 2006).
-Un animal anxieux au rat en dance a préférer la zone périphérique tout en évitant 1’entrée
dans la zone centrale .Chaque session est filmé, La distance totale parcourue, Le nombre de
redressements, Le temps passé dans la zone centrale et périphérique et le temps d’immobilité
sont mesurés. Le dispositif est essuyé apres chaque session avec une solution alcoolique pour

palieraux effets polarisants dus aux odeurs laissées par le rat précédent.

Figure 19: Dispositif utilisé dans I' OF( photo personnel)
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1.2.5.3. Teste de Nage forcéee (Forced Swiming Test)

Le FST ou Forced swimming test, est un modele comportemental qui permet de prédire
I’efficacité d’un traitement antidépresseur (Porsolt et al., 1977). Ce modéle animal, utilise
aussi bien chez le rat que chez la souris, présente cependant des différences de procédure
selon I’espece utilisée.

Le test consiste a placer individuellement le rat dans un aquarium de 40 cm de haut sur
30 cm de large. Ces dimensions permettent de s’assurer que le rat ne pourra pas s’enfuir en
s’agrippant aux bordures du dispositif. L’aquarium est rempli d’eau a 25 C°. La hauteur de
’eau atteint 35 cm, pour s’assurer que le rat ne se serve pas de ses membres inferieurs pour se
maintenir a la surface, et donc ’obliger a nager (Figure 21). Apres une phase d’activité
vigoureuse (temps d’adaptation), I’animal contrdle cesse de nager et se fige, adoptant un
comportement de désespoir. On considére que 1’animal est immobile lorsqu’il flotte en
position horizontale et ne réalise que des mouvements de faible amplitude, suffisant a
maintenir sa téte hors de 1’eau.

Le FST se déroule chez le rat en deux phases, le pré-test (FST1) et le test (FST2),
séparées par un intervalle de 24 heures au cours duquel le traitement est administre. Lors du
pré-test, le rat est place pendant 15 minutes dans 1’aquarium rempli d’eau dont il ne peut
s’échapper. A la fin de la session, 1’animal est immobile. Le jour suivant, 1’animal est
replonge dans 1’aquarium pendant 5 minutes, période pendant laquelle le temps d’immobilité
est enregistre. Un traitement antidépresseur efficace diminue le temps d’immobilité seulement
lors du jour du test (Porsolt et al., 1978 et 1979). Récemment, une amélioration du test a été

validée.

Cette modification propose chez le rat, non seulement d’évaluer I’immobilité posturale,
mais aussi les deux comportements actifs impliques directement dans la diminution de cette
immobilité, a savoir la nage et I’escalade. Les variables mesurés sont : temps d’immobilité

(seconde), temps de la nage (seconde), temps d’escalade (seconde).
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Figure 20: Diapositif utilisé dans FST (photos personnel).

1.2.6. Prélevements
1.2.6.1. Préléevement sanguin

Les prélévements sanguins se font par ponction rétro orbitaire a 1’aide des tubes
hématocrites au 30°™ jour d’expérimentation pour les quatre lots .le sang est immédiatement
recueilli dans deux tubes étiquétes, I'un sec et D'autre contient 1’héparine comme
anticoagulant. Les tubes secs sont centrifuges a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les
sérums récupéres dans les tubes eppendorf serviront a la détermination des parameétres
biochimiques (Glycémie, Cholesterol, ALAT, ASAT).

Figure 21: Prélevement du veine retro-orbitale
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1.2.6.2. Préléevement des organes

A T’issue de la période expéerimentale, les animaux sont sacrifies par décapitation le foie et le
cerveau ont été prélevé rapidement et rincer dans le tampon de lavage a froid (NaCl 9%), Puis
séchés a basse température (4°C) par un papier semi absorbant et péses a 1’aide d’une balance

de précision.

Figure 22: Prélévement des organes.

1.2.7. Etude des parameétres biochimiques

a. Mesure de la glycémie

=+ Principe : le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucométre qui utilise
des bandelettes réactives. Ces derniéres sont destinées a un usage diagnostic in
vitro pour le test de la glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le
sang total capillaire. La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une
enzyme qui oxyde le glucose dans le sang et qui produit de I’acide D-gluconique et du
peroxyde d’hydrogéne.

+ Mode opératoire
- Le lecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandelette
Réactive Accu-Chek (dans le sens des fléches et jusqu’a la butée).
-Le symbole d’une goutte clignote.
-Déposer la goutte de sang sur la zone de dép6t orange de la bandelette. Le résultat

s’affiche en 5 secondes. La glycémie est donnée en g/dl.
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b. Mesure du Cholestérol
+ Principe

Le Dosage ce fait selon la fiche technique Biomaghreb (Fasce, 1982; Richmond, 1973;
Trinder, 1969). Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon 1 e

réactions ci-dessous :

CHO
Cholesterol ester + H,O » Cholestérol+ Acides gras
CHOD
Cholestérol + O3 > Cholesténe-4-one-3 + H,0-
POD
2H,0, + Phenol + 4- Aminophenazone » Quinoneimine

Tableau 03: Réactifs utiliseés dans le dosage de cholestérol

Réactif 1 : PIPES pH 6.9 90 mmeol/l
tampon Phénol 26 mmol/l
Reéactif 2 : Cholestrol esterase ~ (CHE) 300 U/L
Cholesterol oxidase (CHOD) 300 U/L
Enzymes
Peroxidase 1250 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/l
Etalon Cholesterol aqueous (standard) 2g/1

3-Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif2 dans le flacon de réactiflet mélanger
Iégérement.

4-Echantillon: Plasma.
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Tableau 04 : Réactifs de travail

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

+ Mode opératoire

Mélanger, incuber pendant 5min a 37°C, oul5-20 min a une température ambiante. Lire
les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La coloration
finale est stable au moins 30 minutes.

Calcul de la concentration:

(e ) Eefrcaririffors

holfesréerol (el = X 2T

(—d ) Frexrlorre

A Densites optigus

c. Dosage des transaminases plasmatiques

cl.Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT)
+ Principe

L’aspartate aminotransférase(ASAT) appelée aussi 1’oxaloacétate de glutamate
transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’aspartate
au a-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+(Murray, 1984) selon la réaction ci-

dessous :

Aspartate + a- cétoglutarate ASAT | Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH, H* MDH > Malate + NAD™

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a 1’activité

enzymatique d’aspartame aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984).
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c2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)

+ Principe: L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le pyruvate de
glutamatetransaminase (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a
partir de I’alanine au a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate
est réduit au lactate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+ (Murray,

1984). Ce principe est présenté selon la réaction suivante :

Alanine + o- céetoglutarate ALAT | Glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NADH.H" MDH | Lactate + NAD™

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a 1’activité

enzymatique d’alanine aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984)
1.2.8. Evaluation des parametres du stress oxydant cérébral

a. Préparation de ’homogénats des organes : Pour préparer I’homogénats, 1g du cerveau
est broyé dans la solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4) jusqu'a l'obtention
d'une solution homogene pour chaque rat . L’homogénat est centrifugé a 3000 t/min pendant
15 minutes. Le surnageant obtenu est récupéré puis conservés a -20°C. Cette surnageant est

utilisé pour le dosage des paramétres de stress oxydatif.

b. Dosage des protéines tissulaires : Les protéines tissulaires ont été déterminés suivant une
méthode colorimétrique par un spectrophotométre en utilisant le bleu de Comassie qui est
réagi avec les groupements amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur
bleu. (L'apparition de la couleur bleue reflete le degré d'ionisation du milieu acide et
I'intensité correspond a la concentration des protéines). L'absorption est mesurée a 595nm
(Bradford, 1976).

c. Mesure du malone-dialdehyde (MDA)
+ Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de
couleur rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 532 nm (Yagi, 1976).
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Figure 23: Figure représentant le mécanisme réactionnel de ’MDA (Ligor et al.,
2011).

+ Protocol
Pour le réactif, 20g d’acide trichloroacétique (TCA); 375 mg d’acide thiobarbiturique

(TBA); 0,01g de Butylhydroxytoluene (BHT); 25 ml de Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1N et 50
ml d'eau distillée ont été introduit dans un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C
dans un bain Marie de type Nuve NB9, jusqu'a dissolution complete

du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et complété le volume par I'eau distillée
jusqu'au trait de jauge.

Le dosage du MDA se fait par prélevement de 100ul d'échantillon (homogénat) et 400ul
de réactif TBA dans des tubes a essai en verre qui seront fermé hermétiquement et chauffer au
bain Marie a 100° C pendant 15 minutes, puis refroidis dans un bain d'eau froide pendant 30
minutes en laissant les tubes ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la
réaction. Apres centrifuger a 3000 tr/mn pendant 5 minute, I'absorbance du surnageant est
déterminée a une longueur d’onde de 532 nm a 1'aide d'un spectrophotométre .

La concentration de la substance réactive a l'acide thiobarbiturique (TBARS) a été
déterminée en utilisant le coefficient d'extinction moléculaire du MDA (& = 1,53 x 10°> M™

cm™). Les résultats ont été exprimé en pmol.

MDA (umol/mg de prot) = (Do échantillon/1.53 x 105)/mg de prot

d . Dosage de I’activité de la glutathion S-transférase (GST)
+ Principe

Les  glutathion-S-transférases  appartiennent & une  famille  d’enzymes
multifonctionnelles essentiellement cytosoliques, impliqués dans le transport et la biosynthese

intracellulaire. Elles catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogéne, en
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présence d’un cofacteur le glutathion, et des molécules réactives comportant des sites
¢lectrophiles. La conjugaison entraine la formation d’une molécule nouvelle; 1-S-
Glutathionyle 2-4 Dinitrobenzéne permettant de mesurer 1’activité de GST.La technique que
nous avons utilisée pour doser I’activité de GST est celle de Habig et al (1974). Elle mesure la
cinétique de formation entre un substrat modele, le chlorodinitrobenzene (CDNB) et le

glutathion, qui absorbe la lumiére a 340 nm
+ Mode opératoire

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1M,
pH6).L’homogénat est centrifugé a 1400 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200 ul du surnageant avec
1,2 ml du mélange CDNB. La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes
pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340nm dans un spectrophotometre UV/visible

contre un blanc contenant 200 pul d’eau distillée remplagant la quantité du surnageant.

L’activité de la GST exprimée en nanomoles de C-DNB par minute par milligramme de

protéines (nmol C-DNB/min/ prot) selon la formule suivante :

GST (nmol C-DNB/min/mg prot) = A DO échantillon — A DO Blanc
g x L x mg prot

*A DO échantillon —A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —moyenne
des DO des Blancs par minute
¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, eCDNB = 9.6 mM-1.cm-1
=L : Trajet optique de la cuve = 1cm.
C. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) cérébral

La mesure de I’activité de L’AChE a été évaluée selon la méthode (Ellman ,1961).
Ainsi, D’acétylcholinestérase contenue dans la fraction des tissus va réagir avec
I’acétylthiocholine (ASCh) en libérant 1’acétate et la Thio choline (SCh). Cette dernicre réagit
a son tour avec le 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) en donnant du TNB produit de
couleur jaune qui est absorbée a 412 nm et dont la concentration est proportionnelle a la
quantité d’enzymes présente dans le milieu. Briévement, 50ul de surnageant sont ajoutés au

50 wl de P’acétylthiocholine (ASCh), 50 ul 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) et
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1000ul Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4). La lecture de I’absorbance se fait a 410 nm
a un intervalle de temps de 15 min (lecture de la DO chaque 3min) contre la solution blanc.

L’activité de I’AChE en nano moles par minutes par milligrammes de protéines se calcule

selon la formule suivante :

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

AChE

13.6x0.779xmg de protéines

ADO/min : variation de la densité optique par minute

0.779 : longueur en cm du puits
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1.2.9. Analyse statistique : Les résultats sont présentés sous forme de moyenne plus ou
moins 1’écart-type (mzs) et illustrés par des tableaux et histogrammes. Le traitement
statistique des résultats est exploité en réalisant une analyse de variance a un facteur contrdle
(ANOVA), le test de Tukey a été utilisé pour comparer les groupes traités avec le groupe
témoin et avec le groupe fenthion. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant
le logiciel statistique Minitab 17.1et Excel 16.0 (Microsoft, Inc.). Le niveau de signification
statistique était fixé a p <0,05.

*: Différence significative (p < 0.05)

** . Différence hautement significative (p < 0.01)

*#% . Différence trés hautement significative (p < 0.001).
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2. RESULTATS

2.1. Etude des parametres biologiques
2.1.1. Effet du Fenthion et I’Ephédra alata alenda sur I’évolution pondérale

Nos résultats montrent une diminution du poids corporel chez les lots traités aux

fenthion, Ephedra et traitement combinée comparativement au lot témoin.
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Figure 24: Variation du poids corporel chez rats témoins et les rats traites.

2.1.2. Effet du Fenthion et ’Ephédra alata alenda sur les poids relatif de certains

organes

Nos résultats mettent en évidence 1’évolution des poids relatif (PR) du foie et du
cerveau chez les rats témoins et les rats traités. Concernant le poids relatif du fois, les
résultats obtenus montrent qu’il y a eu une augmentation significative (p <0.01) chez les
groupes traités par le fenthion comparativement au groupe témoin. Par contre, une diminution

non significative a été remarquée chez les rats traités par I’Ephédra par rapport au témoin.

Concernant le poids relatif du cerveau, nos résultats montrent une diminution
significative chez le lot traité par le fenthion comparativement au lot témoin et non

significative chez les autres lots.
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Tableau 05: Variation du poids relatif du foie et du cerveau chez le lot témoin et les lots

traites
Poids relatif des T F E F+E
organes (g/100g du
poids vif)
Poids relatif du foie | 1,958 +0,221 | 2,259+ 0,187 | 1,729 + 0,249 | 1,753+ 0,165
(g/100g ) ax* a™ 2™ e

Poids relatif du 0,441+ 0,054 | 0,381 +0,034 | 0,407+ 0,039 | 0,418 + 0,049

cerveau (g/100g) a* a™ ab"™
Poids relative du foie Poids relative du cerveau
3 - 0,6 -
;.B a** g
3 2,5 b .l. 8 0,5 T a*
%o 2 i E04 T I
8 T g
315 - £03 -
[J] Q
2 S
8 1- T 0,2 -
o g
B 0,5 - 801 -
o o
(-8
0 n T T T 1 :E 0 n T T T 1
T F E F+E e T F E F+E
Lots Lots

Figure 25: Variation du poids relatif du foie et du cerveau chez le lot témoin et les lots traités.

(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 ; ns : non significative (comparaisonavs T; b vs F, n=7)
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2.2. Etude des parameétres biochimiques

2.2.1. Effet du Fenthion et I’Ephédra alata sur la concentration plasmatiques du glucose

et du cholestérol

D’aprés les résultats obtenus, on observe une augmentation non significative de la
concentration plasmatique en glucose chez les lots traités par I’Ephédra et une augmentation
significative chez le lot traité par le fenthion (p<0.05) et lot de combinaison Fenthion+

Ephédra (P< 0.01) comparativement au lot témoin.

Concernant le taux du cholestérol, nous avons enregistré une diminution significative
(P<0.01) chez le lot traité par I’extrait de I’Ephédra par rapport au témoin et une augmentation
significative chez les lots traités par le fenthion (P< 0.01) comparativement au témoin.

Chez le traité par éphédra +fenthion, une diminution significative a été remarque (p< 0.05)

par rapport le lot fenthion.

Tableau 06: Variation de la glycémie et du cholestérol chez le lot témoin et les lots traités

Paramétres/lots T F E F+E
Glycémie (g/l) 1,095 + 0,053 1,237 + 0,154 1,100 + 0,062 1,285 + 0,162
a* a™ a** p ™
Cholestérol (mg/dl) | 0,740 £+ 0,079 1,192 + 0,375 0,578 + 0,075 0,808 + 0,197
a** a** a ns, b*
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Figure 26: Variation de la glycémie et du cholestérol chez le lot témoin et les lots traités.

(p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 ; ns : non significative (comparaison : avs T; b vs F, n=7)

2.2.2. Effet du fenthion et d’Ephédra alata alenda sur certains Biomarqueurs

plasmatiques de la fonction hépatique

2.2.1.1. Activités des transaminases

Pour Dactivité de 1’aspartate amino-transférase (ASAT), les rats traités au fenthion

montrent une augmentation significative (p<0.01) par rapport aux témoins. Cependant, un

traitement a la plante Ephédra a diminué significativement (p<0.05) cette activité.

Concernant, I’activit¢é de 1’alanine amino-transférase (ALAT), les rats traités au

fenthion (p< 0.01) et a I’Ephédra (p<0.05) et au mélange (p< 0.05) montrent une

augmentation significative par rapport aux témoins.

Tableau 07: Variation des transaminases chez le lot témoin et les lots traités

Parametres/lots T F E F+E
ASAT (UIN) 58,49 + 7,99 79,13 +£17,35 54,28 + 13,78 61,20 + 6,68
a** a™ a™ b*
ALAT (Ul 95,89 + 9,01 137,43 + 28,24 84,10 + 7,36 139,11 + 58,46
a** a* a*, b "™
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Figure 27: Variation de I’activité des ALAT et ASAT chez les rats témoins et traités.

* p<0.05 ; ** p<0.01 ;*** p< 0.001 ; ns :non significative (comparaison: avsT ;bvsF, n=7)

2.2.3. Effet du Fenthion et d’Ephédra alata alenda sur I’activité cholinestérasique

Nos résultats montrent une diminution significative (p<0.01) de [Pactivité
cholinestérasique chez le lot du fenthion (p<0.01) et lot de combinaison (p< 0.05) et non

significative par I’Ephédra (p< 0.05) comparativement aux témoins.
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Tableau 08: Variation de I’activité cholinestérasique cérébrale chez les rats témoins et traités.

Parameters/lots T F E F+E
Acetylcholine 0,061 + 0,026 0,022 + 0,010 0,054 +0,020 0,033+ 0,01
(nmol/min/mg ** 3 a" *a, b "™

protéines)

Acetylcholinestrase (nmol/min/mg prot) |

0,09 -
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 - '[
0,02 -
0,01 -

min/mg prot)

Acetylcholine (nmol/

o
I

T F E F+E
Lots

Figure 28: Variation de ’activité cholinestérasique cérébrale chez les rats témoins et les rats

traités.
*p<0.05 ; ** p<0.01 ;*** p< 0.001 ; ns :non significative (comparaison:avsT ;b vsF, n=7).
2.2.4. Effet du Fenthion et d’Ephédra alata sur le statut redox cérébral

a. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Nous avons constaté une €lévation significative de ’'MDA cérébral (p<0.01) chez les
rats recevant le fenthion par rapport au groupe témoin, par contre le traitement par la plante a

atténué significativement cette élévation comparativement avec le groupe fenthion (p<0.05).
b. Activité de la glutathion S transférasse (GST)

L’analyse statistiques de nos résultats montrent une diminution significative (p<0.01)
de la glutathion-s-transférase (GST), et une augmentation significative chez le lot traité par

1I’éphédra (p 0.05) comparativement aux témoins.
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Intéressement, le lot de traitement combine E+F a modulé significativement (p<0.01)

cette diminution de la GST comparativement au lot Fenthion.

Tableau 09: Variation du taux de I’ MDA et GST cérébraux chez le lot témoin et les lots

traités.
Parameétres/lots T F E E+F
MDA (nmol/mg prot) 0,237 £ 0,054 0,377 £ 0,083 0,249 + 0,064 0,282 + 0,107
RS am™ a™ b*
GST (nmol/min/mg 0,213 +£ 0,075 0,123 + 0,010 0,288 + 0,049 0,205 + 0,071
a** a* anS b**
port) '
| MDA (nmol/mg prot) | GST(nmol/min/mg prot)
0,5 - a** 0,35 - "
0,45 - o - o
0,3 -
v
% 0,35 - 0,25 -
a E: |
g 037 § 0,2 -
SN ki
S 0,25 - S 3
£ o2 g 015 1
g =
S 0,15 - 8 0,1
0,1 -
0,05 -
0,05 -
0 T T T T 0 i T T 1
F E F+E T F E F+E
Lots Lots

Figure 29: Variation des MDA et GST chez le lot témoin et lots traités.

*p<0.05 ; ** p<0.01 ;*** p< 0.001 ; ns :non significative (comparaison:avsT ;bvsF, n=7).
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2.4. Etude comportementale

2.4.2. Effet du Fenthion et I’Ephédra alata alenda sur les parametres du teste de

labyrinthe en croix suréleve

Les résultats des rats traités au fenthion montrent une augmentation significative
(p<0.001) du temps passé dans les bras fermés et dans leurs partie proximale (p<0.001) ainsi
que le nombre d’entré dans ces bras (p< 0.01) comparativement au témoins par contre, une
diminution significative (p<0.001) du temps passé dans les bras ouverts (p<0.001) et dans
leurs partie proximale ( p<0.001) ainsi que le nombre d’entré dans ces bras (p< 0.01)
comparativement au témoins. Cependant, un traitement a la ’Ephédra a modulé le temps
d’exploration dans les deux bras.

Concernant, le nombre de redressements, les rats traités au fenthion montrent une
diminution significative du nombre de redressements (p<0.001) par rapport aux témoins.
Cependant, un traitement combiné a prévenu cette diminution avec une différence tres

significative (p<0.05) par rapport aux rats traités au fenthion.

Tableau 10: Variation des paramétres de I’ EPM chez le lot témoins et les lots traités.

Paramétres/lots T F E F+E

Temps passé au centre (sec) | 13,286 + 2,812 34,00 £+ 4,61 1,28 + 7,78 | 22,14 + 5,08

a*** a* a** b***

Temps passé dans les bras 173,71+ 4,64 23,14 £ 6,57 | 176,71 + 7,54 | 85,57 + 22,16

ouverts (sec) axrx a" ax*, prrx
Temps passé dans la partie 66,42 = 3,99 3,00 £1,52 79,143+£12,335 | 39,14 + 18,34
distale du bras ouverts (sec) ar** a* ax*, hr**
Temps passé dans la partie | 25,571+ 4,995 | 7,429 + 1,618 | 37,143+ 9,940 | 14,57 + 7,656
proximale du bras ouverts ar** ar* a**,b*
(sec)
Nombre d’entrée au bras 1,428 + 0,534 0,428 +0,534 | 1,000 £ 0,577 | 0,857 + 0,690
ouverts ax* a™ ab™

Temps passé dans les bras 86,86 + 4,45 239,43 + 8,26 87,57 £11,94 | 196,43 +4,27

fermé (sec) axwx a® ax* hrrx
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Temps passé dans la partie | 49,857 = 3,078 | 6,143+ 2,610 | 57,85+11,08 | 11,14 + 291
proximale du bras fermé ool a® ax** pr*
(sec)
Temps passé dans la partie 31,29 + 4,89 201,86 £4,22 | 34,00+ 8,165 | 161,71 £ 12,22
distale du bras fermé (sec) Yaadel am ax*x| prrx
Nombre d’entré au bras 2,571 £ 0,786 1,571 + 0,786 2,00+ 0,81 1,428 +£ 0,534
fermé a* a® a**b"™
Nombre de redressement 7,167 £ 1,472 3,00 £ 2,00 6,00 2,00 |4,143+ 0,900
axxx a™ a**, b*

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001, ns : non significative (comparaison:avsT ;b vsF,n=7).

2.4.3. Effet du Fenthion et PEphédra alata sur les parametres du teste des champs

ouverts

L'analyse statistique des différentes variables mesurés dans ce test a révélé une
différence significative entre les groupes traités. Nous avons noté une diminution significative
dans les groupes traitées par fenthion par rapport au groupes témoins en ce qui concerne la
distance totale parcourue (p<0.001), temps passé au centre (p< 0.001) et le nombre d’entré au
centre (p< 0.01) et le nombre de redressement (p<0.05), Cependant, le traitement combiné
(E+F) a prévenu cette augmentation avec une différence significative (p<0.001) par rapport

aux rats traités au fenthion.

Par contre, nous avons enregistrée une augmentation significative du temps
d’immobilité (p < 0.001) et du temps passé au périphérique (p<0.001) comparativement aux
témoins. Le traitement combiné fenthion + Ephedra a attenue cette augmentation de maniére

significative (p< 0.001) comparativement au lot fenthion.

Intéressement, aucune différence significative n’a été notée entre les rats du traitement
9

combiné et les rats témoins.

Tableau 11: Variation des paramétres de 1’OF chez le lot témoin et les lots traites.

Parameétres/lots T F E F+E

Distance totale 569,43 + 132,87 | 222,00+ 17,73 | 631,9 + 138,5 4120+ 69,1

parcourue (cm) axxx a" GEES [oFEs
Temps d’immobilité 178,83 + 4,54 267,71+ 7,36 170,00 + 8,81 | 198,86+ 11,44

52




Résultat

(SeC) P Nakakad a* ar* prr*
Temps passé dans la 200,57 + 6,55 235,57 £ 7,09 202,29 +£19,85 | 214,71 = 8,92
périphérie axxx a® ERas s
Temps passé au 32,333 + 3,327 8,00 + 2,44 31,714 + 4,461 | 18,714 + 6,849
centre arrx a® ax* prrx
Nombre de 10,286 + 3,147 6,429 £ 3,155 | 11,000 = 2,380 7,143 = 2,610
redressement a* ns ns
Nombre d’entrés au 2,428 + 0,786 1,428 + 0,534 1,714 + 0,488 1571 + 0,534
centre ax* a® a,b™

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ns ; non significative (comparaison :avs T ; b vs F, n=7).

2.4.5. Effet du Fenthion et I’Ephédra alata alenda sur les paramétres du teste de la nage

forcée

D’aprés nos résultats, le traitement des rats par le fenthion induit une augmentation

significative (p<0.001) du temps d’immobilité comparativement au témoin. Ainsi, le

traitement combiné E+F a diminué remarquablement cette augmentation (p<0.001) par

rapport le groupe fenthion.

Concernant le temps de nage et d’escalade, les rats traités au fenthion montrent une

diminution significative (p<0.001) du temps de nage et d’escalade (p< 0.001) par rapport aux

témoins. Un traitement a I’Ephédra a augmenté remarquablement le temps de nage et

d’escalade de manicre significative comparativement au groupe fenthion.

Tableau 12:Variation des paramétres de la nage forcée chez le lot témoins et les lots traités.

Parameétres/lots T F E F+E
Temps de lanage |42,143+11,320 | 18,714 +3,352 66,57 + 21,27 35,14 £ 12,90
(sec) ax** a* a"™ b**
Temps d’immobilité | 132,00 + 6,86 226,43 + 12,53 120,14 + 20,10 151,57 + 36,66
(sec) ar** a"™ a'"™, b**
Temps d’escalade 4486 + 11,20 2542 + 431 56,86 + 16,64 35,71+ 11,97
(sec) At a* a'"™, b**

*p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ( comparaison :avs T ; b vs F, n=7)
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Figure 30: Effet du fenthion et Ephédra alata sur les parameétres de la nage forcée

*p<0.05; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ( comparaison :avs T ;b vs F, n=7)
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3. DISSCUSSION

3.1. Effet du fenthion et I'Ephedra alata alenda sur le poids corporel

Pour déterminer les effets des pesticides sur un individu ou un compartiment d'individu,
il est nécessaire de disposer de modéles biologiques représentatifs du milieu étudié (Druart,
2011), ces derniers ne sont dautres que des espéces sensibles aux variations
physicochimiques de leur milieu et surtout a toute forme de pollution (eau, sol, atmospheére)

dont leur sensibilité vis-a-vis des xénobiotiques variés tels que les pesticides (Abid, 2016).

Dans cette étude nous sommes intéressés a I'effet d'insecticide appartenant a la famille
des organophosphorés (fenthion) sur les parameétres biologique et biochimiques des rats males

Wistar apres exposition a une dose de 1mg/kg/j pendant 30 jours.

On remarque, une diminution du poids corporel chez les lots traités par le Fenthion,
I’Ephedra et le mélange comparativement au lot témoin. A partir de ces résultats, le pesticide
et la plante font diminuer la croissance corporelle par rapport a celle des témoin, cet effet peut
étre expliqué par leur action sur le transport des éléments nutritifs (les acides aminés, le
glucose et les minéraux essentiels comme le zinc, le magnésium, le fer...) (Dieter et al, 1988
;Cempel et Janicka, 2002). La réduction du poids corporel peut étre le résultat également du
phénoméne anorexique que les animaux puissent subir avec le temps de I’exposition aux
xénobiotiques et 1’¢état de stress dans lequel vivent durant la période de cette exposition
(Viviana, 2015 ; Chakroun et al., 2016). En plus, la chute corporelle est due en premier a
une diminution de la masse grasse suivie de celle de la masse maigre. Elle représente la
conséquence ultime d'un déséquilibre de la balance énergétique entre les apports qui sont
inférieurs aux dépenses énergétiques (Ritz et al., 2007). Nos résultats sont en accord avec des
études antérieures réalisées sur des rats adultes traités par des insecticides ont montré
également une diminution significative de leurs poids corporels (EI-Demerdash et al., 2004;
Saoudi et al.,2011 Medjdoub,2013 Mossa et al, 2014, Anadn et al. (1991) ; Bourbia
(2013) ; Bouhali, 2015, Wayland, 2015). Contrairement a nos résultats, (Bhaskar et
Mohanty 2014) ont trouve que la co-exposition au mancozeb et imidaclopride a des faibles
doses provoque un gain significatif de poids corporel relatif.

Aussi, I’addition d’Ephédra alata aux rats a engendré une diminution de poids corporel
par rapport aux groupes témoins, ce ci est en accord avec 1’étude de Boozer et al. (2001) qui

affirme que [’Ephédra alata alenda favorise la perte de poids. L'effet anti-obésité de
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I'Ephedra a été attribué a I'éphédrine; un alcaloide majoritaire trouve dans le genre Ephedra,
classé comme un agent thermogénique ayant une fonction de stimulation sur le nerf
sympathique. Cet effet stimulant provoque une augmentation du taux métabolique basal qui
contribue a la perte de poids (Shekelle et al., 2003 ; Tiss et al, 2020).
3.2. Effet du Fenthion et I’Ephédra alata alenda sur les poids relatif du foie

Nous remarquons une augmentation de poids relatif de foie chez les rats traités par le
fenthion comparativement aux témoins. Ceci est expliqué par I'hypertrophie tissulaire du foie
causée par e fenthion d'une part, et par leurs accumulations dans cet organe cible de
détoxification d'autre part, aussi l'augmentation de la circulation en raison des demandes
accrues pour la détoxification des composés toxiques (Zama et al., 2005). En outre, il désigne
l'augmentation de la masse cellulaire ou de la densité cellulaire (Abston et al., 1976). Il été
montré que le xénobiotique a provoqué une augmentation des taux de la bilirubine directe et
totale dans le sang, ce qui peut étre expliqué par un mauvais fonctionnement du foie qui
ralentit leur évacuation dans la bile (Robinson, 1990). Nos résultats sont en accord avec
celles de (Bouhali, 2015 ; Wayland, 2015).

Dans notre étude le poids relatif du foie a diminué chez le lot traité par Ephedra et lot
de combinaison, ceux-ci pourrait étres explique par la diminution du poids corporel chez ces
lots due a I’accélération du métabolisme de dégradation des lipides sous 1’action de I’Ephédra

alata (Murray, 1995).

Le foie joue un role important dans le métabolisme pour maintenir le niveau d'énergie
et la stabilité structurelle du corps. C'est egalement un site de biotransformation par lequel un
composé toxique a été transformé sous une forme moins nuisible en une toxicité réduite.
Toute diminution du poids du foie est considérée comme un parameétre de risque sensible,
conduisant a une réduction de la toxicité (Hodgson, 2004; Guyton & Hall, 2006 ; Gathwan
et al. ,2006), c'est ce qui clarifier la diminution de poids relative de foie pour les lots traités

par 1mg/kg du fenthion et par 300mg/kg d'extrait aqueux d'Ephedra alata alenda .

3.3 .Effetdu Fenthion et I’Ephédra alata alenda sur les poids relatif du cerveau
Nous avons également observé une diminution du poids relatif du cerveau pour les rats
traités au fenthion par rapport aux rats témoins et a I'Ephédra alata et la combinaison
Fenthion+Ephédra.
Certains auteurs rapportent que cette diminution du poids cérébral peut aussi étre due au
retard de la maturation neuronale résultat de la rupture vasculaire , ainsi que la baisse du poids
des différentes structures cérébrales (cortex, cervelet et hippocampe ) pouvant étre traduite sur
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le plan cellulaire par un accroissement de la couche moléculaire de cervelet, de la densité des

cellules granulaires et de I'arborisation dendritique (Sidhu et nehru, 2004).

3.4. Effet du Fenthion et I’Ephédra alata alenda sur la concentration plasmatiques du
glucose et du cholestérol

Concernant e taux du glucose, on observe une augmentation non significative de la
concentration plasmatique en glucose chez les lots traités par I’Ephédra et une augmentation
significative chez le lot traité par le fenthion. Ceci est di a 1’éffet du fenthion qui actif
I'nypothalamus pour produire la corticolibérine (CRH). Ce dernier stimule I'nypophyse pour
libérer 'ACTH (hormone adrénocorticotrope) qui est un activateur de glandes surrénales pour
la production et la sécrétion de cortisol dans le sang (Pourramzanzidesaraei et al., 2013). Le
cortisol a de nombreuses actions dont certaines conduisent a I'élévation de la glycémie
(Jacotot et Campillo, 2003). Ce qui expliquer le plus probable les résultats de glycémie. La
plante a provoqué aussi une augmentation mais de maniére non ceux ci pourrait expliquer
pourquoi cette plante est déconseillée pour les diabétiques (Fetrow et Avila, 1999).

Concernant le taux du cholestérol, nous avons enregistré une augmentation significative

chez les lots traités par le fenthion comparativement au témoin, cela est expiqué a I'effet du
pesticide sur la perméabilité de la membrane des cellules du foie (Yousef et al, 2006). En
outre, l'augmentation des niveaux du cholestérol sérique total peuvent aussi étre dd a
I'obstruction des canaux biliaires du foie, ce qui réduit ou arréte la sécrétion du cholestérol
dans le duodénum (Zaalouk et al., 2000; Ogutcuet al, 2008, Bouhai, 2015) . L'augmentation
du taux de cholestérol sérique peut étre un signe de dommages du foie.
Une diminution du cholestérol est enregistre chez e lot traité par 1‘Ephedra alata, cela expiqué
par le role de 1’éphédrine qui augmente le taux du métabolisme réducteur des tissus adipeux,
ces résultats concordent avec ceux de Murray, (1990).
3.5. Effet du Fenthion et I’Ephedra alata alenda sur 1’activités des transaminases

Les enzymes sériques ALAT, ASAT sont des enzymes synthétisées au niveau du
cytoplasme de la cellule et déchargées dans la circulation en cas des cellules endommagées
(Singh et al., 1998, Ozturk et al., 2009). Nos résultats montrent qu'il y a une augmentation
significative de ’activité des transaminases chez le lot exposeé au fenthion par rapport au lot
témoin, ces résultats peuvent indiquer des changements dégénératifs et nécrotiques dans le
foie (El-Nekeety et al., 2009). Les organophosphorés peuvent provoquer I’augmentation de
I’activit¢ des ASAT et ALAT (Sharma et al., 2005). La perturbation de la fonction de

transport des hépatocytes en tant que résultat d'une lésion hépatique provoque la fuite
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d'enzymes a partir de cellules en raison d'une altération de la perméabilité membranaire (Fan
et al., 2009). Cette augmentation indique aussi la présence d’une nécrose et des réactions
inflammatoires (Kuzu et al., 2007; Navarro et al., 1993). Plusieurs études ont rapporté la
perturbation des transaminases et de la phosphatase alcaline suite a I’exposition aux
organophosphorés (Tarek et al., 2013 ; Gokce Uzun et Kalender, 2013). Selon Kerem et al.
(2007). Ces résultats sont en accord avec 1’étude de ( Merzouk et al., 2013 ; Bouhali,
2015, ;Tareketal.,2013; Gokce Uzunet Kalender,2013 ;Kerem et al.,2007).

Le traitement des rats exposes au fenthion par 1’extrait de [’Ephedra alata alenda a
attenue les niveaux éleves des transaminase, ceci est due a ’effet hepatoportecteur de cette
plante (Dogan E, Inglesi-Lotz R 2020). De plus, Wu et al (2014) ont rapporté que la
pseudoéphédrine/éphédrine a une activité anti-inflammatoire efficace contre I'insuffisance
hépatique aigué induite par la D-galactosamine/lipopolysaccharide chez le rat, et cet effet
anti-inflammatoire est produit par l'inhibition du TNF-a
3.6. Effet du Fenthion et I’Ephedra alata alenda sur Dactivité cholinestérasique

D’aprés les résultats obtenus de cette étude, I’exposition des animaux au fenthion
induit une diminution de taux de I'Acetychoinestrase dans le cerveau par rapport les témoins,
ceci est due a l’inhibitrice par le fenthion. Le site cible des divers pesticide, a action
neurotoxique est principalement 1’acétylcholinestérase. L'inhibition irréversible de I'AChE par
les OP conduit a une accumulation de I’acétylcholine dans les synapses neuronales induisant
un état de stress cholinergique et ainsi la dépréciation ultérieure de nombreuses fonctions du
corps (Bartling et al., 2007). Selon Tandon et al. (1994), les rats Lang-Evans adultes traités a
une seule dose de fenthion (100mg/kg par voie sub-cutanée) ont montré une inhibition forte
de I’activité de I’AChE au niveau du cortex préfrontal et rétinal, cette inhibition persistait
significative méme au jour 56 aprés le traitement aigu. Dans la méme étude, la perte
pondérale chez les rats restait en diminution durant la premiere semaine, ce qui révele la
persistance des effets du fenthion. ces résultats sont en accord avec les travaux de Monteiro
et al., (2019), des effets inhibiteurs du fenthion sur l'activité AChE ont été signalés pour
d'autres espéces d'insectes et, en tant que modulateur des récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine, certaines altérations de l'activité AChE étaient attendues. L'Ache représente
un biomarqueur de neurotoxicité habituellement utilisé pour révéler I'exposition aux produits
chimiques comme les organochlorées, l'inhibition de I'’Ache a été frequemment utilisée en
toxicologie, pour diagnostiquer certains contaminants environnementaux tels que le complexe

mélanges de polluants, détergents et métaux lourds.
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Dans un modele développemental, les rats prénatalement exposés au fenthion ont aussi
montré une inhibition drastique de 1’activit¢ cholinestrasique cérébrale associée aux
changements comportementaux, oxydatifs et histopathologiques
(Benamara et al., 2014).

3.7. Effet du Fenthion et d’Ephedra alata sur le statut redox cérébral

Dans la présente étude, le taux de MDA a été¢ augmenté, tandis que ’activité de I’
antioxydant GST au niveau du cerveau a été réduites dans le groupe traité par le fenthion.
Ces resultats peuvent étre expliquer par I'accumulation des radicaux libres, génerés par le
Fenthion tous se traduit par une peroxydation lipidique dans le tissu nerveux. Par contre, nos
résultats montrent que le traitement par I’Ephédra alata pourrait empécher I'altération induite
par la Fenthion, en jouant un réle important dans la prévention des complications induites par
la peroxydation lipidique.

Il a été montré que 1’exposition aux pesticides peut induire un état de stress oxydant
(SO) par la production accrue des radicaux libres qui s’accumulent dans la cellule et I’
altération des mécanismes de défense antioxydante ; y compris la détoxication et les enzymes
de balayage, ou augmentation de la peroxydation lipidique suite a 1’interaction entre les ERO
et les membranes cellulaires ou sous-cellulaires (Abdollahi et al., 2004). Plusieurs recherches
sur des animaux d’expérience ont rapporté que le stress oxydant joue un réle important dans

la toxicité de divers pesticides, y compris les organophosphorés (Possamai et al., 2007).

La peroxydation lipidiqgue (LPO) est considérée comme le principal mécanisme
moléculaire impliqué dans I'endommagement oxydatif des structures cellulaires. 1l s'agit d'une
réaction en chaine initiée par l'extraction d'hydrogéne ou l'addition d'un radical oxygéne,
entrainant I'endommagement oxydatif des acides gras polyinsaturés et la production de
nombreux aldéhydes (Repetto et al., 2012). Les résultats de la présente étude ont montré que
I'exposition des rats fenthion cause I'accumulation de malondialdéhyde (MDA), les principaux
produits finaux de la peroxydation lipidiqgue au niveau cytosolique et mitochondrial.
L'exposition aux insecticides induit un stress oxydatif (Abdollahi et al., 2004 ; Che-
Mendoza et al., 2009), et le malondialdehyde est considérée comme un indicateur du stress
oxydatif (Ma et al., 2013, Akande et al., 2014), qui résultent des dommages des radicaux
libres sur les composants membranaires des cellules causant des changements dans la
structure et la fonction membranaires et mene a la diminution de la fluidité de la membrane et

I’inactivation de plusieurs enzymes membranaires (Amin et Hashem, 2012; Halliwell et
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Gutteridge, 1995). Diverses études indiquent que la production de ROS est un moyen

secondaire de la toxicité (Sidhu et al., 2014).

Nos travaux sont en accord avec les travaux antérieurs des (Banerjee 1999, Ajay et
al.,2005, Khan et al., 2005 ; Hai et al.,1997; Yurumez et al., 2007; Mansour et Mossa
2011; Bouhali, 2015 ; Raina et al.,2015).

Nos résultats montre que 1’activité GST cérébral a diminué chez les rats exposés au
fenthion en revanche on constate une augmentation significative chez le lot traité par
[’Ephedra alata . La cellules vivante peut se défendre grace a plusieurs systéeme de
détoxification dont le plus important est celui du glutathion qui est un tri peptide jouant un
réle a divers niveaux dans la lutte contre le stress oxydatif (Kaplowitz et al., 1985 ; Masella
et al., 2005). Ce systeme enzymatique contient également le glutathion S-transférase qui
catalyse la réaction entre le glutathion réduit et les substances étrangéres, avec la formation
des métabolites glutathion-conjugués (Saka et al., 2011).L'augmentation de l'activité de ces
enzymes antioxydantes peut servir de mécanisme de compensation supplémentaire pour
maintenir l'intégrité de la cellule et la protection contre les dommages des radicaux libres
(Boelsterli, 2007).

Nous avons observé une restauration des activités de I’enzyme antioxydant chez les rats
intoxiqués par le fenthion aprés l'administration des extraits d’Ephédra alata qui suggere
l'activité antioxydante de cette plante contre les dommages oxydatifs induits par le
xénobiotique (Al-Snafi, 2017, Bourgou et al, 2020 ).

3.8. Effet du Fenthion et ’Ephédra alata sur les paramétres du teste de labyrinthe en

croix suréleve

D'aprés le test d'EPM, nous avons signalé une diminution du temps passé dans les bras
ouverts et dans ces partie distale ainsi que le nombre d’entrée et une augmentation du temps
passé dans les bras fermés et dans ces parties distales et le nombre d’entre a ces bras chez les
rats traités au fenthion. La diminution de s’aventurer dans les bras ouverts dans le labyrinthe
en croix suréleve est interprétée typiquement par une augmentation de l'anxiété chez le rat
(Elliott et al., 2004). Cela révele de I’effet anxiogene du fenthion. Nous pensons par exemple
au systeme gabaergique dont des perturbations du fonctionnement impliquent des troubles de
I’anxiété (Mohler, 2006; Domschke et Zwanzger, 2008). Le systeme cholinergique est
également connu pour jouer un réle modulateur dans la régulation de I'anxiété (File et al.,

1998; Ouagazzal et al., 1999). Selon ce point, la stimulation des récepteurs cholinergiques
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peut induire des réponses anxiogenes (Olausson et al., 1999; Ouagazzal et al., 1999). De
plus, ’anxiété relative aux OP peut résulter du stress oxydatif cérébral et de la neuro-
inflammation (Chen, 2012).

Le changement de la concentration des neurotransmetteurs est aussi impliqué dans le
développement des changements neurocomportementaux (Oswal et al.,2012). Dans la
littérature, de nombreuses études ont montre les effets anxiogenes des OP comme le diazinon
et le malathion (Fabricio et al.,, 2005; Maha et al., 2013). Tayaa (2014) a montré que
I’exposition a court terme au diazinon provoque des effets anxiogénes chez la ratte Wistar. De
plus, Maha et al (2013) ont montré que I’exposition subchronique au diazinon montre des

effets anxiogenes chez le rat male Wistar.

Les résultats de notre étude montrent que /’Ephedra alata & un effet anxiolytique chez
les rats expose au pesticide. Ceci est peut etre due a la richesse de cette plante en flavonoides
(Thaipong et al (2006 ;Cao et al., 1997; Williams et al., 2004 ; Karim et al., 2011). Les
effets des flavonoides sur le systéme nerveux peuvent impliquer plusieurs cibles, y compris
les récepteurs synaptiques canaux ioniques (Elliott et al., 1992; Goutman et al., 2003). Les
récepteurs GABA sont des cibles pharmacologiques de divers produits naturels comme les
flavonoides (Hanrahan et al., 2011). La modulation des récepteurs GABAa est exercée par
les flavonoides a travers les différents sites et mécanismes d'action (Dekermendjian et al.,
1999; Gavande et al., 2011).

En effet, la relation entre I’effet antioxydant et anxiolytique a été confirmé dans
plusieurs travaux (Toumi et al., 2014; Merzoug et al., 2014). Amit et al. (2012) ont suggéré
que I’effet anxiolytique de 1’extrait de I’Ephedra via sa potentialité¢ antioxydante est due peut
étre a ses propriétés structurales. Plusieurs travaux ont rapporté la richesse de 14Ephedra alata
alenda en composés antioxydants (Nesba et Henka , 2017 ;Chenini et Boumegouas,
2020 ;Djeridane et al. 2006).

Bien que les études ethnobotaniques prouve que I'Ephedra alata alenda a un effet
anxiogene grace a ca richesse en pseudoalcaloide (Ephedrine) (Zang et Navaro, 2016). , Nos
résultats prouvent le contraire ; La plante a provoqué une augmentation, de plus en plus
remarquable du temps passé au bras ouverts comparativement au groupe fenthion , aucun

travail dans la littérature traite I’effet de I’Ephedra sur I’anxiété. Dans le teste de EPM
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3.9. Effet du Fenthion et ’Ephédra alata sur les parameétres du teste des champs

ouverts

Au niveau de I’OF, nous avons assisté a une diminution de la distance totale parcourue,
diminution du nombre de redressements, diminution du temps passé dans la zone centrale et
augmentation du temps passé dans la zone périphérique. L’OF est un test utilisé pour mesurer
la motricité, le degré d’anxiété et la réaction émotionnelle (Prut et Belzung, 2003). Par
conséquent, les rats anxieux ont tendance a passer plus de temps dans les coins et la périphérie
de l'appareil plutét que dans le centre (Elizalde et al., 2008), La diminution de la distance
parcourue dans 1’open field révele de la diminution de 1’activité locomotrice. De plus, la
diminution du nombre de redressements indique une dégradation de I’activité exploratoire.
Nous pouvons conclure que le fenthion altére les capacités locomotrices et exploratrices du
rat. Ceci est due a I’inhibition de I’acetylcholinestrase par le fenthion L'acétylcholine
intervient dans le contréle des muscles par I'intermédiaire des terminaisons neuromusculaires.
Apportée en exces au niveau de la plaque motrice, lI'acétylcholine peut inhiber les contractions
musculaires consécutives a la stimulation du nerf (Bocquene, 1996). Les OP exercent leur
toxicité par la fixation de ses oxygenes analogues sur I'acétylcholinestérase (AChE), enzyme
neuronale, provoquant ainsi une accumulation de l'acétylcholine endogéne dans les tissus
nerveux et les organes effecteurs (Mayer et al., 1991). En effet, l'accumulation de
I'acétylcholine provoque des syndromes nicotiniques qui associent des fasciculations
musculaires et des crampes, puis une asthénie rapidement croissante par atteinte de la plaque
motrice évoluant vers la paralysie des muscles striés (Bismuth, 1993). En outre, I’anxiété et la
dépression peuvent aggraver I’hypoactivité exploratoire et ambulatoire dans I’OF. Nos
résultats sont en accord avec celles de (Bouhali 2015 ; Virginia,1995 ; Benamara et al,
2014)

D’apres nos résultats, L hypoactivité des rats traités au fenthion a ét¢ bien modulée par
I’Ephedra alata , ceci peut étre due a I’élévation du taux d’acétylcholine par la plante. Aucun
travail dans la littérature examiner son effet sur I’activité locomotrice.

Par ailleurs, les réseaux dopaminergiques du cerveau sont étroitement associes aux
comportements d’exploration, a la vigilance, a la recherche du plaisir et 1’évitement actif de la
punition (Guedri, 2014). Les lésions des zones dopaminergiques se traduisent par un
désintérét pour les stimuli de I’environnement et par une diminution du comportement

exploratoire (Couture et al., 2016). I a été montré que 1’Ephedrine qui est e principe actif de
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I’Ephedrata alata alenda a augmenté les niveaux de dopamine extracellulaire (Wellman et
al, 1998).

3.10. Effet du Fenthion et I’Ephedra alata sur les parameétres du teste de la nage forcée

Au niveau de I’FST, nos résultats montrent clairement une augmentation du temps
d’immobilité et une diminution de temps de la nage et d’escalade, indiquant une augmentation
de la dépression. Ceci est di a la dysfonctionnement de la transmission cholinergique induit

par le fenthion qui est impliqué dans la physiopathologie de la dépression (Paykel, 2006).

Le FST, ou le test de I’efficacité des antidépresseurs représente une situation aversive et
stressante ou le rat ne peut pas s’échapper et produit I’immobilité, comportement de désespoir
(Porsolt et al., 1977 ; Kirby et Lucki, 1997). Chez les animaux, I’immobilité est interprétée
comme un manque de volonté a survivre et considérée comme un signe de dépression chez la
souris et le rat (Porsolt et al., 1977; Petit-Demouliere et al., 2005). Dans ce modeéle, les rats
ou les souris sont obligés de nager dans un espace confiné; aprés une tentative d'abord
frénétique a s'échapper, ils prennent une posture immobile et le début de I'immobilité es
tbeaucoup plus rapide suite a la nage ultérieure. Cet état a été nommé "désespoir
comportemental”" selon I'hypothése de 1’abondement des animaux I'espoir d’échappement
(Willner, 1990). Bien que cette procédure est plus utilisée pour valider les médicaments

antidepresseurs.

En effet, Le mécanisme de la dépression est assez compliqué (Garcia-Alloza et al.,
2005). Bien que la recherche psychobiologique sur la dépression traditionnellement concentré
sur les neurotransmetteurs, la noradrénaline et la sérotonine (5-HT), le rdle de l'acétylcholine
dans ce comportement émotionnel a été étudié. Les mécanismes de neurotransmetteurs
cholinergiques centraux ont été impliqués dans la pathogéneése des troubles dépressifs (Fritze,
1993; Garcia-Alloza et al., 2005) .D’autres facteurs sont aussi possibles, comme les facteurs
comportementaux (comme le cas d’un facteur dépressogeéne) ou bien physiologiques (par
exemple, I'élévation des hormones corticosurrénales) (Prathiba et al., 2000). D'autres auteurs
ont rapporté les crises depressives associées au stress oxydatif induites aux organophosphorés
(Gupta, 2001) ou encore l'action de cet OP comme un agoniste au M2 et/ou M4, sous-
ensemble de récepteurs muscariniques dans le cortex préfrontal (Ward et Mundy, 1996). Des
études récentes indiquent que les radicaux libres de I'oxygene et lI'oxyde nitrique peuvent étre

impliqués dans la dépression en raison des actions de ces molécules sur la fonction des
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cellules et le taux relativement éleve de la vulnérabilité du systeme nerveux central au stress
oxydatif (Herken et al., 2007; Eren et al., 2007). Certaines études ont rapporté une
corrélation positive entre le stress oxydatif et la dépression. Tayaa (2014) a demontré les
effets dépressifs du diazinon suite a 1’exposition a court terme chez la ratte Wistar.
L’exposition pendant trois jours par voie intrapéritonéale a une faible dose de malathion

provoquait des effets dépressifs chez le rat Wistar (Carmine et al., 2009).

Par contre, I’administration de I’Extrait de [’Ephedra alata alenda chez les rats
exposés au fenthion augmente le temps de la nage et d’escalade ce qui révele son effet

antidépresseur.

L’effet antidepresseur de [’extrait de I’Ephedra alata peut etre due a [I’effet
neuroprotecteur de 1’éphedrine qui active la signalisation de PI3K/AKT et induit ’inhibition
de I’apoptose neuronale, le stress oxydant et la réponse inflammatire (Li et al, 2007 ; Huang
et al. 2021). De plus, il a été montre que I’ephedrine augmente le taux du dopamine
extracellulaire et peut ameliorer de maniére significative 1’activité autonome des rats
(Wellman et al, 1998).L’activité dopaminergique est fortement abaissée dans les dépressions
de type mélancolique, caractérisée par une diminution de I’activité motrice et de I’initiative et

une baisse de la motivation (Brodie et Opacka, 1985 ; Cameron et al., 1995)
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous pouvons conclure que 1’exposition répétée pendant 30 jours consécutifs au fenthion
a raison d’une faible dose 1mg/kg de poids corporel chez les rats males Wistar de la
provoque des réponses anxio-dépressives associées a des altérations de 1’activité exploratrice
et locomotrice. Ces perturbations neuro-comportementales sont associées, d’une part, a
I’inhibition cholinestérasique et au développement d’un stress oxydatif cérébral, et d’autre
part, a la perturbation des parametres biochimiques.

Par ailleurs, Le traitement par I’Ephedra alata alenda a allégé le comportements anxio-
dépressif, 1’hypoactivité , le désordre oxydatif cérébral et la variation des paramétres
biochimiques.

A partir de ces résultats, il serait intéressant de dégager les perspectives suivantes :
v Investiguer les performances mémoratives dans le test aquatique de Morris
v" Etablir un modéle de neurotoxicité développementale et apprécier 1’effet sur la
progéniture
v Une analyse par screening phytochimique de la plante pour identifier qualitativement
et quantitativement les grandes familles de métabolites tels que les flavonoides, les
polyphénols et les alcaloides.
v Une étude histologique pour permettra la recherche d’éventuelles 1ésions tissulaires

pathologiques liées notamment a une inflammation, une dégénérescence et nécrose.
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