/

S République Algérienne Démocratique et Populaire dbgsed
‘4 FSESNV
% Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique EE
== Université de Larbi Tébessi —Tébessa- 4

il gieyhll pole g all polell il
FRCULTE DES SCIENCES EXACTES
; s

== Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie — crotSitsiintme st
Département des étres vivants

MEMOIRE DE MASTER
Domaine: Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere: Sciences Biologiques
Option: Biotechnologie Végétale

Théme:

4 N

Pneumotoxicité de la mixture (Deltaméthrine,
Phosalone), action opposée de la quercétine

- /

Présenté par:
GHELLAB Ali

Devant le jury:

BOUDJABI Sonia MCB Univ Tébessa Président
MENACEUR Fouad MCA Univ Tébessa Rapporteur
SOLTANI Nedjmeddine MAA Univ Tébessa Examinateur

Date de soutenance: 29/05/2018




Laile

roedle

Alaall Ll g 4 i) clanadl 835k (e 651 aandl) (s Gl e ¢ gaall Tl g Al jall 028 (e Caagl)
53535 G el 5 sl sl 1 A pdall sl (e Guil Laddind ¢ Al pall 038 Biiat Jal e LGl S 0
e/ 88/ dal «olusillan/ a8/ da2 o sl e bymie e ja crun bl (3l 6 sas sl (s 1S)
il 40 e dulall sda iy al Lagy 15 saal adll Gayha e ani ¢ G p Y g/ &S/ da 1 5 gAY
1100 Y1 800 s> 0155 gl 6 A1 4 0 7515 W see Oryctolagus cuniculus L. s (e 5583
Ay LIS € 5 (I Ao seaall A gane S0 B (e 5SE Cile sana (Sl ) il V) a2
il ekl s a8 sl laaa s s 8)) 5 Ay ) Claally (5 ,AY) Cile sanall 3o a3 ki) elall b sl
oaliadll A jas ) sela 8 G A pdal) Clasally Ml of Ly ja3 Algd A edle Jgeanl) o3
oaidil WS g anall (e e Aadlaall de ganall (8 0l S 5 6 s (88205 ae Apm 3 5 AiloaS sl
O 4 gl (g san h5e piiay M MDA 5 GPX  a bl 33l ) Jilie b sale IS5 GSH (s s
IR PSS WRRTE ity PR W) [RPETRERN. [ VW IFENPRR PEP- PP ¥ [V RSP AGT.y PR )\ BN PRI
Lo T Aabiall Y (e aal g 5 pall ol Sladal e 45,8 JOA (e ¢ Ad) 3

Y ol g8l ¢y Battal) ¢yt ST A pdal) claal) (A gi )l Asand) rAsalidal) ilalsl)



Abstract

Abstract:

The objective of this study is to highlight the relationships between pulmonary poisoning by
pesticides and the protective effect of quercetin. For the realization of this study, we used two
pesticides; phosalone and deltamethrin, and a flavonoid; quercetin alone or in a mixture at
consecutive doses of 2 ml / kg / day for phosalone, 1 ml / kg / day for deltamethrin and 1 ml/
kg / day for quercetin, administered subchronically orally for 15 days. The study is carried out
on male rabbits of Oryctolagus cuniculus L. strain of 40 aged from 4 to 6 weeks and weighing
approximately 800 to 1100 g. Rabbits are divided into eight groups of about 05 individuals
per group. The first batch served as a control and received distilled water. The other groups
were treated with pesticides and quercetin alone or as a mixture. The results obtained at the
end of our experiment showed that the pesticide treatment induced changes in the biochemical
and enzymatic parameters with an increase in the level of protein concentration in the batch
treated by the mixture of the two pesticides. The GSH level has significantly decreased
against an increase in the enzyme activity of GPx and MDA which is a biomarker of lipid
peroxidation. The treatment of rabbits with quercetin has faced the toxicity caused by
phosalone and deltamethrin, alone or in combination, by its ability to trap free radicals and

reduce the toxic effects that cause them.

Key words: lung toxicity, pesticide, quercetin, deltamethrin, phosalone, rabbit.



Résumé

Résumé:

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence les relations entre 1’intoxication
pulmonaire par les pesticides et I’effet protecteur de la quercétine. Pour la réalisation de cette
étude, nous avons utilisé deux pesticides ; la phosalone et la deltamethrine, et un flavonoide ;
la quercétine seuls ou en mixture a des doses consécutives de 2 ml/kg/j pour la phosalone, de
1 ml/kg/j pour le deltamethrine et de 1 ml/kg/j pour la quercétine, administrées
subchroniquement par voie orale pendant 15 jours. L’étude est réalisée sur des lapins males de
souche Oryctolagus cuniculus L.au nombre de 40 4gés de 4 a 6 semaines et pesants environ
800 a 1100 g. Les lapins sont divisés en huit groupes a 1’ordre de 05 individus par groupe. Le
premier lot a servi comme témoin et regu I’eau distillée. Les autres groupes ont été traités par
les pesticides et la quercétine seul ou en mixture. Les résultats obtenus a la fin de notre
expérimentation ont montré que le traitement par les pesticides a induit des changements dans
les parametres biochimiques et enzymatiques avec une augmentation du taux de concentration
de protéines dans le lot traité par la mixture des deux pesticides. Le taux de GSH a connu une
diminution significative contre une augmentation de I’activité enzymatique de GPx et de
MDA qui est un biomarqueur de peroxydation lipidique. Le traitement des lapins avec de la
quercétine a fait face contre la toxicité causés par la phosalone et le deltaméthrine, seul ou
combinés, par sa capacité de piéger les radicaux libres et réduire les effets toxiques qui les

induits.

Mots clés : Pneumotoxicité, pesticides, quercétine, deltaméthrine, phosalone, lapin.
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Introduction

INTRODUCTION

De nos jours, le besoin de produire sans cesse des aliments en grande quantité et de
meilleure qualité nécessite ’emploi de manicre fréquente et intensive de pesticides. Ces
derniers sont des produits chimiques genéralement utilisés dans le domaine agricole pour
lutter contre les ravageurs (Garcia et al., 2012). L’usage intensif de ces produits chimiques,
individuellement ou sous forme de mélange entraine leur dispersion dans I’environnement
(Baldi et al., 2013). L’usage des pesticides s’accompagne d’une contamination terrestre et
aquatique entrainant une influence négative sur la biodiversité. Ils s’intégrent aux réseaux
trophiques et subissent éventuellement, une bioamplification dans les chaines alimentaires
(Amara, 2012).

Définis comme substances dont les propriétés chimiques contribuent a la protection
des plantes cultivées et des produits récoltes, les pesticides sont des formulations contenant
une ou plusieurs substances chimiques minérales ou organiques, synthétiques ou naturelles.
La substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche les organismes nuisibles de
s’installer sur les végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux est dénommée substance
active (anciennement denommeée matiere active), a laquelle sont associés dans la préparation
un certain nombre de « formulants» (mouillants, solvants, anti-mousses, ...) qui la rendent
utilisable par ’agriculteur (ACTA, 2005).

Parmi ces composés on retrouve les polyphénols qui font partie de la famille des
molécules organiques anti oxydantes, tout comme les caroténoides, la vitamine C et la
vitamine E , ils sont dotés de multiples vertus thérapeutiques et jouent un réle trés important,
principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires . lls
interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes attaques microbiennes

(surtout fongiques) risquant de causer la perte d’une grande quantité de végétation.(Bruneton,

1999).

La quercétine, I'un des flavonoides naturels les plus couramment présents dans une
grande variété de plantes alimentaires, y compris les oignons rouges, les pommes et les baies,
a démontré collectivement des propriétés biologiques étendues, telles que I'activité
antioxydante, anti-inflammatoire, ergogénique et psychostimulante (Bischoff 2008, Boots et
al., 2008).
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En fait, il semble que plusieurs des effets biologiques de la quercétine puissent étre
expliqués par son activité antioxydante. Des études ont révélé que la quercétine est la plus
puissante des flavonoides en terme de stabilisatrice de radicaux libres et de espéces réactives
de I'oxygene (Boots et al,. 2008). Il semblerait que ce potentiel antioxydant soit di au
groupement catéchol ainsi qu'aux nombreux groupements hydroxyles de la quercétine
(Plouffe, 2010). D’une fagon générale, on ne dispose que de peu de données sur le rdle de la
quercétine dans la protection de systéme pulmonaire contre la toxicité aux pesticides. De ce
fait, le présent travail est consacré a I'étude de 1’effet protecteur préventif de la quercétine vis-
a-vis de la toxicité pulmonaire induite par des pesticides organophosphorés et de
pyréthrinoides. Les pesticides utilisés dans notre étude sont le Deltaméthrine et la Phosalone.
En ce qui concerne I’organe étudié, notre choix s’est porté sur les poumons qui sont le
principal organe exposé aux risques d’intoxications par inhalation lors de I’application des

pesticides sur le couvert végétal.

Le présent travail est structuré en deux parties, la premicre, fait I’objet d’une synthése
bibliographique sur les pesticides tel que les organophosphorés et les pyréthrinoides. Dans
cette partie nous avons projeté la lumiere sur la quercétine dont sans rdle protecteur est
prépondérant. La deuxieme partie comprend notre approche méthodologique de recherche et

traite les résultats obtenus ainsi que la discussion de ces résultats.

-
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CHAPITRE 01 :

LES PESTICIDES




Chapitre 01 : les pesticides -

1. Géneralités sur les produits phytosanitaires:

L'utilisation des pesticides dans l'agriculture remonte au debut de I'agriculture elle
méme et elle est devenue plus prononcée avec le temps en raison de 1’augmentation de la
population d’organismes nuisibles parallelement a la diminution de la fertilité des sols.
Cependant, l'utilisation des pesticides dans l'agriculture remontent au 19eme siecle. La
premiere production de pesticides implique I'utilisation de composés hautement toxiques tels
que l'arsenic (calciumarséniate et arséniate de plomb) et le cyanure d'hydrogéne en 1860 pour
le contrdle des parasites comme les champignons, les insectes et les bactéries. La deuxieme
génération impliquait l'utilisation de produits organiques synthétiques composés (Zacharia et
al., 2011).

Apres 1950, I'utilisation des pesticides s’est beaucoup développée au cours de la
deuxiéme moitié du vingtieme siecle. Plusieurs facteurs ont eu un effet marquant sur cette
évolution tel que (Jeroen B., 2004) : La recherche d'un rendement élevée, la protection de la
qualité des produits alimentaires, une main d’ceuvre plus réduite et de nombreuses substances
ont été découvertes ; ils appartiennent aux familles chimiques des organophosphorés, des

carbamates et des pyréthrinoides.
2. Définition des pesticides :

Le terme pesticide, qui vient du latin cida (tuer) et pest (nuisible), désigne « toute
substance, ou mélange de substances, destinée a inhiber, détruire ou contréler tout organisme
nuisible, incluant les especes animales et végétales indésirables entrainant des nuisances ou
interférant avec la production agricole» (FAO, 2002).

Selon (Vallet, 2002).Le terme pesticide, dérivé du mot anglais « pest », qui désigne
toute espéce végetale ou animale nuisible aux activités humaines. « Ravageurs ». La
terminaison du nom pesticide, en « cide », indique qu’il a pour fonction de tuer les étres

vivant.
3. Classification des pesticides :

Les pesticides sont classés en fonction de la substance active selon la nature de la cible

visée et la nature chimique de la principale substance active (Calvet, 2005).
3.1.Classification selon la nature de la cible visée

Le premier critére de classification repose sur le type parasite a controler. Plusieurs

familles de pesticides appartiennent a ce systeme de classification telles que les herbicides, les
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fongicides et les insecticides qui représentent les trois grandes principalement catégories ainsi
que d’autres regroupées dans le tableau 01 ci-apres.
Tableau N° 01: Classification des pesticides selon le cible visée (INSERM, 2013).

Pesticide utilisation exemple

utilisés contre les insectes Dichlorodiphényltrichloroéthane.,

Les insecticides nuisibles déltamethrine.

utilisés contre les
champignons

Les fongicides phytopathogenes ou vecteurs
de mycoses

animales ou humaines.

Moncozebe, hexaconazol,
chlorothalonil

qui détruisent les plantes
adventices des

Les herbicides cultures et, de facon plus 2-4D, glyphosate
générale, toute

végetation jugée indésirable

Les acaricides qui détruisent les acariens. Abamectine, nicotine

employés contre les nématodes

phytoparasites Bromomethane, chloropicrine

Les nématicides

ou hélicides qui détruisent les

Les Molluscicides .
gastéropodes.

Methiocarbe, mercaptodiméthur

qui tuent les rongeurs comme

Les rodenticides
les rats

Warfarine, phosphure de zinc

destinés a éliminer les oiseaux
ravageurs

Les avicides strychnine

3.2.Classification selon la famille chimique

D’aprés (EI Mrabet & Charlet et al., 2008), et (EI Mrabet, 2007), cette
classification tient compte de la nature chimique de la substance active majoritaire qui
compose les pesticides. Certains d’entre eux peuvent, en effet, étre composés de plusieurs

fonctionnalités chimiques. Les principales familles sont représentées dans le tableau N° 02.

-
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Tableau N° 02: les principales familles chimiques des pesticides, leurs formules chimiques
(El Mrabet, 2007 ; Laurent, 2008)

Famille chimique

Exemple de molécules et
application

Mode d’action /effets

Organochloreés

Procymidone (fongicide)
Fruits, légumes
Lindane (insecticide) ceréales

Non persistants, peu selectifs,
inhibiteurs de 1’AchE, toxique.

Dichlorvos (insecticide)

Interférent avec la fonction de
neurotransmetteur de 1’acide
gammaaminobutyrique (GABA).

Organophosphorés Choux, Pois Persista.nt.st ?io?Pcumulables:
susceptibilité d’étre
perturbateurs
endocriniens et cancérigenes.

Chloroprophame (herbicide) Insecticides a large spectre.
Carbamates Pommes de terre Toxicité par carbamylation de

Aldicarde (insecticide) Asperge

I’ Acetylcholinesterase (AchE)

Analogues d’un insecticide
naturel,

le pyréthre.

Pesticides sélectifs, toxicité pour
les especes aquatiques

Deltaméthrine (insecticide)

Pyréthrinoides Betteraves, tomates

4. Effets toxiques des pesticides :

L'intoxication aux pesticides est une cause importante de morbidité et de mortalite a
travers le monde (Achour et al., 2011). Les pesticides, de par leurs propriétés intrinseques,
représentent un danger potentiel pour I'homme en cas de contact inopiné. Leur usage,
professionnel ou domestique, suscite de nombreuses interrogations guant aux conséquences
déléteres qu'ils pourraient avoir sur la santé. Si les effets des intoxications aigués sont assez
bien connus, les conséquences a long terme, suite a des expositions chroniques, le sont

beaucoup moins (Multigner, 2005).
4.1.Toxicité aigue :

La toxicité aigue résulte d'une exposition ponctuelle d’une maniére accidentelle ou
volontaire a une dose importante de pesticides susceptible d’induire des effets immédiats ou
peu de temps aprés I’exposition (Bencheikh, 2010). Les signes symptomatiques les plus
souvent rencontrés lors d’une intoxication aigué sont les céphalées, les nausées, les
vomissements, les étourdissements, la fatigue, la perte d’appétit et les irritations cutanées ou

oculaires, difficultés respiratoires, convulsions et méme coma (Samuel, 2000).

-
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4.2.Toxicité chronique:

La majorité des intoxications causées par les pesticides n’apparaissent pas dés le
premier contact, mais apres des expositions répétées et a long terme (Lawan et al., 2007). Les
effets chroniques sur la santé liés aux pesticides concernent les cancers et tumeurs, les
troubles du systeme nerveux, des probléemes de reproduction, les effets sur le systéme
immunitaire, la perturbation du systeme endocrinien (Weinberg, 2009).

4.2.1. Effets neurologique :

Baldi et al., (1998) considérent que, & moyen et long terme, trois types d’effets
peuvent se produire, en liaison avec D’exposition aux pesticides; Il s’agit des
polyneuropathies, des troubles neuropsychologiques et de la maladie de Parkinson. Les
organophosphorés font partie de ces pesticides car la neurotoxicité est leur principal mode
d’action (Alavanja et al., 2004) en agissant comme des inhibiteurs irréversibles en formant
une liaison covalente avec le site actif de I’acétylcholinestérase (Lauder et Schambra, 1999)
provoguant ainsi une paralysie des nerfs, une faiblesse musculaire proximale et respiratoire,
mais aussi des troubles neurocomportementaux et neurodégénératifs (maladie de parkinson,
Alzheimer) (Cuppen et al., 2000).

4.2.2. Effetssur la reproduction :

L'exposition aux pesticides peut étre une cause majeure des troubles de la reproduction
chez I'nomme et I'animal (Casas et al, 2010). Les pesticides sont des agents susceptibles de
porter atteinte au processus de fertilité masculine via une toxicité testiculaire. Il a été aussi
remarqué que chez les femmes exposées a ces produits, I’augmentation du risque de mortalité
intra-utérin et diminution de la croissance feetal. Sans oublier les malformations congénitales

et les anomalies du systeme nerveux central (Cuppen et al., 2000).

4.2.3. Effets immunitaire :

L’exposition chronique aux pesticides peut jouer un role dans le développement de
certaines pathologies respiratoires comme l'asthme et la bronchite chronique (Salameh et al.,
2006) mais aussi des pathologies d’ordre immunologiques, induisant une immuno-
suppression ou une immuno-stimulation, en provoquant des maladies auto-immunes ou des

réactions d’hypersensibilité (Cornacoff et al., 1988).

.
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4.2.4. Effets cancérogenes :

De nombreuses études expérimentales constatent que 1’exposition chronique aux
pesticides engendre plusieurs pathologies tel que le cancer. Il est ainsi retrouvé a travers ces
études précédemment citées, des corrélations entre les expositions aux pesticides et des types
tumoraux, comme les tumeurs cérébrales, pulmonaires, hépatiques et gastro-intestinales, les
sarcomes de tissus mous, ainsi que les hémopathies malignes (Capkin et al., 2006). Certains
pesticides ont montré des interférences potentielles avec le bon fonctionnement des
régulations hormonales et ont été baptisés perturbateurs endocriniens. Leur implication dans
la genése de certains cancers hormonodépendants (cancer de la prostate et du sein) est
vraisemblable, mais toutefois pour un nombre limité de molécules (Karami et al., 2011).

5. Les voies de contamination par les pesticides :

L’intoxication aux pesticides constitue un probléme de santé publique dans plusieurs
pays a travers le monde. Selon (EL BAKOURI, 2006), la toxicité des pesticides dépend d’un
certain nombre de facteurs tel que :

— Ladose.

— Le temps pendant lequel la personne est exposée.

— Le degré d'absorption.

— Lanature des effets de la matiére active et de ses métabolites.

— L'accumulation et la persistance du produit dans l'organisme et la "sensibilité"

personnelle (antécédents, patrimoine génétique, etc....) (Berrah, 2011).

Le facteur principal qui conditionne la toxicité de ces produits concerne le mode de
pénétration et le devenir du produit dans 1’organisme, donc il faut retenir qu'il y a trois voies

de contamination :
5.1.La voie cutanée et les muqueuses :

C’est la voie de contamination la plus fréquente et la plus intense. Les liquides
peuvent pénétrer facilement la peau, surtout lorsqu’ils sont présentés sous forme de solutions
huileuses (c'est le cas de nombreux produits), ou lorsqu’on doit ajouter des solvants (ils sont
souvent plus agressifs que les substances actives elles —-mémes). La peau est impermeéable a
I’eau mais pas au corps gras (Lachuer, 2011). Les poudres passent facilement la barriére de la
peau. La conjonctivite de 1’oeil est également trés exposée d’une diffusion trés rapide

(Moundosso, 2013). Certains facteurs favorisent la pénétration par la peau a travers la

-
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transpiration ou la présence de plaie. Et n’oublions pas que la contamination est possible a

travers les vétements s’ils ne sont pas suffisamment étanches (Lachuer, 2011).
5.2.La voie digestive :

Elle est responsable des plus graves empoisonnements en cas de mélange avec les
aliments ou par ingestion accidentelle (Moundosso, 2013). L’empoisonnement par ingestion
directe est assez rare, mais tres fréquent par ingestion indirecte; comme le contact avec les

mains souillées (en mangeant ou en fumant), ou débouchage d’une buse en souftlant avec la

bouche (Lachuer, 2011).
5.3.La voie respiratoire :

Les pesticides peuvent pénétrer facilement les voies respiratoires (Moundosso, 2013).
L’inhalation de poussieres, de vapeurs ou de brouillard permet aux produits de passer
directement dans le sang (par le contact entre I’air et le sang qui s’effectue au niveau des
poumons). Tous les organes sont susceptibles d’étre touchés car, en cas de contamination, les
produits sont véhiculé par le sang , ils sont ensuite éliminés apres transformation par le foie,

ou stockés dans le foie, les graisses, le systéme nerveux...etc. (Lachuer, 2011).
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1. Généralités :

Les pesticides organophosphorés (POP) sont des pesticides organiques de synthese
utilisés essentiellement comme insecticides. Cette classe chimique s’est considérablement
développée durant la deuxiéme guerre mondiale avec la synthése du parathion et du
malathion. Du fait de leur rémanence, les (POP) ont remplacé progressivement les
organochlorés, trés persistants dans I’environnement et trés toxiques pour I’Homme.
Toutefois I'utilisation des POP n’est pas sans risques comme le montre le nombre croissant de
cas d’intoxication parfois gravissimes voire mortelles (Derkaoui A., et al., 2011). 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 développement 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 (Eddleston M et
Phillips MR., 2004).

2. Structure chimique des organophosphorés :

Tous les OP ont la méme structure de base. Il s’agit d’ester d’alcools avec 1’acide

orthophosphorique ou avec I’acide thiophosphorique. (Costa, 2006):
On peut schématiser leur structure chimique comme ci-dessous :

O(S)

Rl — P ——X

R2

Figure N° 01: Structure commune aux esters organophosphorés (Biljana et Milos, 2007)

X : déterminant majeur des classes qui est soumis a I’hydrolyse .

R1 et R2 : groupement diméthoxy, diéthoxy, autre dialkoxy, diamino, chloré ou autre
dialkoxy substitué, trithioalkyl, triphényl éventuellement substitué, constituant mixte.

3. Classification :

Les composés OP ont une structure chimique et un mode d’action commun (Biljana et al.,
2008). Leur formule générale a été définie par Schrader (Fig. 1) (Biljana et Milos, 2007). Le
substituant X est celui qui sera soumis a I’hydrolyse ; selon sa valeur, quatre classes

principales d’importance variable peuvent étre définies :

- La classe I: ou X contient un ammonium quaternaire ; les OP de cette classe

possédent un puissant pouvoir toxique et ne sont pas utilisés en agriculture.

-
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- Laclasse Il : X =F ; les OP de la classe Il sont aussi toxiques que ceux de la classe I,
ils possedent, en outre, une forte tension de vapeur. Ces deux propriétés expliquent
leur utilisation prédominante comme gaz de combat (tabun) tandis que peu d’entre eux
ont été utilisés en agriculture tels que le diméthoate et le fenthion, responsables de la
majorité des déces (Roberts et al., 2003), et le dichlorvos (DDVP) qui est a 1’origine
de la plupart des intoxications aigués.

- Laclasse Il : X = CN, OCN, SCN ou un halogéne autre que F ; les OP de la classe
I11 ont une toxicité intermédiaire entre les classes Il et 1V. Certains, comme le sarin,
ont été également utilisés comme gaz de combat.

- Laclasse IV : X = autre substituant ; les OP de la classe IV regroupent la plupart des

produits en agriculture.

4. Exemple sur les organophosphorés : La Phosalone

La phosalone est un insecticide et acaricide non systémique, a large spectre, utilisé sur les
arbres a fruits décidués, les légumes du jardin, le coton et la pomme de terre. Son activité

insecticide peut durer 12 a 20 jours (Grandjean et Landrigan, 2006).

4.1.Propriétés :

Les Principales propriétés physico-chimiques et toxicologiques de la phosalone sont citées

dans le tableau N° 03 ci-dessous.

Tableau N° 03 : Principales propriétés physico-chimiques et toxicologiques de la phosalone
(Testud, 2001 ; Grandjean et Landrigan, 2006).

S-6-chloro-2, 3-dihydro-2-

Nom chimique oxobenzoxazol- 3-ylmethyl O

CH,
S\ O~

P
Structure chlmlque ClQN/\S/ \O/\CH
| 3
g

Formule chimique

Masse molaire 367,8 g/mole
Point de fusion 42 10 48°C
Solubilité dans I’eau 1.4 mg/la 20°C
Stabilité

Concentré émulsifiable, poudre

Etat physique mouillable, liquide.
DL50 120 mg/kg
DJA 10 pg/kg/jour)

Effets toxiques

.
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4.2.\VVoies metaboliques de la phosalone chez les plantes :

Les voies métaboliques de la phosalone chez les plantes sont illustrées par la figure ci-apreés.

N S
A [l Il
C-‘l—{i —N—CH) —S$—P—(0C2H5)2 m—m—cﬁg —S—P—(0C2H5)2
\ o
PHOSATLONE (RP 11974) Dechlorophosalone
. (RP 11690)
l ‘\‘-\1
\ T \
a A 2 N
a— Nncn »—S—P—(OC2H5) ‘314{/_\‘>—NH . , NH
N I'll = IIlI —_— e I'.
0/'%0 > &0./" \O D”/ \0
Benzoxazolone
Phosalone Oxen (RP 12244) Aglycone (RP 11881) X
chlorobenzoxazolone (RP LS 600174)

A
OH

Y
Ho, OH
C1‘</;\>’NH} Cl Q N QO —* MNsacchande
) D
o Yo OH

N- 1
Chlor inophenl (Rg%c%eggf of 6-chlorobenzoxazolone

(RP 18709)

Figure 02: Voies métaboliques de la phosalone chez les plantes (FAO, 1996)
4.3.Biodégradabilité :

Muttzall et Hanstveit (1989) ont signalé la biodégradabilité inhérente de la phosalone qui a
été déterminée dans l'essai Sturm modifié (OCDE-TG 301B, 1981) pendant une période de
six semaines dans une boue activée prélevée dans un fossé d'oxydation. En raison de la faible
solubilité dans I'eau de la phosalone, la (**C) phosalone, appliquée & des concentrations de 1
et 2mg /|, a été utilisée en plus de la phosalone non marquée afin de mesurer la dégradation
de facon adéquate. La radioactivité dans les pieges a CO, a été déterminée a 1, 2, 3, 4 et 6
semaines. Environ 20% de la radioactivité initiale ont été détectés sous forme de *CO, a la

fin de la sixiéme semaine.

4.4.Photolyse de la phosalone dans I'eau :

Laurent et al. (1977) ont étudié la photodégradation de la phosalone a une concentration de 1
mg / | dans de l'eau tamponnée a pH 5 a 25 ° C. La phosalone est plus stable a I'nydrolyse a

pH 5 (moins de 10% de dégradation apres un mois). La source de lumiere était un arc de
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vapeur de mercure, avec des longueurs d'onde inférieures & 290 nm filtrées. La cinétique de
dégradation a été examinée dans de l'eau distillée et de I'eau tamponnée a pH 5 en utilisant de
la phosalone technique (non radiomarquée), avec des niveaux déterminés par GLC avec un
ECD. La phosalone se décompose tres rapidement, avec une demi-vie de 15-20 minutes dans
I'eau distillée et la solution tamponnée. L'ajout d'acétone (2%) a réduit le taux de dégradation
d'un facteur de 1,5 a 2 mais a également modifié la quantité et la nature des produits de
dégradation.

4.5.Toxicité de la phosalone :

Chez les mammiferes, la toxicité aiglie est modérée. La DLso de la PHO par voie orale se
trouve entre 82 et 205 mg/kg chez les rats males et entre 90 et 170 mg/kg pour les rats
femelles. Elle est comprise entre 73 et 205 mg/kg chez la souris et a été établie a 2000 mg/kg
chez les lapins. Chez les rats, en exposition chronique par voie orale, 2,4 mg/kg. jour est
répertorié comme le niveau le plus bas sans effet sur I’activité de I’AChE plasmatique et 7,5
mg/kg/jour durant 1 mois parait ne pas donner d’effet systémique observable. La toxicité est
trés forte pour les organismes aquatiques. Par exemple, la LCsy pour la truite arc-en—ciel est
de 0.3 2 0.63 mg/l (Grandjean et Landrigan, 2006).

.
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1. Généralités

Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines, substances chimiques
naturellement présentes dans certaines especes de chrysanthemes. lIs ont été introduits sur le
marché au milieu des années 1970, en remplacant les pesticides organophosphorés. Les
pyréthrinoides constituent aujourd’hui la famille d’insecticides la plus utilisées, tant en usage
agricole que domestique (Fréry et al., 2013). Ils sont utilisés pour le traitement des cultures
(céréales, fruits, légumes, vigne ...), pour les applications domestiques (désinsectisation a
large spectre, protection du bois ...) et pour le traitement antiparasitaire a usage humain et
vétérinaire. De part leur utilisation, les pyréthrinoides figurent parmi les substances chimiques
les plus fréquemment retrouvées dans les logements (Bouvier, 2005)

2. Classification

Les pyréthrinoides sont des composés synthétiques organiques ayant un degré élevé de
solubilite dans les lipides (lipophilie). Ces molécules sont classées comme étant de type | ou
de type Il, selon le substituant de la moitié alcool ou acide de la molécule similaire a la
pyréthrine. Cette substitution va également influencer ’effet toxique. Le groupe | est défini de
maniére assez large et comprend 1’Alléthrine, la Perméthrine et la Resméthrine (Matsuo et
Mori, 2012; Soderlund et al., 2002), contenant un groupement qui peut étre soit un
phénoxybenzyl, soit un alcool halogéné. Les pyréthrinoides de type Il sont plus étroitement
définis en fonction de leur structure chimique et contiennent en particulier un groupement
alcool a-cyano 3-phénoxybenzyl. Aussi, certains pyréthrinoides de type Il possédent une
modification de la portion acide de la molécule afin d'inclure un cycle phényle (Bloomquist,
2013). La Bifenthrine, la Cyfluthrine, la Cyhalothrine, la Cyperméthrine, la Fenpropathrine, le
Fenvalerate et la Téfruthrine ont été classés sous le groupe des pyréthroides de type Il
(Matsuo et Mori, 2012; Soderlund et al., 2002).

a. Perméthrine (Typel) b. Cyperméthrine (Type )

ESSUSH LS SV Be

Figure N° 03: formules chimiques développées (a) d’un pyréthrinoide de type I; la
Pemrméthrine et (b) d’un pyréthrinoide de type II; la Cyperméthrine.
(Hermant, 2014).

.
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3. Exemple sur les pyréthrinoides : La Deltamethrine

Le deltaméthrine (DM) est un insecticide a large spectre principalement utilisé pour
protéger les cultures, les fruits et les légumes contre les parasites tels que les acariens, les
fourmis, les charancons et les coléoptéres. La deltaméthrine est considérée comme faisant
partie de la classe d'insecticides disponibles la plus slre avec une toxicité relativement faible
chez les mammiferes en raison de la présence d'un groupe ester dans la molécule (Aldridge
1990, Vijverberg et van den Bercken, 1990).

3.1.Propriétés

La deltamethrine est caractérisée par les paramétres physicochimiques et
toxicologiques resumes dans le tableau ci-dessous :
Tableau N° 04: Principales propriétés physico-chimiques et toxicologiques de deltamethrine
(INRS, 2007 ; Toumi, 2013 ; Shivanoor et David, 2014)

R-3-(2.2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl-cyclopropane
carboxylate de (S)-a-cyano-3-phénoxybenzyle
Br

Nom chimique

/
Br—C\\ O\\ N
Lo CH C—0, #
Structure chimique ><°?“< g Q
H n H C
CH, o
Formule chimique Ca2H19BroNOs
Masse molaire 505,20 g/mole
Point de fusion 90 °C
Solubilité dans I’eau <0.0002 mg/1 a 25°C
Stabilité Cristaux blancs
Etat physique Cristaux blancs
DLso 2000 mg/kg chez le lapin
DJA 100 a 150ug/kg/
Effets toxiques M¢édiatement toxique (irritation, inflammation, ...)

3.2.Toxicité de la deltamethrine

Une abondante littérature disponible sur la toxicocinétique de cet insecticide révele
que, chez les mammiferes, I'étape primaire de détoxification est le clivage de I'ester suivi de
I'hydroxylation (Casida et al., 1983). Le taux de désintoxication est tres élevé chez les
mammiféres que chez les insectes, ce qui conduit a un taux élevé de toxicité pour les insectes
et les mammiferes (Elliot, 1976 ; Aldridge, 1990). En solution, dans un solvant non aqueux,
la deltamethrine présente sa plus faible DLsy de 19mg/kg par voie orale chez la souris et

d’environ 130 mg/kg/j chez le rat (IPCS, 1990). La toxicité de DM par voie cutanée est

0
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faible; la DLso correspondante est supérieure a 800mg/kg chez le rat et supérieure a 2000
mg/kg chez le lapin (INRS, 2016). L’intoxication aigué se manifeste chez le rat et la souris
par les signes suivants: hypersalivation, diarrhée, dyspnée, faiblesse, défaut de coordination
motrice, hypotonie, tremblements, mouvements cholériformes, tachycardie, difficultés
respiratoires et convulsions cloniques. Les paralysies des muscles respiratoires sont
susceptibles de conduire a la mort. La sévérité des symptdmes est corrélée a la concentration
de DM dans le cerveau (He et al., 1989 ; INRS, 2016). La deltamethrine provoque une
salivation excessive, secousses cloniques, mouvements involontaires, convulsions toniques et
cloniques. On a noté aussi des altérations neurologiques avec démyélinisation (Scassellati et
al., 1994 ; Toumi, 2013).
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1. Définition de stress oxydant:

Le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production des radicaux
libres et la destruction par des systemes de défenses antioxydants (Angelos et al., 2005)..Ce
déséquilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par
I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport

et/ou de production d’antioxydants (Kirschink et al., 2008).
2. Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont une forme particuliere d'espéces chimiques (atomes ou
molécules) qui possédent un électron célibataire (ou non apparie) (Angelos et al., 2005) sur
son orbitale externe (couche de valence). Cet électron célibataire offre une tres grande
réactivite chimique. Ces radicaux libres sont produits dans tous les tissus et cellules de
I'organisme et peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme
cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acide nucléiques (Angelos
et al., 2005).

2.1.0rigine des radicaux libres :

Il existe deux origines de radicaux libres ; endogéne et exogene.

Radicaux libres endogéne :

La principale source des radicaux O, et H,O,, pendant le métabolisme énergétique
cellulaire, est la chaine respiratoire (Daverman et al., 2002). Les mitochondries ont été
identifieées comme responsables de I'initiation de la plupart des réactions des radicaux libres se
produisant dans les cellules (Fusco, 2007), I’oxygéne est réduit a 95 % dans les mitochondries
(centrale énergétique de la cellule) par voie enzymatique en molécule non toxiqgue comme
H,O (Belkheiri, 2010). 1l y a également d'autres sources cellulaires des radicaux libres telles
que l'enzyme xanthine oxydase joue un rdle important dans la production des ERO
(particulierement Oy et H,O,) (Belkheiri, 2010).

Radicaux libres exogeéne :

Les facteurs environnementaux contribuent également a la formation d'entités radicalaires
ou de ROS, ou dans les phénoménes d'irradiation UV, X, gamma, réaction photochimique. En

outre, les champs électriques, des résidus de la fumée de cigarette, l'alcool ou méme certains
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médicaments sont une source importante des radicaux libres par oxydation des composes au

niveau du cytochrome Pyso (Favier, 2003).

2.2.Types des radicaux libres

Radicaux libres de ’oxygene (ROS)

Les espéces réactives de I'oxygeéne (ERO) sont des molécules contenant de 1’oxygene,

mais dont la réactivité est bien supérieure a celle de ’oxygéne présent dans 1’air (Mac, 2007).

2.2.1.1.Radicaux superoxyde (O;")

L'anion superoxyde (O") est un dérivé tres réactif de I'oxygéene. Il est produit au cours du
métabolisme mitochondrial a la suite de la réaction suivante :
O,+e— 0,
Relativement stable, il n'est pas trés toxique pour l'organisme. Mais il est a I’origine de

cascades de réactions conduisant a la production de molécules tres nocives (Pastre, 2005).

2.2.1.2.Radicaux hydroxyle (OH")

Le radical hydroxyle est un des oxydants les plus réactifs et le plus dangereux du systeme
biologique reagit avec les lipides, polypeptides, protéines, et ADN, spécifiquement les deux
bases azotiques la thymine et la guanine (Sayre et al., 2008). Il existe également d’autres
radicaux libres hydroxyles représentés par les radiations ionisantes, le rayonnement ultraviolet
et les ultrasons (Delattre, 2003).

2.2.1.3.Radical peroxyde H,0,

Au niveau de la mitochondrie, le peroxysome, et les microsomes sous ’action catalytique
du superoxyde dismutase (SOD), le radical superoxyde O, est réduit en peroxyde
d’hydrogene.

O, +0;" +2H" - H0, + O

Le peroxyde d'hydrogéne H,O, n'est pas une espéce radicalaire, est un oxydant trés
puissant moins réactif que certains autres ERO, il n'est pas chargé et peut donc diffuser trés
facilement a travers les membranes. Joue un rdle important dans le stress oxydant. Qui

provogue des dommages causés par oxydation aux macromolécules (Stief, 2000).
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2.2.1.4.0xygeéne singulet (*O.)

Forme excitée de I’oxygéne moléculaire, est souvent assimilée & un radical libre en raison
de sa forte réactivité (Delattre et al., 2005). Lorsque de I’énergie est apportée a I’oxygene,
celui-ci passe a I’état singulet qui représente la forme activée. C’est une forme trés

énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de nombreuses molécules. (Kahina, 2011)

Radicaux libres nitrogenes
2.2.1.5.L’0xyde nitrique ('NO)

Le monoxyde d'azote (ou oxyde nitrique) est un radical libre ubiquitaire synthétisé a partir
de l'arginine grace a l'action d'enzymes appelées NO synthases. Le monoxyde d'azote est
susceptible de réagir avec d'autres radicaux libres pour former des espéces oxydantes. Ainsi il
est capable de réagir avec O, pour donner le peroxynitrite ONOQO", oxydant puissant vis-a-vis
de nombreuses molécules biologiques (Arora, 2002)

2.2.1.6.Le peroxynitrite (ONOOQO)

Le peroxynitrite est un oxydant puissant résultant de la réaction du radical NO® avec le

superoxyde (Delattre, 2003)

3. Conséquences du stress oxydant

Le stress oxydatif traduit par des dommages oxydatifs de 1’ensemble des constituants
cellulaires : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et

de cancérisation (Blandine, 2006)
3.1.Peroxydation lipidique

La Peroxydation lipidique est un effet majeur des radicaux libres. La plupart des
membranes des cellules sont riches en acides gras polyinsaturés, et sont donc tres sensibles au
stress oxydant. La plupart des aldehydes produits aprés lipoperoxydation sont tres réactifs et
peuvent étre considéres comme des secondes messagers toxiques qui augmentent les
dommages initiaux dus aux radicaux libres. Les aldehydes les plus étudies sont le 4-
hydroxynonenal (4-HNE) et le dialdehyde malonique (MDA).

Certains produits de la peroxydation contribuent a 1’adaptation des organismes aux conditions

de I’environnement ou encore a la différenciation cellulaire. (Celine,2005).
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3.2.0xydation des protéines :

De fagcon comparable a I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre
oxydées par les ROS. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyle dans la
protéine. Ces réactions d'oxydation, fréqguemment influencées par les cations métalliques
comme le Cu®* et le Fe®*, peuvent étre classées en 02 catégories :

a) celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique,
b) les modifications des peptides par l'addition de produits issus de la peroxydation lipidique.

Ces changements sont tels qu'ils conduisent a une modification structurale des protéines
dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de la
sensibilité aux protéases) (Favier, 2003).

3.3.0Oxydation des glucides

Les cibles glucidiques sont essentiellement le glucose et les protéoglycanes du cartilage.
L’oxydation au sens large du glucose est aussi appelée « glycosoxydation » et regroupe en fait

2 mécanismes possibles (Halliwell et Gutteridge, 2007):

- Soit oxydation au sens strict du glucose, donnant des dérivés carbonyles susceptibles
de reagir avec une protéine, pour aboutir a la formation de «produits finaux de

glycosylation » ou PFG.

- Soit formation d’une liaison covalente entre un ose et les groupements aminés libres
d’une protéine: on parle de « glycosylation non-enzymatique des protéines ». Cela
forme une protéine glyquée, qui peut étre attaquée par des ERO telles que HO™ ou

NOj3 pour former des PFG.
3.4.0xydation de PADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut réagir avec
OH’ pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec
la cytosine, s’associera avec l’adénine, entralnant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des altérations du message genétique impliquées dans le déclenchement du

cancer et le vieillissement (Arnot, 2006).
4. Les systémes de défenses antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, l’organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydants. Les antioxydants, « substances présentes en faible

.



Chapitre 04 : le stress oxydant

quantité capables de retarder ou de prévenir l'oxydation d'une substance oxydante» (Hozawa
et al., 2007).

4.1.Quelques systemes antioxydants enzymatiques

Glutathion peroxydase ( GPx)

Les peroxydases sont des enzymes capables de détoxifier le peroxyde d'hydrogene et
d'autres hydroperoxydes (en particulier d'origine lipidique). En couplant la réduction de
I'nydroperoxyde avec l'oxydation d'un substrat réducteur. La dénomination des peroxydases
dépend de la nature de ce substrat réducteur, dont chaque enzyme est spécifique. Deux
molécules de glutathion cédent deux H au peroxyde d'hydrogéne. Les deux glutathions
forment une liaison disulfure alors que le peroxyde d'hydrogene devient deux molécules d'eau
(H20). (Dellatre,2003)

H20:+2GSH — 2H,0+GSSG

Glutathion S-Transférases ( GST)

Réduit les hydroperoxydes en alcools, mais ne réduit pas 'H,0,. (Garait, 2006).
GST
ROOH + 2 GSH ---------------- > ROH + H,0 + GSSG

4.2.Quelques systémes antioxydants non-enzymatique

Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent (effet scavenger) avec les oxydants
et soit stoppent, soit ralentissent les processus d’oxydation antioxydants s’oxydent en dérivés
stables, ou persistent pendant un certain temps sous forme radicalaire. Ces formes radicalaires
peuvent devenir des prooxydants. Comme évoqué précédemment, ces antioxydants se divisent
en deux principales catégories, les endogenes (molécules issues de la biosynthese), et les

exogenes (vitamines, oligoélements, ou antioxydants de synthese). (Benaissa, 2012).

Glutathion (GSH)

Il s’agit d’un tripeptide qui joue un role a divers niveaux dans la lutte contre le stress
oxydant. Le glutathion (GSH) peut interagir directement avec les espéces oxygénées activees
mais il est principalement utilisé comme substrat de la glutathion peroxydase qui assure

I’élimination des lipides peroxydés (Jones, 2002).
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1. Généralité :

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

I’organisme, qui doit donc ’apporter d’origine extérieure (Milane, 2004).

2. Propriétés de la quercétine :

Le tableau 05 présente les principales caracteristiques physico-chimiques et
biologiques de la quercétine.
Tableau 05 : Principales caractéristiques de la quercétine (Leclerc, 2012 ; Godoy et al.,
2016 ; FAO, 1969)

3,3',4',5,7-pentahydroxy-2-phénylchromén-4-one

Nom et Formule chimique (C15sH1007)

Structure

Poudre blanche peu hydrosoluble (3 & 4 g/L selon pH)

Proprietés Physicochimiques et non volatile (tension de vapeur < 1 u Paa 25-C)

Classement réglementaire T : Directive 67/548/EEC
Demi-vie sur le sol comprise entre 4 a 6 jours.
Persistance d’action Délai d” emploi avant récolte selon le type de
culture
Teneurs max en résidus dans et sur les 0,03 (Thé noir) a 1800 (Céapre) mg/kg selon le
denrées type de culture

161 mg/kg/j (oral chez les rats)

100 mg/kg (intraveineux chez les lapins)

SNC : ataxie et trémulations. Foie : hypertrophie
lobulaire.

Résultats équivoques sur tests in vitro, négatifs
sur tests in vivo

Reprotoxicité Pas d’effet tératogene ni foetotoxique (rat, lapin)

DLso
Organes cibles

Génotoxicité

.
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3. Meétabolisation de la quercétine :

La quercétine est ensuite métabolisée dans les entérocytes et les hépatocytes (cellules
du foie) ou elle subit la glucuronidation, la sulfatation ou la O-méthylation avant d'entrer dans
la circulation sanguine pour étre transportée vers d'autres tissus (Day, 2001). Les conjugués
de quercétine sont transportés dans le sang et communément distribués par les albumines
(molécules transportant) atteignant pratiquement tous les tissus, méme les tissus du cerveau en
raison de la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique. Des études chez I'animal
ont montré sa présence dans le cdlon, le foie, les reins, les muscles, les poumons et le cerveau
(Deboer, 2005). La quercétine et ses métabolites sont éliminés par les reins et excrétés par
I'urine (Olthof, 2000). Il est intéressant de noter que la quercétine a une longue demi-vie
d'élimination (temps requis pour eliminer 50% de la quantité totale de la substance) jusqu'a 28

heures, ce qui favorise son accumulation dans le plasma Avec sa prise continue (Egert, 2008).
4. Biodisponibilité de la quercétine :

On retrouve la quercétine dans une grande variété d’aliments incluant le thé, les
oignons, les pommes, les brocolis ainsi que dans certaines graines et fruits oléagineux tels que
les noix.

Tableau N° 06: Concentration en quercétine dans divers fruits et légumes ainsi que dans

diverses boissons (Aherne et O'Brien, 2002).

concentration en quercétine *

Canneberge 149

Myrtille 10,5-16

Pomme 2-7;2;10-26
Brocoli 3:;3,7:;18:;0,6
Ciboulette 10,4 ; 30

Feve 2:134

Laitue 0,2-3;32;1-9; 47
Oignon blanc 28-49 ; 18-63 ;41 ;54 ;35
Jus d’orange 0,34-0,57

Thé vert 1,4-2,3:;0,11

Vin rouge 0,4-1,6 ; 0-0,2

* les valeurs données sont en mg/100g pour les fruits et les légumes et en mg/100ml pour les
boissons.

5. Mode d’action de la quercétine :

La quercétine peut d’abord piéger directement un radical libre et réagir avec lui pour le

stabiliser, selon I’équation suivante :
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Quercétine (OH) + R" -------=-mmmmem- > Quercétine (O') + RH

Ou le R" est le radical libre et le RH est le radical libre oxygéné. Ici, c’est le groupement
hydroxyle (OH) de la quercétine qui réagit avec le radical libre (O°). Il en résulte une
oxydation de la quercétine par le radical libre qui lui devient inactif (Nijveldtet et al., 2001).
Ce sont les deux hydroxyles du groupement catéchol ainsi que accéder au paramétre de
I’insaturation en 2,3, conjugué a la fonction 4-oxo, du noyaux C qui sont responsables de la
capacité antioxydante de ce flavonoide (Bors et al., 2001). Une maniére de palier a ce
manque de solubilité consiste a conjuguer la quercétine pour former un complexe capable de
rester en suspension dans le milieu aqueux. Elle est aussi capable d’associer avec certaines

molécules solubles comme la cyclodextrine (Ficarra et al., 2002 ; Calabrd et al., 2004).

6. Toxicité de la quercétine :

A plus fortes doses (>40 uM), la quercétine aurait un effet pro-oxydant en favorisant la
formation de radicaux libres (Sakao et al., 2009). Ce stress oxydatif entrainerait des
dommages a I’ADN irréversibles, conduisant au déclenchement de 1’apoptose (Manouchehri
et al., 2016). La quercétine utilisée a de telles concentrations aurait donc un effet
thérapeutique, et préventif (Turner et al., 2016). De facon surprenante, cet effet
proapoptotique de la quercétine cible spécifiquement les cellules malignes en épargnant les

cellules saines. L’origine de cette spécificité n’est pas encore clarifiee (Guillaume, 2010).
7. Effets de la quercétine sur ’organisme :

La quercétine est trés reconnue comme produisant des effets physiologiques précis.

7.1.Activité anticancéreuse :

Le cancer a été trouvé dans soixante différentes parties du corps humain et nécessite
actuellement de nouvelles thérapeutiques pour son traitement. La quercétine a été signalée
comme un puissant agent anticancéreux au cours d'études in vitro sur diverses lignées de
cellules cancéreuses et d'études in vivo sur des rongeurs, en particulier des souris (Dajas,
2002) . La quercétine a un potentiel de piégeage des radicaux, par conséquent, il est capable
de prévenir le cancer induit par le stress oxydatif (Baghel et al., 2012). L'action chimio-
protectrice de la quercétine a travers l'apoptose et la métastase contre les lignées cellulaires
tumorales en font un candidat puissant en tant qu'agent anticancéreux potentiel (Gibellini et
al., 2011). De plus, la quercétine en association avec l'injection intratumorale de doxorubicine

a été rapportée comme augmentant les réponses immunitaires contre la croissance des
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tumeurs mammaires (Du et al., 2010). Cependant, au cours d'une étude in vitro utilisant des
cellules MCF-7 humaines (Michigan Cancer Foundation-7), il a été rapporté que la quercétine
inhibe I'angiogenése dans le cancer résistant au tamoxifene dans les cellules mammaires (Oh
et al., 2010).

7.2.Activité antioxydante :

La quercétine est capable de piéger les espéces réactives de I'oxygene et son potentiel
antioxydant est attribué a cette activité de piégeage des radicaux libres (Boots, 2008). Au
cours d'études in vitro, le comportement antioxydant rend la quercétine capable d'inhiber la
formation de la cataracte causée par le stress oxydatif dans des lentilles ophtalmiques de rat
cultivées dans un environnement de peroxyde d'hydrogéne (Stefek et Karasu, 2011).
Récemment, une étude in vivo a montré que les dommages oxydatifs provoqués par un
composé industriel CCI4 peuvent étre efficacement réduits en utilisant I'extrait méthanolique
de Heterotheca inuloides contenant de la quercétine (Coballase-Urrutia et al., 2013). De
plus, on a également rapporté que la quercétine a montré un effet inhibiteur in vivo contre la
peroxydation des lipides induite par le tert-butylhydroperoxyde dans les spermatozoides
humains (Moretti et al., 2014). Dans une autre étude, la quercétine a une dose de 25-50
mg/kg ont montré un comportement antioxydant contre le stress oxydatif causé par le diabéte
sucré induit par la streptozotocine chez le rat (Maciel et al., 2013). De plus, la quercétine a
également été décrite comme un antioxydant efficace et stabilisant dans le polyéthylene avec
une dose de 250 ppm, une augmentation de la stabilité résiduelle a long terme du polymeére a
été decrite (Tatraaljai et al., 2014). En outre, les complexes quercétine-cadmium ont
également été rapportés comme ayant une valeur de constante de stabilité (Kf) plus élevée, il
est donc proposé dutiliser la quercétine comme agent chélateur dans le traitement de

chélation pour I'élimination des ions métalliques toxiques (Ravichandran et al., 2014).

7.3.Activité anti-inflammatoire :

Sous D’action de la cycloxygénase et la lipoxygénase, I’acide arachidonique est
métabolisé respectivement en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des phénomeénes
inflammatoires. Une étude de Landolfi et son groupe a montré que certains polyphénols sont
capables de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique dans les plaquettes (Plouffe,
2010). La quercétine est indiquée dans toutes les situations inflammatoires parce qu’elle
inhibe la formation des médiateurs de 1’inflammation : les prostaglandines et les leucotriénes,

en méme temps que la libération de I’histamine. Cette activité est particulierement
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intéressante dans le cas de D’asthme, le leucotriecne B4 étant un puissant constricteur
bronchique. La quercétine aide également a diminuer la formation et la libération de
prostaglandines pro-inflammation et de thromboxanes tout en ralentissant les substances

réactives de ’anaphylaxie, un déclencheur-clé de I’asthme (Boots et al., 2008).

7.4 Activité Antibactérienne et antivirale :

Des flavonoides ayant une activité antivirale ont été identifiés depuis 1940, mais des
tentatives ont été faites recemment, pour faire des modifications synthétiques pour améliorer
leur activité antivirale. D’aprés (Dos Santos et al., 2014), la quercétine et quercétine 3-O-
glycosides possedent une activité antivirale contre un arbovirus qui induit la fiévre de
Mayaro. La quercétine aussi exerce un effet antibactérien en empéchant la croissance du
Helico bacter pylori (Ramos et al., 2006).

7.5.Protection cardiovasculaire:

La quercétine joue un role dans la réduction des maladies cardiovasculaires et cette
propriété est attribuée a sa nature anti-inflammatoire (Russo et al., 2012). Lors d'une étude in
vitro sur des arteres isolées de rats, il a été démontré que la quercétine sous sa forme a-
glycane est un vasodilatateur (Larson et al., 2012). Les données epidémiologiques montrent
une corrélation positive entre un régime riche en quercétine et une réduction des problémes
cardiovasculaires (Jan, et al., 2010). Cependant, la quercétine a également été rapportée pour
une réduction des facteurs de risque cardiovasculaire y compris le fibrinogéne et la protéine
C-réactive humaine chez les souris transgéniques humaines (Kleemann et al., 2011). De plus,
une étude in vivo chez la souris a indiqué que, en raison de son effet anti-inflammatoire, la
quercétine est également capable de prévenir I'anévrisme de l'aorte abdominale induit par le

chlorure de calcium (Wang et al., 2012).

7.6.Activité anti thrombotique :

Les chercheurs ont conclu gue la quercétine exercait ses effets antithrombotiques en se
liant de facon sélective aux plaquettes des thrombus dans les parois des vaisseaux sanguins et
en restaurant une synthese normale des facteurs décontractants dérivés de I’endothélium et de
la prostacycline. Cette derniere inhibe I’agrégation plaquettaire et est un puissant
vasodilatateur. La coagulation commence lorsque des plaquettes sanguines se fixent
ensemble, un processus appelé agrégation plaquettaire. Le déclenchement courant de
I’agrégation plaquettaire se fait par du collagéne exposé lorsqu’un vaisseau sanguin est

endommagé, notamment par une plaque artérielle. Une récente étude a évalué les effets de la
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quercétine sur une agrégation plaquettaire induite par du collagéne (Kaneider et al., 2004).
La quercétine combat aussi les maladies cardiovasculaires par ’inhibition de la prolifération
et de la migration des cellules musculaires lisses qui tapissent les artéres coronaires (Pace-
Asciak et al., 1995). Des études épidémiologiques ont montré une réduction de la mortalité a
long terme par maladie coronarienne chez les personnes ayant une alimentation riche en
flavonoides incluant la quercétine. Les chercheurs ont constaté que la quercétine préservait le
fonctionnement énergétique dans les cellules du cceur aprés les Iésions d’ischémie-reperfusion
(Bartekova et al., 2010) .

7.7.Activité hépatoprotectrice :

Une étude in vivo chez des gerbilles stéatohépatites non alcooliques a montré que les
gerbilles administrées par voie orale a la quercétine présentaient une diminution des dépdts de
graisses dans les cellules hépatiques, protégeant ainsi les cellules hépatiques de la fibrose
(Ying et al., 2013). De plus, l'étude in vivo chez la souris concernant le mécanisme
hépatoprotecteur de la quercétine a indiqué que c'est I'nemeoxygénase qui declenche la
fonction de la quercétine contre I'hépatotoxicité induite; I'hépatoprotectivité a ensuite été
observée par la diminution de la concentration plasmatique de l'alanine aminotransférase
(Lekic et al., 2013). Des dommages oxydatifs induits par I'éthanol dans les hépatocytes de rat
ont été rapportés comme pouvant étre guéris avec I'administration de la quercétine (Liu et al.,
2012). L'hepatoprotectivité de la quercétine suggere que son administration peut étre utile
pour prévenir les dommages au foie, ainsi la quercétine peut étre un produit naturel approprié

comme agent hépatoprotecteur.

7.8.Activité neuroprotectrice :

Diverses études in vitro et in vivo suggerent fortement que la quercétine peut traverser
la barriere hémato-encéphalique dans le cerveau (Faria et al., 2014). Cela ouvre de nouvelles
perspectives dans la recherche et les applications cliniques de la quercétine. Plusieurs troubles
neurologiques y compris la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer et la dépression, ont
été associés a une neurodégénérescence induite par les radicaux libres. La quercétine a été
trouvée pour protéger les neurones (dans les cultures cellulaires) contre le stress oxydatif

induit par les toxines et les peroxydes (Heo et Lee, 2004).
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Matériel et méthodes

MATERIEL ET METHODES :

1. Matériel :

1.1.Produits chimiques et choix des doses :

Pour la réalisation de cette étude, nous avons utilisé deux pesticides ; la phosalone et la
deltamethrine, seuls ou en mixture & des doses consecutives de 02 ml/kg/j pour la phosalone
et de 1 ml/kg/j pour le deltamethrine et un flavonoide; la quercétine avec une dose de 01
ml/kg/j, administrés subchroniquement par voie orale pendant 15 jours. La solution de
deltamethrine est préparée a partir de sa forme pure (Deltamethrin®) fabriqué par Averstar
industrial Co., Ltd, Sz, La Chine, que I’on dilue dans I’eau distillée. La solution de phosalone
est élaborée a partir de la solution commerciale Zolone®,(Cheminova, 500g de matiére active
par litre, Lemvig, Danemark). La solytion de la quercétine a été preparée a partir de

quercétine pourchassee de Sigma Aldrich, Germany.

1.2.Matériel biologique :

L’étude est réalisée sur des lapins males au nombre de 40 agés de quatre a six semaines et
pesants environ 800 a 1100 g provenant de I’institut Pasteur d’Alger. Ils étaient hébergés dans
des cages métalliques marquées d’une étiquette porte le type de traitement et le numéro donné
pour chaque lapin. Les cages et le locale sont nettoyés quotidiennement jusqu’a la fin de
I’expérimentation afin d’entretenir les conditions d'hygi¢ne appropriées. Les animaux avaient
un acces libre a I’eau et a une alimentation standard (granulé) et étaient soumis a des

conditions de température de 22 a 26°C et d’éclairage naturel.

2. Généralités sur le lapin :

Le lapin domestique est un lapin européen qui a été domestique. Issus du «lapin de
garenne» sauvage (Oryctolagus cuniculus L.). Son but premier est la production de viande,

mais il permet également la production de poils et de fourrures (Quinton, 2009).
2.1.Classification du lapin domestique :

Le nom scientifique du lapin européen, Oryctolagus cuniculus, a été donné par Linnéen
1758. L’étymologie du genre Oryctolagus vient du grec oruktés (fouisseur) et lagos (lievre).
Ce petit mammifére placentaire fait partie de la sous- famille des Léporinés, qui comprend
aussi les liévres, et de la famille des Léporidés incluse dans 1’ordre des lagomorphes, comme
les pikas (Lebas, 2000 ; Rougeot, 1981).

.



Matériel et méthodes

Tableau 07. Classification du lapin domestique (http://animaux.org/lapin-domestique.htm).

Régne Animal
Embranchement Chordé vertébré
Classe Mammifere placentaire
Ordre Lagomorphe

Famille Léporide

Genre Oryctolagus

Espece Cuniculus

Nom commun Lapin domestique

3. Méthodologie :
3.1.Entretien des animaux :

Aprés une période d’adaptation de 25 jours dans une animalerie aménagée dans le
département de biologie, Faculté des Sciences, Université de Teébessa, les lapins ont été
répartis en huit (08) lots a raison de cing (05) lapins par lot. Les lapins sont entretenus dans
des cages métalliques et nourris en alimentation libre d’un concentré sous forme de granulé
énergétiquement équilibré composé de mais 62 (%), le soja 26 (%), phosphate 1,6(%),
cellulose 1,0(%), minéraux 1,0(%), vitamines 1,0(%).
Les lapins sont répartis comme suit :
- Lot N°01 : Temoin (recoit ’ecau minérale par gavage 1.5 ml/kg/j pendant 15 jours).
- Lot N°02 : Phosalone (recoit 02 mg/kg/j pendant 15 jours).
- Lot N°03 : Deltamethrine (recoit 01 mg/kg/j pendant 15 jours).
- Lot N°04 : Quercétine (recoit 01 mg/kg/j pendant 15 jours).
- Lot N°05 : Phosalone + Deltamethrine (recoit 02 mg/kg/j de PHO et 01 mg/kg/j de
DM pendant 15 jours).

- Lot N°06 : Phosalone + Quercétine (recoit 02 mg/kg/j de PHO et 01 mg/kg/j de
QR pendant 15 jours).

- Lot N°07 : Deltamethrine + Quercétine (recoit 01 mg/kg/j de DM et 01 mg/kg/j de
QR pendant 15 jours).

- Lot N°08: Phosalone + Deltamethrine + Quercétine (recoit 02 mg/kg/j de PHO,

01mg/kg/j de DM et 01mg/kg/j de QR pendant 15 jours).
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[ o)

= 05Témoins

- 05traités par la Phosalone

~|  05traités par le Deltaméthrine

Sacrifice et récupération
des poumons

- 05traités par la Quercétine

05traités par la Phosalone et le
Deltaméthrine

25 jours d"adaptation
1

05traités parla Phosalone et la
Quercétine

Aprés 15 jours de traitement j

05traités par le Deltaméthrine et la
Quercétine

05traités par la Phosalone +le —

Deltaméthrine + la Quercétine Proteines MDA, GPx, GSH

[ Métabolites: ][ Biomarqueurs de stress: ]

Figure 04 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental

3.2.Mesure de poids des lapins:

La mesure de poids des lapins témoins et traités a été effectuée chaque 24 H, a I’aide
d’une balance électronique, avant chaque gavage afin de déduire la dose de pesticides a

administrer et de connaitre I’effet de ces derniers sur le poids des lapins.

3.3.Sacrifice des animaux :

Matériel :

Le matériel utilisé pour le sacrifice des animaux et la dissection sont cités dans I’annexe.

Méthode :

Les lapins ont été pesés puis sacrifiés, et ce, un jour aprés avoir recu leur dernier gavage
afin de laisser aux produits le temps de se métaboliser. Cette étape a été suivie par la
dissection des animaux sur une planche de dissection aprés avoir fixé les pattes ainsi que la
peau a I’aide d’épingles. Par la suite, une incision a été faite tout le long de la ligne médiane

ventrale a ’aide d’une paire de ciseaux.




Matériel et méthodes

Les poumons ont été extraits du corps des lapins et rincés avec de sérum physiologique
(NaCl a 0.9%) puis pesés a I’aide d’une microbalance d’une marque (PHILIPS Precision®)
pour ensuite &tre mis dans des boites de prélevement et les conserver dans le congélateur a

une température de (— 20 C°) afin de stopper I’activité enzymatique.

Poids relatif des poumons (PRp) :

Apres le sacrifice des animaux, les poumons ont été rapidement prélevés et rincés dans
I'eau physiologique sérum physiologique (NaCl a 0.9%) puis séchés a I’aide d’un papier
absorbant et peseés.

Le poids relatif des poumons (PRp) est calculer selon le rapport entre le poids des
poumons et le poids total du lapin suivant la formule suivante :

P
PRp (g/100g PC) = %xlOO

PRp : poids relatif des poumons (g/100g PC).
PC : poids corporel (g).
Pp : poids des poumons (g).

4. Préparation des solutions :

Le protocole de préparation des solutions pour dosage des différents parametres est illustré
dans I’annexe.

5. Préparation de ’homogénat :

Quatre grammes de tissu pulmonaire ont été homogénéisés dans 08 ml de solution de
tampon phosphate salin (TBS ; pH 7,4). Ensuite les homogénats ont été centrifugés a 3000
t/min pendant 15 min a 4°C et le surnageant résultant a été utilisé pour la détermination de
taux de proteines, MDA, GPx, et le GSH.

6. Evaluation des parametres biochimiques

Dosage des protéines :

Le dosage de protéines totales est effectué selon la méthode de (Bradford, 1976) en
ajoutant a 100ul du culot II, 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie (BBC). La solution
de BBC, se prépare comme suit: 100 mg de BBC est homogénéise dans 50 ml d'éthanol,
ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a 85% est additionné au mélange et ensuite
compléter a 1000 ml avec l'eau distillée. Celui-ci révele la présence des protéines en

les colorants en bleu. L'absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d'onde

.
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de 595 nm. La gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de

beeuf (Annexes).

7. Evaluation des parametres de stress oxydatif

7.1.Dosage de glutathion (GSH) :

Le dosage du glutathion est reéalise selon la méthode de Weckbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-
mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, 1’échantillon
(cytosol/matrice) doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalycilique (0.25%) afin de
proteger les groupements-SH du glutathion. Briévement ; les échantillons (200mg de tissu)
sont mis individuellement en présence de 8 ml de solution d’EDTA (Acide Ethylene Diamine
Tétra Acétique) a 0,2M. Le mélange mis dans des glagons est broyé a 1’aide d’un pilon en
porcelaine. L’homogénat est ensuite déprotéinis¢ en prenant 0.8 ml de ce dernier auquel on
ajoute 0.2 ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%. Le mélange eSt vortexé
et laissé pendant 15 min dans un bain de glace, et centrifugé ensuite pendant 5 min a 1000
t/min. 0.5ml du surnagent est prélevé auquel est ajouté 1ml de tampon tris-HCL+EDTA
(0.02M), pH 9.6. Au mélange est ajouté 0.025 ml de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) a 0.01M dissous dans le méthanol absolu. Le mélange est laissé reposer pendant 5
min a température ambiante et ’absorbance est mesurée a 412 nm.

v' Expression des résultats :

DOx1x1.525 q
13133 x 0.8 x 0.5 x mg de protéine X

GSH nM/mg de protéine =

e 13133: constante d’absorption des groupes SH a 412 nm.

e DO: la lecture d’absorbance par le spectrophotometre.

e 1.525 ml: volume total de mélange.

e 0.5 ml: volume de solution surnagent.

e 1: volume de mélange de protéine

e 0.8ml: volume de solution homogeéne sans protéine existe dans 1ml.
e GSH: concentration de glutathion.

d : facteur de dilution.

.
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7.2.Dosage de glutathion peroxydase (GPX) :

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler
(1984), en utilisant H,O, comme substrat. Un volume de 0.2 ml de cytosol/matrice est
récupéré dans un tube contenant 0.4ml de GSH 0.1mM et 0.2ml de tampon phosphate
0.067M, pH 7.8. Le mélange est incub¢é au bain marie a 25°C pendant 05min. 0.2ml d’H,0;
1.3mM est ajouté pour initier la réaction. Aprés 10min 1ml de TCA 1% (acide tri chloro-
acétique) est rajouté dans le but d’arréter la réaction et le mélange est mis dans la glace
pendant 30 min et centrifugé durant 10 min a 3000 t/mn. Un volume de 0.48 ml de surnageant
est placé dans une cuve auquel on ajoute 2.2ml de Na,HPO, 0.32M avec 0.32ml de DNTB
1mM. Ce mélange forme un composé coloré et sa densité optique est mesurée a 412 nm
chaque 30 sec pendant 05min.

v Expression des résultats :

La détermination de I’activité enzymatique du GPx se fait a I’aide de la formule suivante:

DO échontillon — DO étalon
DO étalon

GPx (umol GSH/mg de protéine = [( ) X 0.04] x 5 mg de pretéine

DO échantillon: Densité optique de I’échantillon.
DO ¢étalon: Densité optique de 1’étalon.

0.04: Concentration de substrat (GSH).

7.3.Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al (1992). Le principe de
ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec I’acide
thiobarbiturique, pour former un pigment rose. Une quantité de 375 pl de surnageant est
prélevée dans un tube sec, auquel est ajouté un volume de 150 ul de la solution TBS (tris 50
mM, NaCl (150 mM ; pH7.4) et 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%), le
melange est Vortexé et centrifugé a 1000 t/min pendant 10min. Un volume de 400ul est
prélevé du surnageant auquel on ajoute 80pul du HCL 0.6M et 320pul de la solution tris-TBA
(tris 26mM, TBA120mM). En fin, le mélange est vortexé et est ensuite incubé au bain marie a
80°C pendant 10minutes. La lecture de la densité optique des échantillons est mesurée par
spectrophotométrie a 530 nm.

v' Expression des résultats :

La concentration de MDA a ¢été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction
moléculaire du MDA (a= 1,53 10° M™ cm™). Les résultats ont été exprimés en pmol / I.

MDA (umol / mg de protéine) = (DO échantillon/1.53 10°) / mg de protéine.

.
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8. Analyses statistique :

Le test de normalité a été fait. Une analyse de la variance a un facteur ANOVA a été
effectuée sur I’ensemble des données. Afin de déterminer les groupes homogénes et préciser
la signification des différences entres les lots, un test Post-Hoc a été realisé selon Tukey, en
utilisant le logiciel SPSS 20.0, ce qui permet une comparaison multiples entre les groupes
d’étude. La différence est considérée comme significative a P <0,05. Toutes les valeurs ont

été exprimées en tant que moyennes + SEM.
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RESULTATS :

1. Effets des pesticides et de la quercétine sur les parameétres de la croissance

globale des lapins :

Les résultats obtenus lors de 1’évaluation des paramétres de croissance en terme de
poids corporel, le gain de poids et le poids relatif durant les 15 jours de traitement des
différents groupes de lapins par la phosalone et le Deltaméthrine, leur mixture et la quercétine

seul ou associé avec les pesticides sont illustrés par les figures 05 et 06.

1.1.Poids corporel :

Les résultats obtenus montrent une diminution importante du poids corporel chez les
lapins traités par les deux pesticides ; la PHO et le DM ainsi que leur mixture (fig.05) par
rapport aux témoins. Les lots traités par les pesticides associés a la quercétine montrent une
augmentation du poids moins élevée par rapport au lot témoin et celui traité par la quercétine

qui enregistre le poids corporel le plus élevé.

=T —PHO DM QR =——PHO+DM -——PHO+QR =———DM+QR =— DM+PHO+QR
2550

2500
2450

2400

2350

Poids corporel (g)

2300

2250 }

2200

2150
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Durée de traitement (j)

Figure 05 : Evolution du poids corporel (PC) chez les différents groupes traités durant 15

jours par les pesticides et a la quercétine.
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1.2.Gain de poids (GP) :

Les résultats de 1’évaluation du gain de poids, présentés dans la figure 06, montrent une
diminution du poids corporel chez les groupes de lapins traités par la PHO, la DM et aussi
leur combinaison par rapport au groupe témoin. Ce résultat est identique pour le lot traité par
la mixture de PHO+DM+QR.

B Poids initial @ Poids final
3000 -

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

Poids corporel (g)

500 -

T PHO DM QR PHO+DM PHO+QR DM+QR PHO+DM+QR

Groupes

Figure 06 : différence entre le poids initial des lapins en début de traitement et le poids final a

la fin de traitement.
T : Témoin, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine.

500,0 -
450,0 -
400,0 -
350,0 -
300,0 -
250,0 -
200,0 - I
150,0 -
100,0 - I
50,0 -

0,0 -

Gain de poids (g)

T PHO DM QR PHO+DM PHO+QR DM+QR  PHO+DM+QR

Groupes

Figure 07. Evolution du gain de poids corporel (GP) chez les lapins témoins et traités apres
15 jours de traitement par les pesticides et la quercétine.
T : Témoin, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine.
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La figure 07 montre que le lot traité par la quercétine a enregistré le GP le plus élevé
suivi par le lot témoin. Ces résultats montrent aussi une diminution de GP chez les lapins

traités par DM et PHO au groupe témoin.

ET EPHO ODM OQR ©OPHO+DM EPHO+QR EDM+QR OPHO+DM+QR
0,6 -

0,3 -

Poids corporel relatif des poumons (%)

0,1 -

Groupes

Figure 08. Evolution du poids relatif des poumons (PRp) chez les lapins traités durant 15
jours par les pesticides et la quercétine.
T : Témoain, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine, n=5.

Chaque valeur représente la moyenne = ESM. Cette analyse est complétée par le test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).

Les résultats obtenus montrent qu’aucune différence significative n’a été enregistrée

entre les différents groupes de traitement.
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2. Etude des paramétres biochimiques et enzymatiques :

2.1.Effet des pesticides et la quercétine sur les parametres biochimiques chez les

lapins :
2.1.1. Taux des protéines :

La quantité des protéines dans les poumons des lapins traités par les pesticides et la
quercétine est présentée dans la figure 09.
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T PHO DM QR PHO+DM PHO+QR DM+QR PHO+DM+QR
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Figure 09: Variation de teneur en protéines (mg) chez les lapins traités durant 15 jours par les

pesticides et la quercétine.
T : Témoain, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine, n=>5.
Chaque valeur représente la moyenne = ESM. Cette analyse est complétée par le test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).

L’analyse statistique des données de dosage de protéines dans le tissu pulmonaire ont
permis d’élucider que I’exposition des lapins aux deux pesticides appliqués individuellement,
n’a aucun effet sur la concentration en ce métabolite.

Par ailleurs une augmentation significative de la quantité de protéines est induite par
I’utilisation de ces deux xénobiotiques en mixture, ce qui suggere un effet synergique.
Le flavonoides quercétine a un effet positif sur le taux de protéines chez les lapins traités par

le phosalone, ainsi son utilisation a permis de corrigé I’effet toxique de cet organophosphoré.
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2.2.Effet des pesticides et la quercétine sur les parametres enzymatiques chez les

lapins
2.2.1. Effet des pesticides et de la quercétine sur le taux de GSH :

Les variations des taux de glutathion réduit chez les lapins témoins et traités sont
représentées dans la figure 08.

()} ~ oo
1
o
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| —

Taux de GSH (nM/mg de protéine)

T PHO DM QR PHO+DM PHO+QR DM+QR  PHO+DM+QR

Groupes

Figure 10: Taux de GSH (nM/mg de protéine) chez les lapins traités durant 15 jours par les

pesticides et la quercétine.
T : Témoain, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine, n=5.

Chaque valeur représente la moyenne = ESM. Cette analyse est complétée par le test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).

L’analyse statistique des données de dosage de GSH montre que le traitement des
lapins aux deux pesticides appliqués individuellement et en mixture, a induit une diminution
significative sur la concentration de GSH.

Les autres groupes n’ont pas aucun effet sur le taux de GSH dans les tissus pulmonaires.
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2.2.2. Effet des pesticides et la quercétine sur les variations de ’activité de la GPx

Les variations de I’activité enzymatique de GPx sont présentées dans la figure 09.
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Figure 11: Taux de GPx (nmol/min/mg) chez les lapins traités durant 15 jours par les

pesticides et la quercetine.
T : Témoin, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine, n=5.
Chaque valeur représente la moyenne = ESM. Cette analyse est complétée par le test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, ¢, d, ........) sont significativement différentes (P < 0,05).
L’analyse statistique des données de dosage de GPx révele que les groupes traités par

les pesticides et leur mixture ont enregistré une diminution significative du taux de GPx. Les

autres groupes n’ont pas aucun effet sur le taux de GPx dans les tissus pulmonaires.
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2.2.3. Effet des pesticides et la quercétine sur la teneur de malondialdéhyde (MDA)

Le taux de malondialdéhyde dans les poumons des lapins est présenté dans la figure 12

ci-dessous.
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Figure 12: Taux de MDA (umol/min/mg protéine) chez les lapins traités durant 15 jours par
les pesticides et la quercétine.

T : Témoin, PHO : Phosalone, DM : Deltaméthrine, QR : Qercétine, n=5.

Chaque valeur représente la moyenne = ESM. Cette analyse est complétée par le test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, ¢, d, ........ ) sont significativement différentes (P < 0,05).

D’apreés les résultats présentés dans la figure 10, apres I’analyse statistique des
données de dosage de MDA dans le tissu pulmonaire, nous constatons que le groupe traité par
le DM enregistré une augmentation significative du taux de MDA.

Par ailleurs une diminution significative du taux de MDA est induite par ’utilisation de la
quercétine, ce qui correspond a un effet positif de la quercétine sur le traitement par le DM

pour corriger ’effet toxique de ce pyréthrinoide.
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DISCUSSION :
1. Discussion général

Cette partie a pour objectif de faire la synthese des résultats obtenus lors de traitement des
lapins (Oryctolagus cuniculus) par deux pesticides ; la Phosalone et le Deltaméthrine. Les
effets toxiques de ces pesticides sur les poumons ainsi que I’effet protecteur de la quercétine
sont mise a 1’évidence par I’investigation des parameétres métaboliques, paramétres
enzymatiques, non enzymatique et les paramétres de croissance. Cette expérience nous a
permis de mettre en évidence les relations entre I’exposition aux pesticides et les effets

toxiques qu’ils induisent en fonction de la matrice d’exposition au niveau des poumons.

Les parameétres biochimiques chez les lapins exposés aux contaminants toxigues ont été
utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un important outil de diagnostic pour

évaluer I'exposition et les effets des xénobiotiques (Forbes et al., 1997)

Les composés organophosphoré sont largement utilises dans I'agriculture, au ménage ainsi
que dans les programmes de santé publique (Chevalier et al., 1984). La phosalone est utilisé
pour contrdler diverses especes d'insectes sur amandes, pommes, abricots, cerises, raisins,

péches, poires et prunes en Algérie (USEPA, 2006).

Le Deltaméthrine est un pyréthroides synthétique qui a été utilisé pour lutter contre les
infestations parasitaires de nhombreuses cultures telles que le coton, le cafe, la tomate et les
ceéréales. 11 est également largement utilisé dans les programmes de lutte antivectorielle. C'est
I'un des groupes d'insecticides les plus efficaces contre les moustiques vecteurs du paludisme
(Husain et al., 1994; Juliet et al., 2001; Kowalczyk - Bronisz et al., 1990; Lukowicz
Ratajczak et Krechniak, 1992; Mestres et Mestres, 1992).

La toxicité pulmonaire est une préoccupation majeure du public en ce qui concerne les
pesticides organophosphores, en particulier sous forme aérosolisée. En effet, une gouttelette
respirable de petite taille peut accidentellement étre exposée a I'nomme par inhalation. En
dehors de Il'inhalation, les humains sont exposés aux pesticides organophosphorés par voie
orale et par voie cutanée. Par voie orale, I'ingestion de pesticides organophosphorés peut avoir
étre professionnelle, accidentelle ou suicidaire. (Breckenridge et al., 1982; Chevalier et al.,
1984).

Le stress oxydant qui résulte d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres et

leur élimination par les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la progression de

.
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plusieurs maladies. Les radicaux libres sont tres réactifs et peuvent attaquer, s’ils ne sont pas
détruits, différentes cibles telles que les protéines, ’ADN et surtout les acides gras poly

insaturés (peroxydation lipidique) (Bonnefont-Rousselot et al., 2000 ; Sharma et al., 2000).

La cellule a plusieurs fagons d'atténuer les effets du stress oxydatif, soit en réparant les
dommages (nucléotides endommagés et peroxydation lipidique par les produits), soit en
réduisant directement I'état pro-oxydatif par I'intermédiaire d'antioxydants enzymatiques et
non enzymatiques. Les antioxydants non enzymatiques ; vitamine E et C, urate, mélatonine,
etc. et enzymatiques ; superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GSH-Px) et
catalase (CAT) etc. ont été montrés pour piéger les radicaux libres et les ROS (Karadz et
Karadz, 1992 ; Reiter, 1993 ; Stephen et al., 1997).

2. Effet de la quercétine et le deltaméthrine sur le gain de poids et I’évolution du

poids corporel chez les lapins :

Le groupe traité par le deltaméthrine presente un poids corporel relatif tres remarquable
par rapport au groupe témoin. Des résultats similaires sont rapportés par (Anita et al.,
2018) qui a trouvé que I’exposition orale a des doses élevées de deltamethrine a induit
I’activation du systéme huminitaire chez les souris suisses albinos. Une forte dose
d'exposition a la deltaméthrine (0,1 mg / kg de poids corporel) seule a modifié
significativement la numération cellulaire totale dans le sang et le nombre total de leucocytes
(CCL) et le nombre de macrophages dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire et
augmentaient nettement l'infiltration des cellules inflammatoire et provoquaient un
épaississement des septums alvéolaires et une infiltration leucocytaire dans le septum
alvéolaire (infiltration septale) dans les poumons. Tandis que le lot traité par la phosalone ne

présente aucun changement du poids relatif par rapport au lot témoin.

3. Effets des pesticides et de la quercétine sur le taux des protéines au niveau des

poumons chez les lapins.

La teneur en protéines chez les lapins traités par la phosalone et le Deltaméthrine ne
présente aucune différence significative. Par ailleurs, le taux des protéines dans les groupes
traités par les deux xénobiotiques en mixture, illustre une augmentation significative par
rapport aux autres lots ce qui suggere un effet synergique. Ce résultat est confirmé par les
travaux de Peccini et al. (1994) et Masaya et al. (2002) et Ling et al. (2012) qui ont mis en

évidence une augmentation tres hautement significative du taux de protéines totales sous

.
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I’effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques différents (tétards, protistes ciliés,
lapins).

I’augmentation du taux de protéines pourrait étre due au déclenchement du processus de
détoxication mis en jeu par un systéme de régulation qui se compose d’enzyme, des protéines

et de molécules anti oxydantes (Nzengue, 2008).

4. Effets des pesticides, de leurs mixtures et de la quercétine sur activité de GSH

au niveau des poumons chez les lapins.

D'apres Hayes et McLellan (1999), le glutathion joue un rdle important dans les
meécanismes de détoxification de la cellule et constitue la premiére ligne de défense
antioxydante. Le glutathion réduit a donc un role de protecteur des cellules contre les actions
toxiques (Saka et al.,2002).

Des changements significatifs dans le systéme d’oxydoréduction du glutathion ont été
observés, en particulier dans les poumons des lapins traités avec des doses élevées de
phosalone et de deltamethrine, dus a [I’apparition de composés ¢lectrophiles et
hydroperoxydes toxiques. Les résultats obtenus montrent une diminution significative du
contenu de glutathion réduit dans les poumons en raison de son interaction dans le processus
de détoxification des metabolites actifs résultants des pesticides (Saka et al., 2003). Les
cellules jouent un rdle important dans le metabolisme des pyréthroides a travers de
nombreuses réactions, produisant des meétabolites intermédiaires toxiques tels que les
peroxydes. Ces composés entrent dans les réactions d’oxydoréduction ou les réactions de
conjugaison nécessitant du glutathion réduit, entrainant sa forte consommation, et donc sa
diminution dans les cellules vivantes (Saka et al., 2003). Il est bien connu que le glutathion
réduit a un réle important dans la biotransformation de substances exogeénes y compris les
xénobiotiques qui résultent des insecticides (Gaughan et al., 1977) et les peroxydes de lipides

produits a partir des huiles chauffées.

5. Effets des pesticides et de la quercétine sur I’activité de GPx au niveau des

poumons chez les lapins.

Parmi ces systéemes de défense enzymatiques le glutathion peroxydase (GPx) qui joue un
réle principal dans la protection de I'organisme contre les dommages induits par le peroxyde
d’hydrogeéne H,0,, mais aussi des peroxydes organiques formés par oxydation des acides gras
ou du cholestérol. L'activité de ces enzymes dépend de l'apport nutritionnel en sélénium, son

déficit entrainant une diminution de I’activité enzymatique (Zhu et al., 2010).
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Le traitement des lapins par la phosalone, le deltaméthrine et la quercétine avec les doses
de 20, 10 et 10 mg/kg/j respectivement pendant 15 jours provoque I’augmentation de
I’activité enzymatique de (GPx). La baisse du taux de glutathion réduit est en concordance
avec ’augmentation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase GPx (premicre
enzyme dans le cycle d’oxydoréduction du glutathion).

Ceci est probablement di a I’apparition d’une grande quantit¢ de peroxydes sous
I’influence des pesticides. La capacité du glutathion a réduire les hydroperoxydes formés lors
du métabolisme des pesticides notamment le deltamethrine, sous ’action de la glutathion
peroxydase, conduit a I’oxydation massive du glutathion en glutathion oxydé menant a un
déséquilibre du rapport GSH/GSSG (Hu et al., 1998). L’augmentation de I’activité de cette
enzyme (GPx) montre que les cellules des poumons peuvent probablement contenir une forte
concentration de H,0, et d’hydroperoxydes organiques. Ces résultats concordent aux
recherches de Hu et al. (1998) sur les enzymes métabolisant le glutathion qui expliquent
I’inhibition in vivo de la glutathion peroxydase. Le degré d’oxydation aerobie du glutathion a
un effet sur le H,O,, les hydroperoxydes et la glutathion peroxydase. En raison de la
participation de H,0O, dans I’oxydation du glutathion réduit, il est possible que I’enzyme
catalase prenne également une part dans la réduction de H,O,. Grace aux réactions
d’oxydoréduction de la glutathion peroxydase, le glutathion réduit est capable de réduire et
détoxifier les différents types d’hydroperoxydes formés par les réactions du métabolisme des
pesticides. Le glutathion réduit (GSH) est alors transformé en sa forme oxydée, ceci entraine
la consommation du GSH qui est la raison de la diminution significative de son niveau
(Wassila et al., 2009).

6. Effets des pesticides, de leurs mixtures et de la quercétine sur le taux du MDA au

niveau des poumons chez les lapins.

Le malonedialdéhyde (MDA) est un produit final de la peroxydation lipidique résultant de

I'interaction entre les ROS et les membranes cellulaires et subcellulaires (Aslan et al., 1997).

La déplétion de la défense antioxydante des poumons a été associée par une peroxydation
lipidique importante, révélée par ’augmentation progressive du taux de malondialdéhyde
chez les lapins traités avec la mixture de phosalone et de deltamethrine. Ce résultat est
confirmé par les travaux de Fridowich et Freeman (1986) et Frank (1983) dans la théorie
des radicaux libres qui suggere que la diminution de ces enzymes (enzymes a effet
antioxydant) diminue la capacité antioxydante du poumon et intensifie la peroxydation des

lipides dans les membranes cellulaires. De nombreux rapports montrent clairement l'action

.
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protectrice de la quercétine contre les dommages oxydatifs induits par les radicaux libres. De
nombreux chercheurs ont noté précédemment que l'administration de diverses substances
toxiques ou diverses maladies provoquaient une peroxydation lipidique importante dans les

poumons des lapins.




Discussion

CONCLUSION

Le deltamethrine et la phosalone sont des pesticides utilisés a grand échelle, et un
grand nombre d'humains et animaux y sont exposés. Avec cette étude, nous nous sommes
concentrés sur les effets sur les poumons induits par le deltaméthrine et de phosalone chez le
lapin par administration orale, qui n'étaient pas disponibles dans la littérature. Nos résultats
indiquent que ces deux pesticides qui appartiennent consécutivement a la famille de
pyréthrinoides et des organophosphorés peuvent causer de multiples troubles pulmonaires. Par
conséquent, l'utilisation de la quercétine qui est le flavonoide le plus abondant dans
l'alimentation humaine, comme agent protecteur a abouti a des résultats positifs sur
I’organisme grace a sa capacité a piéger les radicaux libres responsable du stress oxydatif qui
cause de multiples dégats au niveau cellulaire et par conséquence sur tout ’organisme.

Pour atteindre notre objectif nous somme procéder a une série d’analyse de parametres de
croissance (poids relatif et gain de poids), enzymatiques (GPx), non enzymatiques (GSH),
biomarqueurs de peroxydation lipidiqgue (MDA), et sur les métabolites (protéines) sur des
lapins males pendant 15 jours de traitement par gavage avec des doses de 2 ml/kg/j pour la
phosalone, 1 ml/kg/j pour le deltamethrine et 1 ml/kg/j pour la quercétine. A la lumiére des
résultats obtenus on a constaté une diminution significative des indicateurs de croissance tels
que le poids corporel et du biomarqueur non enzymatique ; le GSH, avec une augmentation de
’activité enzymatique de GPx et de MDA qui est un biomarqueur de peroxydation lipidigque.
En perspectives, il sera souhaitable de développer cette recherche par:

e FEtude histopathologie.

e Développer les dosages des biomarqueurs de stress oxydant (SOD, Le rapport

GSH/GSSG...).

e Les parametres enzymatiques tels que le GST, CAT etc.

.
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ANNEXE



Annexe

Protocole de préparation des solutions :
9. Pour le dosage des protéines
e BSA (1 mg/ml)
Dissoudre 05 mg de BSA dans 05 ml d’eau distillée.
e Réactif de Bradford « BBC »
Dissoudre 100 mg de BBC dans 50 ml éthanol (95%) puis agiter pendant 02 Heures.

Ajouter 100 ml d’acide ortho phosphorique (85%)
Ajouter 850 ml d’eau distillée (pour obtenir 01 1 de solution)
Conservation a 04 °C
10. Pour le dosage de GSH :
e Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M), PH : 9.6 :
12,11 mg de Tris et 1,87 EDTA dans 250 ml d’eau distillée puis agiter et ajuster le PH a 9,6.
e EDTA (0,02 M):
5,61 EDTA dans 750 ml eau distillée.
e DTNB(0,01):
Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol.
e Acide Salicylique (0,25 %) :
250 mg ASS dans 100 ml de I’eau distillée.
11. Pour le dosage MDA :
e TBS, Tris, NaCL,PH:7.4:

8,775 g de NaCl dans 01 1 d’eau distillée, puis 6.06 g Tris et compléter le volume par la
solution NaCl et ajuster le PH a 7.4
e TCA-BHT:
20 g TCA dans 100 ml d’eau distillée pour obtenir TCA 20 % puis peser 01 g de BHT et
compléter le volume a 100 ml par la solution TCA 20% et agiter a chaud.
e Hcl(0,6M):
Prélever 51,56 ml d’Hcl et compléter le volume a 01 1 par I’eau distillée.
e Tris—TBA:
3,15 g Tris dans 01 | eau distillée
17,30 g de TBA
Compléter le volume a 01 | par la solution Tris (26 mM)
12. Pour le dosage GPx :
e GSH(0,1mM):




Prendre 3.073 mg de GSH dans 100 ml eau distillée
o TCA(01%):
Dissoudre 01 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée
e DTNB(1,0mM):
Dissoudre 100 mg de DTNB dans 250 ml de méthanol absolu

Matériels de dissection et de décapitation :

Ciseaux
Epingles

Papier absorbant
Couteaux

Pinces

Pavettes

Aiguille droite

Boites

Pince

gants de ménage

Planche de dissection

Lames de rechange pour Scalpel
Papier aluminium

Scalpel

Balance de précision (PHILIPS
precision)

Matériels chimiques :

Acide sulfurique
GSH
HZOZ

Acide orthophosphorique (a 85 %)
HC1

ASS (Acide sulfosalicylique)

BBC (Bleu Brillant de Coomassie)
Nacl

BHT (Butylhydroxytoluéne)
Méthanol absolu

NaOH

BSA (Albumine sérum de boeuf)
CDNB

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

Eau distillée

EDTA (Acide ethyléne diamine
tétracétique)

TBA

TCA (Trichloro acétique)

Tris




Matériels et Appareils utilisée :

- Centrifugeuse (SELECTA) -

- Balance de précision (KERN) - Etuve (HERAEUS)

- Agitateur magnétique (WITEG) - Centrifugeuse (SELECTA)

- Refrigérateur - Tubes a essai

- Bain marie (MEMMERT) - Tubes secs en verre et en plastique
. - Spectrophotométre (UV mini 1240,

- Agitateur Vortex (THERMOS) SHIMADZU)

- Balance analytique - Cuves pour la spectrophotométrie

- Mortier + Pilon (Broyeur manuel) - Papier d'aluminium

- Pissette - Verre de montre

- Spatule - Micropipettes (10ul a 5000ul)

- Portoirs - Eprouvettes graduées

- Entonnoirs - Erlenmeyers

- Becher - Papier d'aluminium

- Papier absorbant -

Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tableau: Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau: réalisation de la gamme d’étalonnage.

BSA (ng/ml) 0 20 40 60 80 100

DO 0 0,254 0,540 0,822 1,045 1,152

14 -

y=0,012x+ 0,034

1,2 1 R2=0,984 *

Absorbance (595 nm)

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité de protéine pug/ml

Figure: courbe d’étalonnage des protéines utilisant le sérum albumine bovine (BSA)



