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Résumé

Résumé

L’'objectif de ce travail était I'évaluation Igneumo-toxicité de deux pesticides
(deltamethrine et lambda-cyalothrine) chez les isddus musculus L. et I'étude de I'effet
protecteur de I'extrait hydro-méthanolique des éesrdu grenadigPunica granatum contre
cette toxicité.

L’étude a été menée sur 32 souris agees 2 a 3reesnde et pesant entre 25g a 38g et
traitées par la deltamethrine (50 mg/kg/j), etdmlbda-cyalothrine (3,8 mg/kg/j) et I'extrait
hydro-méthalonique (50 mg/kg/j) des écorces deagtiem seuls ou en mixture, administrées
subchroniquement par voie orale pendant 15 jowgs.douris sont divisées en huit groupes a
'ordre de 04 individus par groupe. Le premier grewa servi comme témoin et recu I'eau
distillée. Les autres groupes ont été traitésgmpesticides et I'extrait seul ou en mixture.

Les parametres du poids des souris ont éttlésl « Gain de poids et poids relatif des
poumons ». Le taux des différents métabolites gidéy lipides et protéines » ont été estimer
et les parametres enzymatiques « Glutathion Peemey(GPx) et Catalase (CAT) » du stress
oxydatif ont été évaluer. Le Malondialdéhyde (MD#A§té également dosé au niveau du tissu
des poumons.

Les résultats obtenus a la fin de notre emptation ont montré que le traitement par les
pesticides a induit des changements dans les paemmaétaboliques et enzymatiques avec
une augmentation de l'activité enzymatique de GPMBA qui est un biomarqueur de
peroxydation lipidique avec une diminution d taux protéine et de l'activité de catalase
(CAT) dans le lot traité par la mixture des deustpedes.

Le traitement des souris avec ddPlmica granatum a fait face contre la toxicité causes
par la lambda-cyalothrine et la deltaméthrine, autombinés, par sa capacité de piéger les
radicaux libres et réduire les effets toxiqueslgsiinduits.

Mots clés: Punica granatum, stress oxydant, deltamethrine, Imbda-cyalothrioaris.



uadla

(0 sllm 1aaY 5 G yisalilall) 4y el Clanall (e (Y A9 651 Apanal) anis 54 Jaall 138 (e a2l

Punica granatumL. clell elall Al J sl (alaiod 66l 800 4ul )0 5. Mus musculusy) s e
Aol 038 Aia
o2 (31l ol 2 38 ) ¢ 25 (s 5 e 3 U 2 0 o sles i 1,8 32 e Al )y jal 6
Shoan g el slall () isdll (aldiins o 3 sllaadaadll g oy bl i Hdal) Cilawa) e o) Geadind 4l ,al)
ot ] &S 50 5 isalilall w3/ &S/ o 5O ¢ i slodseY asa/ S/ fn 3.8 (pe el ey LS
(e 4580 e gana Al ) ()58 aands &5 La 5y 15 8l (el e JS adll (33 e (e (ot ¢ Jsilial) (alii
G AY Gle saaall 230 3 il elall W glac ] a1 2 LES Y1 e ganall OS5 de gene JSV 0131 04
Llag o b jiar J sliall aldtoe s Slanall
Al Clliioal) iy siea 085 138 5 "G T anil) G55l Gl B3k 1 O A () ) paibiad Gl Liad
(CAT) YU 5 (GPX) SensS 5 ¢ 58 slall” ey 39 Gaibadd] s "clii o sl 5 ¢ sl 5 & o g0 SI"
G Aadl 3 (MDA) dass o Lad
oailadl) (bl e 8 Gt 4y il Clanaally Aallaal) o Lty 2 g B Ledle J puanll o A1 il & el
135 & saall a5yl dm gl s Aadle 2ay (531 s MDA 5 GPX ) (o 31 Lol 330l 5 g daa 330 5 daarY)
el Lt Lealley il de ganall 8 (CAT) SIS Lalis g oy g all (5 siusa & (aled
O sl 130Y Leanas ) daandl dgal s e e a8 Punica granatum plasiul o) sl dallas Loasf < jelal LS
L 3and ) bl JUY) ulis g 5 a0l ) sdall s e L 538 A (e ¢ Aasine gl Laas g ¢ 0 bl g

OV e ) tlulanal ¢ el 32SY <Punica granatum dalidal) cilalsl)




Abstract

Abstract :

The objective of this work was to evauate the pneumo-toxicity of two pesticides

(deltamethrin and lambda-cyal othrin) in Mus musculus L. mice and the study of the protective
effect of the hydro-methanolic extract of the bark of the Pomegranate Punica granatum
against thistoxicity.
The study was conducted on 32 male and female mice aged 2 to 3 weeks weighing 259 to 389
and treated with deltamethrin (50ml / kg / day) and lambda-cyalothrin (3.8ml / kg). / j) and the
hydro-methalonic extract (50 ml / kg / day) of grenadier peel alone or in a mixture,
administered subchronically orally for 15 days. The mice are divided into eight groups on the
order of 04 individuals per group. The first group served as a control and received distilled
water. The other groups were treated with pesticides and extract alone or as a mixture.

Mouse weight parameters were calculated as "weight gain and relative weight of the
lungs'. The levels of the various metabolites "carbohydrate, lipids and proteins’ were
estimated and the enzymatic parameters "Glutathione Peroxidase (GPx) and Catalase (CAT)"
oxidative stress were evaluated. Maondiadehyde (MDA) was aso measured in the tissue of
the lungs.

The results obtained at the end of our experiment showed that the pesticide treatment
induced changes in the metabolic and enzymatic parameters with an increase in the enzymatic
activity of GPx and MDA which is a biomarker of lipid peroxidation with a decrease in
protein level and catalase activity (CAT) in the batch treated by the mixture of the two
pesticides.

The treatment of mice with Punica granatum has faced the toxicity caused by lambda-
cyalothrin and deltamethrin, aone or in combination, by its ability to trap free radicals and
reduce the toxic effects that induce them.

Key words: Punica granatum, oxidative stress, deltamethrin, Imbda-cyal othrin, mouse.
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Introduction

Introduction générale

Pesticides encore appelés produits phytosaestaqualifie un groupe de substances
chimiques utilisées pour la prévention, le contaild’élimination d’organismes vivants jugés
nuisibles, principalement aux cultures. C’est alessiom de tout produit fabriqué a partir de
ces substances. On les classe selon leur fonctiomsecticides, fongicides, herbicides,
molluscides, nématicides, acaricides, rodenticides(Perze-Vincent etal., 2002).

Pendant ces années récentes, I'utilisatiorpdsscides dans I'agriculture avait augmenté.
Cette large diffusion d’utilisation des pesticigeste plus d’exposition des ouvriers agricoles
et industriels aussi bien que la contaminational@niture.(Mertens-Talcott etal., 2006

Les polyphénols et surtout les flavonoidest stes antioxydants puissants susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et depgoser a I'oxydation des macromolécules
(Van Acker et al., 1996) Les flavonoides peuvent aussi inhiber des lipérgges qui
catalysent I'oxydation d’acide arachidonique erdasigras polyinsaturésMifadinka et al.,
2010).

Le fruit du grenadierPunica granatum L.) est l'un des fruits les plus populaires en
Algérie. Les parties comestibles des grenades pewdtee consommées fraiches ou sous
forme transformée. Il renferme des composés preaauns différentes parties dont des effets
fonctionnels et médicinaux tels que les effets camytiants, anticancéreux et anti-
athérosclérotiques ont été confirméslertens-Talcott et al., 2006; Perze-Vincent efl.,
2002).

Nous avons choisi pour notre étude deux pdsscle Deltaméthrine et la Lambda-
cyalothrine. En ce qui concerne I'organe étudidrenohoix s’est porté sur les poumons qui
sont le principal organe exposé aux risques d’ictiions par inhalation lors de I'application
des pesticides sur le couvert végétal.

Cette étude est subdivisée en deux partiesniéskes, la premiere partie présente une
synthese bibliographique dans laquelle nous app®rtm premier chapitre qui consiste a
étudier des généralités sur les composés phénsjique seconde partie sur Reinica
granatumL. Le troisieme chapitre qui traite les effets dress oxydant et antioxydant. Le
guatrieme chapitre, est consacré a I'étude deqoess.

La deuxieme partie comprend notre approchénaa@iogique de recherche et traite les

résultats obtenus ainsi que la discussion de cedtaés.
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Partie bibliographique Chapitrel : Les composés phénalies

Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réesads teur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifi@dacheix et al., 2005).

En effet, a coté des métabolites primaires classiq(glucides, protides et lipides), les
végetaux accumulent fréquemment des meétabolites «ditsecondaires » dont la fonction
physiologique n’est pas toujours évidente m@us représente une source importante de
molécules utilisables par 'hnomme dans des doesaaussi différents que la pharmacologie
ou l'agroalimentairdHerbert, 1989) Les métabolites secondaires appartiennendes
groupes chimiques tres variés tels les alcafgites terpénes, les composés phénoliques,
etc.(Marouf, 2000; Macheixet al., 2005).

1. Définition

Les composés phénoliques sont dedabultes secondairdBalasundramet al.,
2006), ils sont synthétisés par les plantes durant taissance et pour répondre a
différentes situations ( stress, UV, radiation(Hurtado-Fernandezet al., 2010 ). Plus
de 8000 structures ont été identifi@ekmcheix et al ., 2005 ; Hurtado-Fernandezet al.,
2010).

Les composés phénoliques appartiennent afalaille des composés aromatiques.
lIs se reconnaissent par la présence d’'un oueplissgroupes hydroxyles modifiés ou pas ;
attachés a une structure aromati(Richter, 1993).Les composés phénoliques sont I'un des
groupes bioactifs des fruits, légumes et grainigs sont localisés au niveau des tissus des
planteqLi et al., 2011).

2. Structure et classification :
2.1. Structure :

Les composés phénoliques regroupent un vastendble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, auquéldiettement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libres ou engagés dans ungre afonction chimique (éther,
meéthylique, ester, sucre..Bruneton, 1993).Les polyphénols naturels vont de molécules
simples, comme les acides phénoliques, a depases hautement polymérisés comme les

tanins




Partie bibliographique Chapitrel : Les composés phénalies

2.2. Classification :

Les composés phénoligues peuvent étreroupg§s en de nombreuses classes
(Tableau 01) qui se différencient d’abord par la complexitesdjuelette de base (allant d'un
simple C6 a des formes tres polymérisées ). Ensp@r le degré de modification de ce
squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylatiordetméthylation, etc.). Enfin par les liaisons
possibles de ces molécules de base avec ebautrolécules (glucides, lipides, protéines,
etc.).(Herbert, 1989; Macheixet al., 2005).

Les formes phénoliques les plus simples ptéséndes structures chimiques allant de
simple phénol en C6 aux flavonoides en C15 et amdécules proches.

Tableau 01 : Structure des squelettes des polyphdadCrozier et al., 2006).

Nombre de | Squelette | Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Ce-C1 Acides phénols Acide gallique OCOOH
8 Ce-C2 acetophénones Gallacetophénor @ P o
OCH;,
8 Ce-C2 Acide phénylacétique Acide p-
Hydroxyphényl- O__,CC)C)H
acétique
9 Ce-Cs3 Acides Acide p-
hydroxycinamiques coumarique ave COOH
9 Ce-Cs3 Coumarines Esculitine ()CTO
10 Ce-Ca Naphthoquinones Juglone O
QO
13 Ce-C1-Cs Xanthones Mangiferine C |
O
14 Ce-C2>-Cs | Stilbénes Resveratrol
15 Ce-C3-Cs Flavonoides Naringénine - @

w




Partie bibliographique Chapitrel : Les composés phénalies

2.2.1. Les phénols simples :

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinokont plutdét rares dans la nature a
I'exception de I'hydroquinone qui existe dans phuss familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les
deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deuxpge®H et le pyrogallol avec trois, ont été

montré pour leur toxicité vis-a-vis des microorganesCowan, 1999).

2.2.2 Acides phénoliques :

Le composant principal des acides phénoligstd'acide gallique son nom est dérive du
mot galle, ce qui signifie un gonflement dans $sui d'une plante aprés une attaque par des

insectes parasit€&ross, 1992) lls sont répartis en deux clasgandey et Rizvi, 2009).

2.2.2.1 Acide phénols dérivés d’acide benzoique :

Sont des hydroxybenzoiques de structure gkndeatype (C6-C1l), ils sont sous forme
d'esters ou de glycosiddBlarrar, 2012). Les plus fréquents sont: I'acide salicylique et
I'acide gallique(Bruneton, 1999)

2.2.2.2. Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :

Les acides phénols dérivés de l'acide cinnamigpnt souvent estérifiés. La majorité sont
'acide cinnamique, l'acide caféique, l'acide féquie, I'acide p- coumarique et l'acide
synaptiqugHaslam, 1998)

2.2.3. Tanins:

D’aprésMacheix et al., (2005) ; Valls et al., (2009) ils sont responsables du go(t
astringent et amer des vins et de certains fruigsgemes (cacao, thé...). Ce phénoméne varie
et dépend largement de leur degré de polymérisatiale leur structur@/alls et al., 2009).

Les tanins sont considérés comme une forme phémoligndensée capable de se lier aux
protéines en solution et de provoquer leur préaioih Classiquement, on distingue deux
groupes de tanins qui different par leurs propsiétéimiques et leurs compositiofMacheix

et al., 2005).
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2.2.3.1 Tanins hydrolysables :

Tres répandus chez les dicotylédones, ilsasacterisent par le fait qu’ils peuvent se
dégrader par hydrolyse chimique (acide ou alcalmegnzymatique libérant alors une partie

phénolique (I'acide gallique ou I'acide ellagig®)acheix et al., 2005).

2.2.3.2. Tanins condenseés :

Se sont des oligo ou polyméres de flavanels3b éventuellement de flavane-3,4-diols
(Figure 01) (Richter, 1993). Contrairement aux tanins hydrolysables ils résistan
I'hydrolyse et seules les attaques chimiques fofdesmettent de les dégrader ; ils se
transforment en pigment rouge par un traitememteagichaud ; c’est pour cette raison que la
forme dimére ou oligomeére est appelée proanthodyan{Macheix et al., 2005 ;Valls et
al.,2009).

Figure 01 : Exemple de structure d’un tanin condensé
(Macheix et al., 2005)

2.2.4. Flavonoides :

Le terme flavonoide dérive du latin (flavussja)(Richter, 1993) Les flavonoides ont

une structure générale de C15 (C6-C3-@achaix et al., 2005 ; Balasundramet al., 2006

; Ghasenmnezhadet al., 2011) lls se composent de deux noyaux benzénidkiggire 02)
désignés par A et B réunis par une chaine a testsones qui forme un annelaétérocyclique
oxygéné appelé anneau(Guignard, 1979).La plus part des flavonoides seuvent sous
forme d’aglycone lié avec des glycosides, des domasits glucidiqueslifférents peuvent se
fixer aux groupements hydroxyles du cycle A ou plteguemment a lgosition C3 de
I'nétérocycle C(Richter, 1993) Les flavonoides représentent la plus graok¥sse des
polyphénolgValls et al., 2009)et sont largement distribuéans les feuilles, les graines, les
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écorces et les fleurs des plantes . Plus de 4@@rfoidesont été identifiés jusqu’ici. lls

protégent la plante des UV, microorganismes pathegjet dekerbivores

Figure 02: Structure de base des flavonoi@eackovaet al., 2005)

La classification des flavonoides seMalls et al., (2009)est basée sur :
- Le degré d’hydroxylation des différentgles
- Le niveau de méthylation

-Le niveau de glycosilation

2.2.4.1. Flavones et isoflavones :

La structure des flavones et isoflavones estppsée de deux anneaux aromatiques A et B
liés a 'anneau hétérocycle oxygéné IQithria et al., 2007 ;Vallset al., 2009)ayant une
double liaison entre C2 et C3 de l'anneau hététapye (Fliegmann et al., 2010) La
position de 'anneau B est a I'origine de la difféciation de ces deux classes de flavonoides :
Clde I'anneau B est lie a C2 de I'anneau C dangldgsnes ; alors qu'il est lié a C3 de
I'anneau C dans les isoflavon@&lls et al., 2009).

Des études bibliographiques ont montré queideflavones possédent des propriétés
antivirales importante@Andres et al., 2009).

2.2.4.2. Flavanones :

lIs ont une double liaison de moins dans leésérocycles que les flavones et les
isoflavones(Richter, 1993) Incolores, ils absorbent fortement dans l'ultodet (Guignard,
1979)
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2.2.4.3. Flavanols et flavanidiol :

llIs composent le groupe des tanins condensésop pas du tous hydrolysables, les
flavanols appelés également flavane -3-ols ilosaént a partir de flavanediols par une seule
réaction non enzymatique en une seule étRpshier, 1993).

Les flavanediols ou flavane-3,4-diol appelgalément leuco-anthocyanes sont incolores
et portent deux groupements hydroxyles sur la eéhanonissant les deux noyaux benzéniques
(en position 3,4§Guignard, 1979).

2.2.4.4. Flavonols :

lls dérivent des flavones par addition d’'urougrement hydroxyle en position 3 de
I'hétérocycle QGuignard, 1979) ;ils colorient certaines fleurs en jaur{€chter, 1993).
2.2.4.5. Anthocyanine :

lls dérivent du grec (antho : fleur, cyanewl(Valls et al., 2009).L’anthocyanine est un
pigment vacuolaire responsable de la couleur rouggleue de beaucoup de fruits et Iégumes
comme les framboises, cassis, aubergines, betterg¥chter, 1993).

Il est également utilisé comme colorant alitege en plus de ses propriétés anti
oxydantes, anti-inflammatoires et anti cancérigenés sont des hétérosides d’unités
d’aglycone (anthocyanidine) dérivés de l'ion flaugh. Les propriétés chimiques, la stabilité
et la couleur sont influencées par le nombre deiggments hydroxyles, le nombre et la

nature du sucre lié a I'anthocyanidif\alls et al., 2009).

3. L’extraction des composeés phénolique :

La complexité de la structure et la variadiliavec les saisons, les récoltes, . . .) de léeraa
végétale ainsi que la large variété des composésraire (différents poids moléculaires, polarité,
lien avec la structure, . . .) ont conduit a l'apii@n d'une grande variété de technologies

d’extraction. On peut citez quelques une :

3.1.Extraction assistée par micro-ondes :

Les micro-ondes peuvent pénétrer les matibrelbgiques et agir sur les molécules
polaires telles que I'eau pour leur communiquemanivement de fluctuation ce qui se traduit
donc par une augmentation de la température deat@mm en question a la profondeur de

pénétration.
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L'extraction assistée par Micro-ondes (EAMjreofun transfert rapide d'énergie et un
chauffage simultané de l'ensemble « solvant eticeatrégétale solide ». En absorbant
I'énergie des microondes, l'eau présente dans tacmaségétale favorise la rupture des
cellules facilitant ainsi la libération des produghimiques de la matrice et améliorant leur
extraction(Kaufmann, Christen et al., 2001; Besombes, 2008 ; Michel, 2011; Florent,
2011).

Elle utilise de plus petites quantités de aotyn’est pas couteuse et est considérablement
rapide. La température opératoire de cette teclenggt relativement haute (100 — 150 °C), ce
qui pose des problémes quand il s’agit de I'eximacties antioxydants. Cette technique est
d’une part le rendement faible lorsque les solatéges solvants sont apolaires et d’autre part
le besoin de [I'étape postérieure de filtration dmucentrifugation pour éliminer le résidu
solide de I'extrai{fPenchev, 2010).

3.2.  Extraction par macération :

C’est une méthode traditionnelle, a été coumnant employée. Elle consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant avesams agitation, a température ambiante ou
a température élevée pour une durée déterminéeesllbasée sur la solubilité des composeés
bioactifs dans un solvant d’extraction et elleisiitencée par une série de facteur incluant la
nature du matériel végétal, la concentration eatéslde I'échantillon, la nature du solvant, la
durée d’extraction...etcSpigno et Defaveri, 2007 ; Budic-Letoet al., 2005).

La macération est relativement peu colteuseissi la plus simple, elle est utilisable dans
le cas de l'extraction d’'un ensemble de moléculaglilies et se déroule a température
ambiante ce qui est trés positif pour conservatéljrité des molécules bioactifs qui sont
sensibles aux changements de température. En auige,matrice peut subir plusieurs
extractions successives en utilisant des solvaatplus en plus polaires afin d’obtenir des
mélanges enrichis en molécules d’intégat-Bandak et Oreopoulou, 2007; Escribano-
Bailon et Santos-Buelga, 2003)

Cette technique a été optimisée, notammenir panalyse des composés non volatils
(poly phénols, sucres) avec l'utilisation d'unemqiié@ considérable de solva(itlacleod et
Troconis, 1982 ; Koket al., 1987).

Pour étre efficace, une macération a des tedfgpdraction tres longs (environ 4 a 10

jours), ceci peut présenter quelques inconvénieats,termes de fermentation, ou de
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contamination bactérienne notamment si le solvalisél est 'eau(Macleod et Troconis,
1982 ; Koket al., 1987 ; Nicolas, 2012).

4, L’activité des composés phénoliques :

Chez les plantes, les composés phénoliques ispliqués dans différents processus
comme la germination des graines et la croissaesepthntegMarcheix et al., 2005).Ces
dernieres années les recherches sur les composésliphes se sont accentuées en raison de
leurs activités anti-inflammatoires, antibactériemret antifongiques, antioxydant et méme
anticancéreus@viontoro et al., 2005).

4.1. Activité anti-inflammatoire :

Les propriétés anti-inflammatoires des comgosélyphénoliques peuvent étre dues a
leurs capacités d’inhiber des enzymes impliquées ts processus inflammatoi@kerget
et al., 2005)et leurs activités antioxydantes. La matricairqyedpe €galement la camomille
allemande ou camomille commune, est une plante ciméde employée pour ses propriétés
antispasmodiques et anti-inflammatqiiarcheix et al., 2005).

4.2. Activité antibactérienne :

Les polyphénols notamment les flavonoidesegttanins sont reconnus par leur toxicité
vis-a-vis des microorganisméasliet al., 2012).

4.3. Activité anticancéreuse

Les flavonoides et autres phénols peuventr jaonedle préventif dans le développement
du cancer Genoux 2011).lls interviennent dans I'étape d'initiation commegeurs des
mutagenes électrophiles ou en stimulant la rémarate 'ADN muté. Durant les étapes de
promotion et de progression, ils agissent comme adgts suppresseurs de tumeurs par
différents mécanismes comme l'induction de l'apsptet I'inhibition de la prolifération
cellulaire(Gerber et al., 2002).

4.4. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante des composés phénesjest due a leur capacité a piéger les
radicaux libres, donner I'atome d’hydrogene et tétectet chélater les cations métalliques. La
structure des composés phénoliques est I'éléemeatrdidant de leur activité. Pour les acides
phénoliques, [lactivité antioxydant augmente prdponellement avec le degré

d’hydroxylation et la présence de groupement C=CBEl (Balasundramet al., 2006).
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Pour les flavonoides, la relation structurgéivéé antioxydante est généralement plus
compliquée que les acides phénoliques a causeadenplexité de la molécule de flavonoides
(Bors et al., 1997).
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1. Généralités
1.1. Présentation

Le grenadier est un petit arbre a port arbudgs régions méditerranéennes qui peut
atteindre 6 m de haut. Ses fleurs rouge vif meslBem de diametre. Ses fruits, les grenades,
contiennent en moyenne 600 graines pulpeuses. dreade est une grosse baie ronde, de la
taille d’'une grosse orange, a écorce dure et amride couleur rouge ou jaune beige, qui
renferme de nombreux pépins de couleur rose a rfimee 03). Seuls ses pépins sont
comestibles, soit environ la moitié du fruit. Dastsaque pépin, la graine est enrobée d'une
pulpe gélatineuse de chair rouge transparentegaswotrez les variétés améliorées, sinon d'un

go(t plutdt acréBenoit Bock, 2013).
]\ Fleur
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Figure 03 : Fleurs et fruits du Grenadi@Punica granatumL.) (Von Deutschland et
Schweiz 1885).
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1.2. Historique

La grenade est le fruit du grenadiPurfica granatum L.). Ce petit arbre buissonnant est
originaire de bassin méditerranéen, d’Asie Occiglenét du Moyen-Orient, ou il est cultivé
depuis 5000 a 6000 ans. Son nom est dérivé dudamnatum » qui signifie « fruit a grain »
(QA international collectif, 1996). La grenade ssuvent mentionnée dans la mythologie
grecque, ainsi que dans la Bible et le Coran, megive ce fruit est connu et consommeé
depuis des millénaires. Outre la dimension symbelidont elle était revétue, la grenade était
appréciée a I'époque pour les propriétés vermifutgeson écorce, mais aussi pour sa pulpe
désaltérante et son aptitude a se conserver aisderéaux chocs, grace a son écorce rigide.
Les voyageurs et les caravaniers 'emportaient @gwec eux comme provision de bouche : le
grenadier s’est ainsi rapidement répandu vers I'E&ssie) et vers I'Ouest (bassin
méditerranéen), grace aux pépins du fruit. Ceteaftuitier est aujourd'hui cultivé un peu

partout dans le monde, sous les climats chaudsce{Galin Sanchez etl., 2005).

2. Classification

En botanique, il existe plusieurs systemeslasification, la classification traditionnelle
étant & distinguer de la classification APG (Angersn Phylogeny grouplPunica granatum

n'appartient pas a la méme famille selon le systéenelassification utilisé.

2.1. Classification de Linné :

Enl1753 le grenadier a été classé farl Von Linné (1707-1778)comme suit :

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Punicaceae
Genre Punica

Espéece Punica granatumL. 1753

12
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La famille des Punicaceae, d’aphslgarejo et Martinez (1992) ; Rana etl., (2010),
est une famille monogénérique, c’est-a-dire guitiemt un seul genrBunica. Ce dernier est
représenté uniquement par deux especes. D’une Pamica granatum, et d’autre part,
Punica protopunica, espece endémique recensé sur I'lle de Socottéemen. Tandis que
Punica nana est traitée comme étant la troisieme espece dwedremica (Teixeira da silva
etal., 2013).

Cette famille (Punicaceae) constitue avec adanilfe des Myrtaceae, Lythraceae,
Sonneratiaceae et celle des Melastomataceae, lst@mephylogénétique étroite. A un
certain moment, cette proximité est devenue laorage la mise en relation consécutive du
genrePunica L. avec certaines de ces familles (Myrtaceae, lagtbae, Sonneratiaceae).

3. Caracteres botaniques :
3.1. Description générale du grenadier

Le grenadier est un arbre ou arbuste buisstnd@ 2 a 5 m de hauteur, légerement
épineux, au feuillage caduc et au tronc tortuelgrdit majoritairement dans toute la région
meéditerranéenne, de fagcon subspontanée ou cultivée.

3.2. Les feuilles :

Les feuilles du grenadier sont opposeées. pesent avoir une disposition alterne sur les
rejets ou étre en touffes sur les pousses coulies. sont glabres sur les deux faces. La face
supérieure est vert foncé et a nervure médianemetit déprimée. La face inférieure, vert
clair, montre une nervure meédiane tres saillantes @uilles entiéres, lancéolées, assez
coriaces, et brillantes, présentent un limbe détjim allongé, de 3 a 8 cm de long. Leur
sommet peut étre obtus ou allongé. Elles sont rsudiien court pétiole, de 1 & 5 mm de long,
qui est généralement rougeatre dessbsdjet, 1991) Elles ne possedent pas de stipule.

3.3. Lesfleurs:

Les fleurs du grenadier portent également ¢m nde balaustes. Elles sont trés
ornementales. Les fleurs rouge pourpre ou greragpdct froissé, portées par un court
pédoncule, solitaires a l'aisselle des feuillegéunies par groupe de deux ou trois au sommet
des branches, s’ouvrent de mai a juillet. Les fledu grenadier sont actinomorphes et
hermaphrodites. Les fleurs seches sont sans odkes.ont une saveur apre et astringente et

donnent a la salive une teinte violacée.
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3.4. L'écorce du fruit :

L’écorce du fruit du grenadier est égalemgmedéemalicorium. Il s’agit de la partie dure
du fruit. Elle est généralement utilisée séchéas da forme de morceaux brunatres ou vert
rougeatre a I'extérieur, un peu verruqueux, briBajaunéatres sur la face intérieure concave,
portant souvent 'empreinte des graines qui y ataepliquées.

Ces fragments sont de consistance coriacsolis formés d’'un parenchyme de cellules a
parois minces, au milieu desquelles on distingue gteupes de cellules pierreuses et des
faisceaux fibro-vasculaires. La saveur de I'écategrenade est ameére et astringente.

4. Utilisations et propriétés thérapeutiques :
4.1. Les différentes utilisations de la grenade :
4.1.1. Utilisation alimentaire :

La partie comestible de la grenade constitwéren 52% du poids du fru{tAbbasi etal.,
2008) Les grenades sont consommées de préférence elsaimh en jus de grenadine
rafraichissan{Oukabli, 2004). La teneur en jus se situe autour de 35 a 50 mlgL@R
graines.

C'est un fruit riche en vitamine C et en élateeminéraux.(Oukabli, 2004). Dans
certains pays, comme l'lran, le jus de grenadaresboisson trés populaiflorton, 1987).

4.1.2. Utilisation industrielle :
4.1.2.1. Tannage du cuir :

Toutes les parties de l'arbre ont été utiisgmmme sources de tannins lors du tannage des
peaux. L'écorce du tronc contient 10 a 25% de saminétait autrefois trés utilisée dans la
production du cuir au Maroc. L'écorce des raciregient 28% de tanins, les feuilles 11%, et
I'écorce du fruit 26%(Morton, 1987).

4.1.2.2. Teinture et colorant :

L’écorce du fruit et les fleurs sont utilisgesur teindre le textile. L’écorce de la grenade, a
été utilisée en Inde comme une teinture depuideleps les plus ancienBe I'encre a été
produit a partir des feuilles en les macérant danginaigre(Morton, 1987).

4.1.3. Utilisation médicinale :

Le grenadier, qui dit-on a fleuri dans le dadiEden, a été largement utilisé en médecine
traditionnelle dans de nombreuses cultytemnsky et al., 2000).La grenade est considérée
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comme un fruit complet dans le Coran. L'ancienriersx® médicinale indienne Ayurveda la
identifiée comme une plante médicingléulkarni et al., 2004).

Dans le monde, la plus célébre utilisationté aelle d'un vermifuge ou agent ténicide,
tueur et expulseur des vers intestinaux. Les adldasocontenus dans les racines, I'écorce de
'arbre et I'écorce du fruit induisent le relacherhelu ténia et de son emprise sur la paroi
intestinale, ce qui facilite son expulsi@ransky et al., 2000).

L’écorce de grenade, les racines et les g=uiint été utilisées en décoction pour traiter les
diarrhées, les troubles digestifs et stopper lesdngagies. Les fleurs séchées sont utilisées
pour guérir les bronchites et les inflammationsdales Stover et Mercure, 2007).

D’autres utilisations ont été mentionnées danstt@rature : empécher la fécondation et
avorter, traitement des morsures de serpent, di¢iade la lepre et des brulufeansky et
al., 2000).

4.2. Propriétés thérapeutiques :

4.2.1. Propriétés antioxydants de la grenade

Un rapport de I'OMS, datant de novembre 2003, &@lmientation, la nutrition et la
prévention des maladies chroniques, recommandernaocmation journaliere d’au moins
4009 de fruits et de légumes (a I'exclusion desilfds tels que les pommes de terre) pour
prévenir les maladies chroniques, et notammentaediopathies, les cancers, le diabéte de
type Il et I'obésité(Sarkhosh.,et al. 2006).

Les effets bénéfiques sur la santé qui sdnbaés a la consommation de fruits et de
légumes sont, au moins en partie, liés a leursitdgi antioxydants. En effet, chez les
végetaux comestibles, on compte plusieurs centaleesiolécules antioxydants. Parmi les
plus connus de ces antioxydants naturels, on tréavwatamine C et la vitamine E, les
caroténoides pfcarotene et lycopéne), et les polyphénols (tanirflgvonoides,
anthocyanes).Pour qu’'un composé soit défini comntexeydant, il doit satisfaire a deux
conditions : Présent a faible concentration papoapau substrat oxyde, il doit retarder ou
empécher I'auto-oxydation ou I'oxydation causée ges radicaux libres. Les radicaux libres
neutralisés par ce composé doivent former uneéstdivle, afin d’interrompre la chaine des
réactions d’oxydation(Sarkhosh.,et al. 2006).

4.2.4. Inhibition de I'oxydation des LDL :

Les polyphenols de jus de grenade protéegent @l contre I'oxydation a médiation
cellulaire via deux mécanismes qui mettent en jee nteraction directe des polyphenols

avec la lipoprotéine et/ou une action indirecte Bel'accumulation des polyphenols dans les
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macrophages artériels. Il a ainsi été démontre lgaepolyphenols de grenade inhibent
'oxydation des LDL en détruisant les espéces méextde I'oxygene et de l'azote. Par
ailleurs, les polyphenols de grenade augmentectiigé paraoxonase sérique, ce qui entraine
'hydrolyse des peroxydes lipidiques dans les Iiptfines oxydées et dans les lésions
atherosclerotiques. Ces propriétés antioxydantesangiathérogenes des polyphenols de
grenade ont été démontréiesvitro ainsi quin vivo chez I'étre humain et chez la souris

atherosclerotique déficientes en apolipoprotein@kiram et al., 2002).
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1. Stress oxydatif :

L’augmentation de la production des radicaibxek dans la cellule provoque le stress
oxydatif (Powerset al., 2011)qui est un déséquilibre de la balance physiologientee les
oxydants et les antioxydanf®eatonet al., 2003 ; Jeyaramraja, 2005)Il se produit lorsque
la génération des radicaux libres excede la capadit mécanisme de défense des
antioxydantgPoston et Raijmakers, 2004)

1.1. Origine du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est un événement impodant la cellul€Theriault et al., 2006).Les
effets de ce stress sont les conséquences de dbmgd des moléculesmportantes
(Jeyaramraja, 2005) tels que les lipides, les protéines et '’ADNomaset al., 2010.

1.2.Maladies liées au stress oxydatif :

Le stress oxydatif provoqué par les ERO jouentrble important dans I'apparition de
plusieurs maladies chroniques et dégénérafiveset al., 2011 ; Nairet al., 2012).Le stress
oxydatif provoque I'oxydation des lipides de la membraedulaire (Sun et al., 2011)et
affecte les fonctions physiologiques et menté\disva et Fujita, 2008).

D’aprésMiwa et Fujita (2008) le stress oxydatif augmente par la présence deive
facteurs de risques tels que : le tabagisme I'igpsion, le diabete et I'obésité.

2. Les antioxydants :

Un antioxydant est défini comme une substandeetarde ou empéche 'oxydation d’'un
substrat oxydabléDeaton et Marlin, 2003).Les antioxydants peuvent empécher ou retarder
le processus d'oxydation causé par les radicaugslibt les especes réactives de l'oxygene
(Heo etal., 2006 ; Vannucchi e#l.,2007).

D’origine diverses, ils peuvent étre produitans I'organisme, ou étre apportés par
I'alimentation ou bien issus d’'une synthese chimaitamimi et al., 2002).Les antioxydants
des plantes sont hydrosolublétayouni et al., 2007).

2.1. Classification des antioxydants :

On distingue deux grandes classe d’antioxygaahzymatiques et non enzymatiques.
Les principaux antioxydants sont résumés dafiguae 04.

2.2. Systeme de défense des antioxydants :

Le systéeme de défense des antioxydants espasimde molécules de faible poids

moléculaire ; enzymes intracellulaires, les vitaesifA, E, C...), les composés phénoliques et
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certain minéraux tels que le Zinc et Magnésiumjguent le réle de cofacteurs pour I'action

des enzymes antioxydant@sannucchi et al., 2007).

Antioxydants

i
1

Antioxydants enzymatigues Antioxydants non-enzymatiques

Minéraux | | =
Zinc, sélénium ™7 ®  Vitamines (A, C, E, K)

Enzymes primaires
S0D, Catalase, Glutathion peroxydase

Caroténoides
B-caroléne, lycopéne, | |, Les composes
Lutéine, zeaxanthin | 1| organosulfurés

' : Indoles, allyles sulfites

Enzymes secondaires
Glutathion réductase déshydrogénase
glucose-6-phosphate

Antioxydants de faibles

poids moléculaires N .
Glutathion, acide urique Co-facteurs antioxydants

Cofacteurs Quo

Les composés phénoligues -.—

Flavonoides

Flavanols - [ lsoflavones
lsoflavones :

Flavonols

1

Acides hydro benzoigues
Acide gallique, acide eltagique |}

Anthocyanidines

Figure 04 : Classification des antioxydaniRatnam et al., 2006)
2.2.1. Systeme de défense enzymatique :

Les enzymes constituent la premiére ligne éfertgse contre les radicaux librgzarrilla-

Taylor et Zenteno-Savin, 2011)
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» Superoxide dismutase (SOD) :

Elle est la premiére ligne de défense comseradicaux libre¢Gaté et al., 1999) ;c’est
une métalloprotéine possédant du fer et zinc danssge actif(Poortmans et Boisseau,
2003. Elle catalyse la conversion de I'anion superoxy@®-) en peroxyde d’hydrogene
(H202)(Gatéet al., 1999 ;Ratnamet al., 2006 ; Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin,2011)

» Catalase (CAT):

C’est une enzyme qui nécessite un cofacteuj pour sont fonctionneme®oortmans
et Boisseau,2003 Elle catalyse la décomposition de peroxgde/drogéne K202 )enH20
etO2 (Gatéet al., 1999 ;Ratnamet al., 2006 ;Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011)

» Glutathion peroxidase (GPX) :

C’est une sélénoenzym@oortmans et Boisseau, 2003qui détruit le peroxyde

d’hydrogene et I' hydroperoxyde organiqura(rilla-Taylor et Zenteno-Savin,2011)

2.2.2. Systeme de défense non enzymatique :
» Lavitamine E :

La vitamine E ow tocophérolFigure 05) est un antioxydant lipophilg&até et al., 1999
Alzoubi et al., 2012).Elle agit sur les membranes cellulaires en inhidaxydation des
acides gras polyinsaturéBardet et al., 2008)et elle réduit la formation des radicaux libres
tels que les lipoperoxydes et les radicaux d’oxgd&até et al., 1999). &tte vitamine inhibe
la propagation de la réaction de peroxydafi@outtebel et al., 1996).

Des études récentes ont montré que la vitamine éwigmt certaines maladies comme

I'Alzheimer et retarde le vieillissement cellulajfdzoubi et al., 2012).
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Figure 05 : Structure de la vitamine E
(Bast et Haenen, 2002)
» Lavitamine C:

La vitamine C ou l'acide ascorbiq(ieigure 06) est un antioxydant hydrosoluble, connu
pour son pouvoir réducteur important. Il inhibepleroxydation des lipides dans le plasma
(Gaté et al., 1999) et piege le radical (£) par formation du radical semi dehydroascorbate
qui est réduit par le glutathiqgRRatnam et al., 2006).

OH

HO—/z\ O O

H \OH.

Figure 06 : Structure de la vitamine C
(Gatéet al., 1999)

» Les composés phénoliques :

lIs peuvent servir comme antioxyda(falleh et al., 2011 ) lls répriment la formation des
especes radicalaires par inhibition d’enzymes veteaint lors de la formation des radicaux
libres (xanthine oxydase, protéine kinase C), pafation de métaux lourds ou encore comme

des donneurs d’hydrogene en phases aqueusesdiqugs(Rocha-Guzmanet al., 2007)
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1. Historique :

L'utilisation des substances chimiques poatisér le contréle de la végétation remonte a
plus d'un siécle, c'est en Allemagne, vers les asn#850, que la premiére substance
herbicide voit le jour, un mélange de sel et ded@dime était alors utilisé. 1l a fallu ensuite
plusieurs décennies avant de voir apparaitre degaax produits chimiques pour contréler la
veégetation(Fortier et al., 2005) En autre, en 1896, les premieres herbicidestfélezulfate
de fer, a été trouvé pour tuer les mauvaises hertfesilles larges. Ensuite, en 1944, fait la
premiere hormone a base herbicide 2,4-D disponiflesse uneke, 2007)A la fin des
annees 1960, le premier cas de résistance a uitiderbst signalé et en 1968, les expressions
"systeme de gestion intégrée des ravageurs” eblutan verte" sont employées pour la
premiere fois. A partir des années 1950 jusqu'awadjhui, l'industrie chimique synthétise de

nombreux nouveaux pesticid@3eguine et al., 2008).

2. Définition :

Le mot «pesticide »provient de I'association du mot anglaipest », lequel provient du
latin « pestis » (fléau, calamité), signifie animal, insecte, péapu nuisible (virus, bactérie,
champignon, ver, mollusque, insecte, rongeur, aisea mammifere) susceptibles d’étre
nuisible a I’'homme et a son environnement et diixsauk —cide » ((latin-cida, du verbe latin
caedo, caedere) qui signifie tuer(Cotonat, 1996 ; Couteux et Salain, 2009).

L’'Organisation des Nations Unies pour ['Alintation et I'Agriculture (FAO) et
I'Organisation Mondiale de la San®@MS) définissent le terme pesticide comme : « Toute
substance prévenant ou contrélant toute especéadigep ou animaux indésirables, incluant
aussi les substances utilisées comme régulateucralesance végétale, désherbage ou
desséchant FAO/WHO, 1998).

3. Classification :
3.1. Classification biologique :

En se basant sur le deuxiéme crigeest son action sur le parasite, on peut cldsser
pesticides en : insecticides, acaricides, fonggidatibiotiques a usage agricole, herbicides,

molluscicides, rodenticides, nematicides, corvisi@azzi, 2010).
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4. Valeurs toxicologiques des pesticides :
4.1. La dose journaliére admissible (DJA) :

La DJA est usuellement rapportée au kilo degpoorporel. C’est la dose de la substance
susceptible d’étre absorbée en une journée etilpadd poids corporel par un individu sans
entrainer d’effets toxiques, méme si I'absorptidrea quotidiennement toute la vieeyral,
et Vierling., 2007). Elle apparait comme comportant le moins de risques la santé du
consommateur, la DJA étant fondée sur tous les &@hnus au moment de I'évaluation du
produit par la Réunion conjoinfeAO/OMS sur les résidus de pesticides (JMPR). Elle est
exprimée en milligrammes par kilogramme de poidpae! (FAO., 1994).La DJA pour la
meétribuzine a été établi a 0,013 mg/kg de poidpa@i/jour(Efsa, 2006).

4.2. La limite maximale de résidus (LR) :

Limite maximale Codex pour les résidus deipiests (LMR), la concentration maximale
du résidu d'un pesticide (exprimée en mg/kg) queCtanmission du Codex Alimentaire
recommande d’autoriser officiellement dans ou ss produits alimentaires ou des aliments
pour animaux(FAO., 1994).La LMR pour la métribuzine a été établi a 0.6 ppaur la
pomme de terre, et de 0.1 ppm pour la torfRtera., 2013).

5. Les effets des pesticides sur I'environnement :

Les pesticides ont largement contribué a iteergation de la production de la productivité
agricole et a la qualit¢ de la production végétamis, une fois introduits dans
I'environnement, ils peuvent s'accumuler dans lletsdans l'eau et provoquer des dommages
a la flore et a la faune, lorsque les concentratidans les chaines alimentaires deviennent
assez élevées pour nuire a la faune et a la faareagigtableau 02).Par ailleurs, les résidus
des pesticides portent atteinte a la qualité des patables, contaminent les aliments destinés
a la consommation humaine, ont des effets négatifta santé des travailleurs agricoles qui y
sont directement exposeés, tandis que certaincjaisticontiennent des composés de bromure
qui, une fois volatilisés, se transforment danssteatospheére en gaz responsables de

'appauvrissement de la couche d'ozDECD., 1999).
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Tableau 02:les effets néfastes des pesticides sur I'enviroemg(Bibieudeet al., 1993).

Pratiques Sols Eaux Eaux Flore et fone Autres: air,
agricoles souterraines de bruit, paysage
surface

Pesticides Accumulation | Lessivage des résidusEffet sur la| Evaporation
de pesticides etmobiles de pesticidgsmicroflore du| ,mauvalis,
de produits de et des produits desol; résistance deépandage
dégradation dégradation certaines aérien, résidus
mauvaises herbes

Empoisonnement

résistance

6. Mode d’exposition des pesticides :

Les pesticides sont utilisés, non seulemens dtagriculture, mais aussi par divers autres
acteurs (industries, collectivités territorialeB)sa qu’en usage domestique et vétérinaire. Des
problemes de résidus dans les |égumes, les fetiits,sont aussi mis en évidence.

L’exposition aux pesticides se caractérisecdmar une multiplicité des voies d’exposition,
ces substances pouvant pénétrer dans I'organismeop#act cutané, par ingestion et par
inhalation. La grande variété de produits rendidié I'évaluation des expositions des
populations, qu’il s'agisse de la population exmoggofessionnellement (agriculteurs ou
manipulateurs), ou de la population générdla.figure 07 résume les possibles modes

d’exposition de I'environnement et de 'lhomme asticides.

Environnement @

/

Chaine alimentaire

Alimentation Faune
Habitat
Culture Flore

Jardinage
Elevage

Transferts R
inter-compartiments | AgErl::vua'tg";re
et transformations \ /

Pesticides

Fig. 07 :Modes d’exposition de ’lhomme aux pesticid€®P, 2002).
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7. Les pyréthrinoides :
7.1.Généralités :

Les pyréthrinoides sont les analogues symphesi des pyréthrines, qui sont des substances
chimiques naturelles présentes dans les fleurs lkysantheme. Les pyréthrinoides
synthétiques ont une structure et une action si@faaux pyréthrines naturelles mais,
contrairement a elles, ils présentent I'avantagdre’stables a la lumiére tout en gardant un
pouvoir insecticide, une action plus sélective ®ntaines especes et une faible toxicité pour
les mammiferes. Leur apparition remonte aux andé&&®, c’est-a-dire apres l'interdiction
des pesticides organochlorés et organophosphanés,agcumulaient dans I'environnement
et 'organisme humaigfréry et al., 2013)

Les pyréthrinoides, constituent aujourd'hualaille d'insecticides la plus utilisés. lls sont
utilisés contre une grande variété d'insectes eitudiyire, horticulture, dans le domaine
forestier, en santé publique (dans les hopitauxjaes les résidences, Les pyréthrinoides les
plus connus et utilisés commercialement sont lenpthrine, la cypermethrine, la cyfluthrine,
la deltaméthrine et le fenvalérate ; lls se retemivdans I'environnement essentiellement en
raison de leur usage comme insecticides. Dans ilgisont rapidement détruits par le soleil
(1-2 jours). lls sont fixés fortement aux sols euyent étre dégradés par les organismes
présents dans le sol et I'eau.

Si, en général, ils sont relativement peudo&s pour les mammiféres, les pyréthroides
sont des insecticides de synthése trés toxiguesl@ewrganismes aquatiques et les animaux
a sang froid. La plus faible toxicité chez les mafames s’explique par une faible absorption
par la peau et une transformation rapide dansafesghne(Bouvier, 2005).

7.2.Classification :

La famille des pyréthrinoides compte prés dhitier de molécules réparties en deux
groupe selon la molécule posséde (tyheou non (typd) un groupement cyanul&igure
08) parmi les 14 molécules les plus couramant utdisée peut citer la perméthrine la
cyperméthrine et la deltaméthriniés plusieurs isoméres (2-8) chacun des principaux
composeés présents sur le marché les mélange commersont généralement composes
présents d'un mélange de ces différents isoméigaégentent des propriétés insecticides et
toxicologiques différente@-réry et al., 2013)
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a. Perméthrine (Type) b. Cyperméthrine (Type Il)
% r - e C! k_\\'fr _,_-*Fh'“x. .e,'-';'_“\-,
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Figure 08 : Formules chimiques développées (a) d'un pyréthiimaie type |, la perméthrine
et (b) d’'un pyréthrinoidede type Il, la cyperméthringMorgan ,2012)

7.3. Exemples sur les pyréthrinoides :
7.3.1. la Deltamethrine :

La deltaméthringOMS, 1998) ou K.othrin®, ou décaméthrine, est un insecticide
pyréthrinoide de synthése de type Il trés actifagant un large spectre d’action. Son
utilisation dans le domaine de la santé publiquengnale, et surtout en agriculture, semble
étre largement envisagést un insecticide non systémique a action rapatecpntact et

ingestion (Aldridge 1990, Vijverberg et van den Bercken, 190).

> Propriétés :

La deltaméthrine est un solide blanc inodBiks est presque insoluble dans I'eau (032
a 25°C) et soluble dans de nombreux solvants aggasi notamment I'acétone, le 1,2-

dichloroéthane, le diméthylsulfoxyde, I'acétatetlide et le xyléene.

> Toxicités :

La deltamethrine (DM) est répertoriee en ddspar I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) et par I'Agence de Protection de I'Environree(EPA, USA) et dans la liste noire
par la Convention de Stockolm (Green Pedthip et al., 2013) Elle est tres toxique pour
les poissons et les abeill@dSuroCom, 2002 ; HSDB, 2001 ; US EPA, 1998En solution,
dansun solvant non aqueux, la deltamethrine présenf@usafaible DL50 de 19mg/kg par
voie oralechez la souris et d’environ 130 mg/kg/j chez IgiaCS, 1990) La toxicité de DM
par voiecutanée est faible ; la DL50 correspondante esérgaype a 800mg/kg chez le rat et
supérieurea 2000 mg/kg chez le lap{tNRS, 2016) L'intoxication aigué se manifeste chez

le rat et lasouris par les signes suivants : hypersalivaticarsitee, dyspnée, faiblesse, défaut
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de coordination motrice, hypotonie, tremblements, nenents cholériformes, tachycardie,
difficultés respiratoires et convulsions cloniquiess paralysies des muscles respiratoires sont
susceptibles de conduire a la mort. La sévéritésglegptomes est corrélée a la concentration
de DM dans le cervea(He et al., 1989 ;INRS, 2016) La deltamethrine provoque une
salivation excessive, secousses cloniques, mouusnre/lontaires, convulsions toniques et
cloniques. On a noté aussi des altérations neuopleg avec démyélinisatidiscassellati et

al., 1994 ; Toumi, 2013).

Tableau 03 :Principales propriétés physico-chimiques et toxigajues de deltamethrine
(INRS, 2007 ;Toumi, 2013 ; Shivanoor et David, 2014).

Nom chimique : R-3-(2.2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl-cyclopropane

carboxylate de (S)-a-cyano-3-phénoxybenzyle.

o

Structure chimique :
Formule chimique :
Masse molaire :
Point de fusion :
Solubilité dans I'eau :
Etat physique :

DJA :

Effets toxiques

SR O
C22H19Br2NO3
505,20 g/mole
90 °C
<0.0002 mg/l & 25°C
Cristaux blancs
100 a 15Qg/kg/j

Médiatement toxique (irritation, inflammation, ...)

7.3.2. la lambda-cyalothrine :

La lambda-cyhalothrine est un Pyréthrinoidesgnthése utilisé pour contrbler une large
gamme de ravageurs a savoir les lépidopteres él@gpkeres, les diptéres, et les coléoptéres
(Bao etal., 2007) Elle est un important outil utilisé en santé poantréler les cafards, les
moustiques, etles mouches, qui peuvent agir coneaevelcteurs de maladi€¥elmurugan
et al., 2007). (Figure 09).
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F.C

3
LN

/ N C— _ c=n
Cl \ c
H H /
H, g
é

Figure09 : Lambda-cyhalothrinévVelmurugan et al., 2007).

> Propriétés

La lambda-cyhalothrine est un insecticide pyigoide de synthése de type II, dont les
utilisations en agriculture sont de plus en plupaneanteqAnsari et al., 2012; Fetoui etal.,
2009; lyyadurai etal., 2014) Cette substance active est constituée de deuguddie formes
énantiomeres de la cyhalothrine. Il s’agit d’'uneléoole a large spectre contre les insectes
ravageurs des culturésetoui etal., 2009).

Il a été déterminé, a partir d’études chroagmenées avec la cyhalothrine et la lambda
cyhalothrine, que la pharmacocinétique, le métabwi et Ila toxicité de la
lambdacyhalothrine et la cyhalothrine sont sim@aifAnadon et al., 2006).En effet, ces
deux composés ont la méme structure chimique, nisidifferent seulement par la
composition des stéréo-isoméres présents. lls gartaainsi les mémes propriétés
physicochimiques et biologiquésloser etal., 2016).

» Toxicité de la lambda-cyhalothrine :

BN

Comme les autres pyréthrinoides, la lambdaloyhrine est une molécule a potentiel
neurotoxique non seulement pour les insectes, egsi pour les mammiférédnadon et
al., 2006; Ansari etal., 2012; Aouey etal., 2017; Fetoui etal., 2009). Cependant, cette
substance active est plus toxique chez les insepieschez les humains, étant donné la
différence inter-espéces dans la sensibilité deawasodiques et des différences de masse et
température corporell¢Bradberry et al., 2005).La toxicité de la lambda cyhalothrine chez
les animaux a été étudiée abondamment ces deraienggs, parce que les sujets exposés a
ces insecticides ont montré des changements awawnide fonctionnement du cerveau
impliquant les systemes dopaminergiques, choligees et sérotoninergiqug$iossain et
al., 2005).
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v" Neurotoxicité :

L’effet neurologique de la lambda-cyhalothriaeété étudié chez des rats males Long
Evans a partir de tests de l'activité motrivéolansky et al. (2006) ont étudié I'effet d’'un
mélange d’insecticide de type | et Il afin de cékdser une relation dose- réponse de
I'apparition des effets reliés a I'activité motridea aussi été documenté, qu'une dose de 3-10
mg/kg de lambda cyhalothrine diminuait I'activitéotrice de rats exposés de 50 — 60 %
(Wolansky etal., 2006).La lambda-cyalothrine ayant le groupecyano, présente les mémes
effets comportementaux que ceux des pyréthrinaildetype Il, y compris de la salivation,
des tremblements, ainsi que la diminution de Raigti motrice (Righi et Palermo-Neto,
2003; Weiner etal., 2009; Wolansky etal., 2006).

Plusieurs études ont été menées chez difssegpeéces animales. En particuMgginer
etal. (2009)ont documenté la toxicité aigué d’'un mélange dedqroduits commerciaux de
la famille des pyréthrinoides dont la lambda-cytiaioe, suite a une exposition orale aigué
chez des rats Sprague-Dawley. Les rats ayant ¢i@éség a une dose de 10-20 mg/kg de
lambda-cyhalothrine présentaient des signes deasialn, d’altération de la fonction motrice,
de la coordination et des tremblemerf#einer et al., 2009) De plus, I'étude ddloser et
al. (2016)a confirmé aussi I'observation de tremblements dbgzats exposés par voie orale
a des doses élevées de chaque isomére de la tyhedpisoit 6 mg/kg pc pour la lambda-
cyhalothrine et 3 mg/kg pc pour la gamma-cyhalothria salivation a été observée chez les
groupes de rats exposés a des doses inférieurag/&@Bpc. Par ailleurs, cette étude a montré
une corrélation entre les concentrations de la tlavdyhalothrine dans le plasma et les tissus
et la diminution de I'activité motricéMoser etal., 2016).Cependant, des études récentes ont
montré un effet inverse des pyréthrinoides surderadéveloppement. En plus des effets
neurotrophiques, il a été rapporté que les pymtinies augmentaient la densité et la longueur

de la colonne vertébrale.
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Matériels et méthodes

1. Matériel biologique:
1.1. Matériel animal :

Nous avons utilisé 32 souris blanches maleferaellesMus musculus L de la souche
BALB/C provenant de linstitut pasteur d’Alger. Agiée 2-3 semaines, d’'un poids vif moyen
de 25 a 38 g. Ce sont des mammiferes de I'ordserangeurs et de la famille des Muridés,
largement utilisés dans divers domaines de reche(thbleau 04. Ces souris ont été
soumises a une période d’adaptation 15 jours emyvaax conditions de I'animalerie; a une

température de 25°C + 2° et une photopériode nigure

Tableau 04 :Classification des sour{©rsini et al. 1983).

Regne Animale
Embranche Vertébrés

Classe Mammifére

Ordre Rongeurs
Sous-ordre Myomorphes

Famille Muridés

Genre Mus

Espece Mus musculus L. 1753

Nom commun Souris

Les souris sont mises dans des cages en lpgée spéciauxfigure 10) qui sont
tapissées d’'une litiere constituée de copeaux @& hes cages ont été nettoyées et la litiere

changée tous les jours jusqu’a la fin de I'expéritagon.
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Figure 10 : Cages de sourighoto personnelle 2019)

1.2. Matériel végétal
> Préparation de I'extrait hydro-méthanolique

50 g de poudre fine d’écorce de grenadieréb@tajouté a 350 ml de méthanol dans un
Erlenmeyer rodé et mélangé puis mélangés dans 1%0eau distillée. Le mélange est mis
sous macération pendant 24h sous agitation. Liéxibdenu est ensuite refroidi puis filtré a
température ambiante, le filtrat est évaporé aasd6°C a l'aide d’'un vaporisateur rotatif.
Puis I'extrait est vidé dans une boite de Pétplaté dans I'étuve a 40°C pendant 48 h.

> Rendement

Le rendement d’extraction a été estimé pppaod au poids de d’extrait brut et de la
masse de matiéres végétal séche, il est expringbercentage et calculé selon la formule

suivant :

RE (%) = =~ x 100

RE : rendement d’extraction en pourcentage.
PBE : poids des boites pleins aprés séchage (comtiextrait brut) en gramme.
PBV : poids des boites vide en gramme.

PP : poids des plantes seches en gramme.
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2.

1.3. Matériel chimique :

La Deltamethrine : La deltamethrine (Deltameth@) fabriqué par Averstar
industrial Co., Ltd, Sz, La Chine
La lambda-cyalothrine : un insecticide pyréthroide synthétique avec le nom
commercial ‘KARATE’, provenait de ZENECA Agrocherals, Royaume-Uni
(2,5%).
Choix des doses :
» Pesticide 1. Deltamethrine (DM) de dose 50 mg/kg/j sel&arhiran etal.,
2010).
» Pesticides 2 :Lambda-cyalothrine (LCT) avec une dose de 3,8 nip8ajon
(Samiran etal., 2010).
e Extrait: Solution d’extraction brut de IRunica granatum (EXT) de dose 50
mg/kg/j selon fohamed etal,. 2013).

Traitement des souris :

Dans notre étude, nous avons utilisé dewesyges pesticides la Deltamethrine et

Lambda-cyalothrine, seuls ou en mixture, et un aéixthydro-méthanolique, administrés

subchroniquement par voie orale pendant 15 jours.

Les souris ont été repartis en 8 lots deufisehacunfigure 11), il s’agit de :

>
>
>

YV V V VY

Lots n°1: contient 04 souris comme témoin ; gavage d’eau raieé&eulement.

Lots n°2: contient 04 souris pour le traitement par I'extd@tdose 50 mg/kg/j.

Lots n°3: contient 04 souris pour le traitement par deltame¢hde dose 50 mg/kg/j |
et lambda-cyalothrine de dose 3,8 mg/kg/j et l'axtile dose mg/kglj.

Lots n°4: contient 04 souris pour le traitement par lambdalatirine 3,8 mg/kg/j et
I'extrait. Lots n°5: contient 04 souris pour le traitement par deltame¢hde dose 50
mg/kg/j et lambda- cyalothrine 3,8 mg/kg/j.

Lots n°6: contient 04 souris pour le traitement par deltamethde dose 50 mg/kg/j.
et I'extrait de dose 50 mg/kg/|.

Lots n°7: contient 04 souris pour le traitement par deltamethde dose 50 mg/kg/j.
Lots n°8: contient 04 souris pour le traitement par lambdalathrine de dose 3,8

ma/kg/.
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Figure 11 : Gavage des pesticides a so(pkoto personnelle 2019)

3. Mesure de poids des souris :

La mesure de poids des souris témoins etsraitété effectuée chaque 3 jours, a l'aide
d’'une balance électronique, avant chaque gavage d&fi déduire la dose de pesticides a

administrer et de connaitre I'effet de ces dermsersle poids des souris.

4. Sacrifices et préléevements des organes :

Apres 15 jours de traitement les 8 lots sont sasrifLes animaux sacrifiés ont été pesés
puis ouverts centralement pour le prélevement daios organegFigure 12). Les poumons
ont été récupérés et rincé dans une le chlorusodeim (NaCl) a 0.9 %, puis pesés a l'aide
d’'une microbalance pour ensuite étre mis dans di#esbde préléevement. Les poumons ont
été conservés a -20° pour dosage des paraméetiésctusavoir MDA, GPx, Catalase, protéine,

lipide, glucide.

Le matériel utilisé pour le sacrifice des animauxtda dissection est cité dans I'annexe.
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Figure 12 : Sacrifice et prélévement des orgaf@soto personnelle 2019)

La Figurel3 schématise les différentes étapes dugtocole expérimental utilisé.

» Poids relatif des poumons (PRp) :

Le poids relatif des poumons (PRp) est calsalén le rapport entre le poids des poumons
et le poids total des souris suivant la formule/auie :
PRp (%) = (Pp/PC)x100
PRp : poids relatif des poumons (%5).
PC : poids corporel (g).
Pp : poids des poumons (Q).
5. Préparation de 'homogénats des organes

8 mg ddissu (poumons) de chaque souris des différerdshoidies, a été broyee avec 1 mli
de solution tampophosphate salin (TBS), composée de, Tris 50 mm,| I&C mm avec un
pH 7.4, puis centrifugée a 3000 tours/min penddntniinutes, le surnageant obtenu est
conservés a -20°C en vue d’'effectuer le dosagpalesnetres du stress oxydatif.

6. Préparation des solutions

Le protocole de préparation des solutions pourgsies différents parametres est illustré

dans I'annexe.
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32 souris

|

Aprés I'adaptation

|

Matériels et méthodes

04 souris 04 04 souris | 04 souris 04 souris 04 souris 04 souris 04 souris
L . o o o o s traitées
témoin souris | traitées | traitées par | traitées par traitées par traitées par par
Traitées traitées | par lambda- deltamethrine | I'extrait et I'extrait et I'extrait et
par I'eau par deltame- | cyalothrine | et lambda- Lambda- deltame- f[jherlizagqei'
physiologique | I'extrait | thrine cyalothrine cyalothrine thrine lambda-
cyalothrin

|

Apres 15 jifurs de traitement

|

La sacrifice

|

Extraction de

'organe

Dosage des métabolites
Protéines @radford, 1976)
Lipides (Goldsworthy etal., 1972)

Glucides Dubois, 1956)

|

Dosage des paramétres du stress

oxydatif

MDA( Esterbauer etal., 1992)
GPx (Flohe et Gunzler ,1984)

Catalase(Aebi., 1984)

Figure 13 : Les différentes étapes du protocole expérimental
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7. Evaluation des paramétres biochimiques et enzymatigps :
» Dosage des glucides :

Le dosage des glucides solubles totaux a atésélon la méthode dBubois, 1956
L’extraction des sucres solubles consiste a méf@ul d’homogénat dans des tubes a essai
puis a ajouter 2ml d’éthanol a 80%, le tout edtsi@i48h. Le dosage se fait par évaporation
totale de l'alcool en mettant les tubes a essaisdan bain marie a 70°C. Apres
refroidissement, on complete le volume de chaghbe tuessai a 20ml avec de I'eau distillée
ensuite en préleve 1ml de la solution et on jouté de phénol a 5% en prenant soin de bien
agiter, puis on ajoute 2ml d’acide sulfurique carioe dans des tubes déposés préalablement
dans un bain de glace. Enfin le tout est laisseegeser pendant 25min, puis on procede a la
lecture a une longueur d’'onde de 490nm. Le caled cbncentrations réelles se fait par

I'équation déduite de la gamme d’étalonnage prépauértir d'une solution mere de glucose

» Dosage des lipides :

Les lipides tissulaires sont évaluée selandéhodg Goldsworthy etal., 1972) on utilise
20Qul d’homogénat dans 5ml de I'acide trichloroacéti@@éo (TCA), on broyé et ont filtré ce
mélange ; et directement ont appliqué une centiifog a 5000t/min pendant 10min. Le culot
est gardé dans tube contient 1ml du mélange Ethleni@phorme, et apres centrifugé ce
mélange a 5000t/min pendant 10min, on préleveul@0 surnageant, auquel on ajoute 1ml
de l'acide sulfurique et en met apres agitationtld®es dans un bain marie a 100°C pendant
10min. Apreés refroidissement, on préléve encorefaiseau moyen d’une micropipette 200
de l'extrait auguel on ajoute 2.5ml du mélange aalibsphovanillinique a 85% (0.38g
vanilline+195ml acide orthphosphorique+55ml H20) laeissé ce mélange 30min a
'obscurité, la lecture a une longueur d’onde 530hmn calcul des concentrations réelles se
fait a partir de I'équation déduite de la gammeal@nage réalisée a partir d’'une solution
mere préparée en utilisant de I'huile de tourné&nhexes).

» Dosage des protéines :

La méthode utilisée pour le dosage des preséast celle dBradford, 1976 qui utilise la
BSA comme standard, sur le méme échantillon utpiser doser les lipides, on récupere le
culot issu de la deuxieme centrifugation auquebajouté 1ml du NaOH (0.1N) et on agite
énergétiquement pour la dissolution des protéidgses, on préleve, au moyen d’'une
micropipette, un volume de 1@0auquel on ajoute 4ml du réactif BBC (Bleu Brillathe
Coumassie) (50mg BBC +50ml d’'acide orthophosph@&iqu85% et on compléte a 500ml
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avec l'eau distillée). Ainsi une couleur bleue sEveloppe et on passe directement les
échantillons pour lecture a une longueur d’'ondent®5Le calcul des concentrations se fait
par I'équation déduite de la gamme d’étalonnaghksgea partir d’'une solution d’albumine de

sérum de beeufd\nnexes)

» Dosage de malodialdialdéhyde (MDA) :

Le MDA peut étre détecté par une réaction romiétrique a l'acide thiobarbiturique
(TBA). La détection du MDA issue de la dégradatites acides gras polyinsaturés a 3 ou 4
doubles liaisons peroxydées, constitue une méthoge sensible pour déterminer une
lipopéroxydationin vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthdiéisterbauer et
al., 1992.

Le principe de ce dosage est basé sur la cgatlen de MDA en milieu acide et & chaud
avec l'acide thiobarbiturique, pour former un pigihéose). Ce chromogéne peut étre donc

mesureé par spectrophotométrie d’absorption a 530[rigure 14).

H H HSYN GH

o o e AN
GH
hzkndialdshyde Agide thiobarbitunque
(MDA) (TBA)
s \(N OH  Ho NYSHI
N / N
GH GH

Dérne MDA-(TBA)2

Figure 14: Réaction du dialdéhyde malonique avec I'acide thiblurique.

La procédure expérimentale du dosage, est la geivan
» Prélever 375l de 'homogénat (surnageant).
» Ajouter 150ul de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150mH 7.4).
» Ajouter 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)
» Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendantrilg.
* Prélever 40Qu du surnageant.
* Ajouter 80ul du HCI 0.6 M.
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* Ajouter 320ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM).

» Meélanger et incuber au bain marie & une tempéraei@0°C pendant 10 minutes.

La densité optigue a été enregistrée. & 530 nm. L’absorbance est directement
proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnainisi une évaluation précise des lipides
peroxydés.

La concentration du MDA est calculée selolviale Beer-Lambert (DO = E.C.L) :

C (nmolimgdeprotéine) =D0.1F/e.L.X.Fd

* C: Concentration en nmoles/mg de protéines.

e DO : Densité optique lue a 530 nm.

» E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.3®5 M-1 cm-1.
* L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

* X : Concentration de I'extrait en protéines (mg/ml)

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

» Dosage de I'activité enzymatique du glutathion pergydase (GPX) :

L’activité enzymatique du glutathion peroxydd&Px) a été mesurée par la méthode de
Flohe et Gunzler, 1984)Cette méthode est basée sur la réduction de pEaXirydrogéne
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), emidr est transformé en (GSSG) sous
l'influence de la GPx selon la réaction suivante

H,0,+ 2GSH —>GSSG+ 240
Pour cela que, nous avons procédeé aux étapes wgvan

* Prélever 0.2 ml de 'homogénat (surnageant).

* Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

* Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 5MpNaCl 150 mM pH 7.4).

* Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

* Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaa, laisser agir pendant 10

minutes.

» Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

* Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

» Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes
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e Prélever 0.48 ml du surnageant.
* Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.
* Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)
* Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiGa 412 nm.
La détermination de I'activité enzymatique de |axGR fait a I'aide de la formule suivante :
GPx (umol GSH/mg protéine)= (DO échantillon x DO étalonx 0.04/ DO étalon
» DO échantillon : Densité optique de I'échantillon.
» DO étalon : Densité optique de I'étalon.
* 0.04 : Concentration de substrat (GSH).

» Dosage de la catalase :

Les catalases sont présents dans un grandreodw® tissus. Ce sont des enzymes
tétrameriques,

Chaque unité portant une molécule d’héme et molécule de NADPH. Ces enzymes
interviennent dans la défense de la cellule coetrgtress oxydant en éliminant les espéces
réactives et en accélérant la réaction spontané@ytkolyse du peroxyde d’hydrogene (H2

02) toxique pour la cellule en eau et en oxygéyeb(., 1984).

2H202 _Catalase 2H20 + 02

* Prélever 2Qu de 'homogenat.

¢ Ajouter 780ul (100 mM) de tampon phosphate pH 7.4, eti2@0H2 O2 (500mM)

La lecture des absorbances est effectuée penda minute et chaque 15 secondes a une
longueur d’onde de 240 nm contre un blanc conte@8nk d’eau distillée remplacant la
guantité de surnageant.

Activité (umol deH202min)/mg) =ADoxd/exXxLx0,02

* ADo: Variation de la densité optique par minutes, céeslire pour :
¢ Al (Absorbance initiale) : 15 s
* AF (Absorbance finale) : 1min
e Onfait: (Al - AF) x4/3 par min

d : dilution de I'échantillon au début
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» ¢ : Coefficient d’extinction moléculaire de I'eau oxygee,e H202 = 0.043 mM-
1.cm-1 = 0,043umol cm-1mi-1

* L : largeur de la cuve (longueur du Trajet optiquegrn

» X : quantité des protéines en mg/ml

8. Etude statistiques :

Les résultats sont présentés sous forme deemney (moyen = écart-type), les
comparaisons entre les groupes sont realisées mparanalyse de variance (one-way
ANOVA). L’analyse statistigue a été réalisée adekaidu logiciel Minitab® 17.1. La
signification de différence entre le lot témoinles lots traités est vérifiée en utilisant le test
de Dunnet
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.
-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est tres hautement significative.
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Résultats et discussions

Résultat

1. Effets de pesticides et I'extrait hydro-méthanolige sur les paramétres de la
croissance (Poids relatif et gain de poids) chezslsouris :

Les résultats obtenus lors de I'évaluation pEametres de croissance en terme de poids
relatif, le gain de poids durant les 15 jours @déement des différents groupes de souris par
la Deltaméthrine, Lambda-cyalothrine, leur mixtetel'extrait hydro-méthanolique seul ou
associé avec les pesticides sont illustrédgsafigures 15 et 16.

1.1. Poids relatif :

Les résultats obtenus suite a I'évaluatioPBp montrent une augmentation significative
(0,05>p>0.05) du poids relatif des poumons chegrteipe traité par la DM+LCT, LCT et
EXT+LCT en comparaison avec le groupe témoin, ghicative du groupe traités par le
DM et le groupe traités par DM+EXT+LCT par rappadx témoins. Alors que pas de

différence par rapport a les groupes traités [EXT seul ou associé avec le DM par rapport

& S e o

v o

N

aux témoins(Figure 15).
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Figure 15 : Evolution du poids relatif des poumons (PRp) cleszslouris traitées durant 15

Poids relatif corporel des poumons%
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<

jours par les pesticides et I'extrait hydro-métHane.

EXT : extrait(punica granatum).. DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
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1.2. Gain de poids:
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Groupes
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Figure 16 : Evolution du gain de poids corporel (GP) chez tagis témoins et traités aprés

15 jours de traitement par les pesticides et lakirydro-méthanolique.

EXT : extrait(punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.

Les résultats de I'évaluation du gain de poptésentés dara figure 16, montrent une

diminution significative du poids corporel chez ®upes de souris traités par la LCT, la

DM et aussi leur combinaison et la mixture EXT+DMZL par rapport au groupe témoin.

Ce résultat est Presque identique pour le lo@étgzar 'EXT.
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2. Etude des paramétres biochimiques et enzymatiques :

2.1. Effet des pesticides et I'extrait hydro-méthaolique sur les parameétres

biochimiques chez les souris :

2.1.1. Taux des protéines :

* %k %k

(%]

coooo
(0]

~

orRrNWhR

Quantité de protéine

A
x\,(a

&

Groupes

Figure 17: Variation de teneur en protéines (mg/ml) chez ¢esis traitées durant 15 jours
par les pesticides et I'extrait hydro-méthanolique.

EXT : extrait(Punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.

-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est trés hautement significative.

Les résultatgFigure 17) obtenus montrent une diminution trés hautementifgigtive
(p<0,001) du taux des proteines totales des pourncheg les souris traitées par DM et
DM+LCT et EXT+DM et EXT+LCT comparés au témoin. Ce€mes résultats montrent
également un état de stabilité du taux de proté&heg les groupes traités par EXT, LCT et

mixture EXT+DM+LCT, par rapport au groupe témain.
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2.1.2. Taux des lipides:
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Figure 18: Variation de teneur en lipides (mg/ml) chez lesrisowaitées durant 15 jours par
les pesticides et I'extrait hydro-méthanolique.

EXT : extrait(punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.

-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est trés hautement significative.

Les résultats obtenus montrent une diminuti@utement significatived(001)du taux des
lipides des poumons chez le groupe DM et le ggddT et DM+LCT et le groupe EXT+DM et
EXT+LCT+DM et le groupe EXT+LCT comparés au témoldes mémes résultats montrent

également un état de stabilité dans la teneumpitielichez les groupes traités par, LCT par rapgort
groupe témoirfFigure 18).
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2.1.3. Taux de glucide :
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Figure 19: Variation de teneur en glucide (mg/ml) chez lesisamaitées durant 15 jours par
les pesticides et I'extrait hydro-méthanolique.

EXT : extrait(punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.

-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est trés hautement significative.

Les résultats obtenus montrent une diminution s tr@utement significativep€0.001) du taux des
glucides des poumons chez tous les groupe cospar&moin(Figure 19).
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2.2. Effet des pesticides et I'extrait hydro-méthaolique sur les parameétres

enzymatiques chez les souris :

2.2.1. Effet des pesticides et I'extrait hydro-méthanoliqe sur la teneur de
malondialdéhyde (MDA) :

0,4

@ 0,35 I
* %k %

o
w
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= ~
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Figure 20: Taux de MDA (umol/mg) chez les souris traités dufdnjours
par les pesticides et I'extrait hydro-méthanolique.

EXT : extrait(punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.

-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est trés hautement significative.

Nos résultats montrent une augmentation satife (,05>p>0.03 du taux de MDA chez
les groupes traités par la DM, EXT+DM, et EXT+LCOM+LCT par rapport au groupe
témoin(Figure 20), et les groupes traités par EXT et par LCT et taixture avec le DM ont
enregistré une diminution significative du tauxMBA par apport au témoin.
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2.2.2. Effet des pesticides et I'extrait hydro-méthanoliqe sur les variations de

l'activité de la glutathion peroxydase GPXx :
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Figure 21: Activité de GPx (umol/min/mg) chez les souris &ai durant 15 jours par les

pesticides et I'extrait hydro-méthanolique.

EXT : extrait(punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.

-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est trés hautement significative.

Les résultats montrent une augmentation tres haurtegignificative §<0.003) de l'activité de
GPx (Figure 21) chez les groupes traités par la DM et EXT+LCT ppport au groupe
témoin. Par contre, les résultats ne montrent pasvariation significative chez les autres

groupes traités.
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2.2.3. Effet des pesticides et I'extrait hydro-méthanolige sur la teneur de Catalase

(CAT) :
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Figure 22: Taux de CAT (umol/min /mg) chez les souris tradasant 15 jours

par les pesticides et I'extrait hydro-méthanolique

EXT : extrait(punica granatum). DM : deltaméthrineLCT : lambda-cyalothrine.
-p>0,05 =la différence n’est pas significative.

-(*): 0,05>p>0.05=la différence est significative.

-(**): 0,01>p>0.01=la différence est hautement significative.

-(***): p<0.001= la différence est trés hautement significative.

Les résultats obtenus montrent une diminution hi@gement significativep€0.001) du taux
de CAT des poumon@-igure 22) chez les groupes DM et EXT+DM, EXT+LCT compareés
au témoin. Ces mémes résultats montrent égalemendiminution significative0(05>p>0.09

chez le groupe DM+LCT par rapport au groupe témoin.
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Discussions :

Le monde des sciences biologiques et médieastesnvahi par un nouveau concept, celui
du «stress oxydant», qui se définit comme un déléiguentre la production des radicaux
libre et leurs éliminations par les défenses axjdantes. Favier., 2003.

Le but de ce travail était en premier lieu la méseévidence d’'une éventuelle toxicité des
deux pesticides (déltamethrine et lambda-cyalogrisur les poumons des souris ainsi que
I'effet de I'extrait desPunica granatum en terme de parameétres de croissance, parametres

métaboliques et biomarqueurs du stress oxydatif.

1. Effet de lambda-cyalothrine et le deltaméthrine etle Punica granatumL. sur le gain
de poids et I'évolution du poids corporel relatif tiez les souris :

Les résultats obtenus d’aprés notre étudéetfetidu traitement par la LCT et la DM sur
le poids corporels des souris montrent qu’il y @ diminution significative de la croissance
corporelle des différents groupes, due peut éaaéduction de la consommation alimentaire
au cours de I'expérimentation. Cette diminutiordtiige, ainsi que par d’autres médiateurs
chimiques tels que certains cytokines pro-inflanomas que I'organisme puisse libérer aprés
les effets toxiques des pesticid€afole et Harve, 2011 ; Viviana, 201p Ces résultats sont
en accord avec les travauxBezzag et Serout{2015, qui ont signalé une réduction dans la
consommation de la nourriture chez les souris swwea une toxicité subchronique. Par
ailleurs, l'utilisation de laPunica granatum a montré une amélioration de ces parameétres
pondéraux des animaux. Ceci pourrait étre la care@p de son pouvoir antioxydant en
normalisant I'homéostasie redox intracellulairdestétablissement de I'état psychique des
animaux. Cliona et al., 2011 ; Toumiet al., 2013.

Nos résultats de I'évaluation du PRP montrere augmentation significative du poids
relatif des poumons chez les groupes traités ppMaLCT et DM+LCT et EXT+LCT peut
étre due a la diminution du poids corporel des anixrtraités par ces pesticides.

2. Effet de lambda-cyalothrine et le deltaméthrine et le Punica granatum sur les
parameétres métaboliques chez les souris :

Nos résultats montrent une diminution tresté@ent significative dans les parameétres
métaboliques chez les souris traitées par les gegkcides DM et LCT et I'extrait, par

rapport le témoin. Le taux de protéine diminuéeagtiqué I'occurrence par une dénaturation
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protéique et aussi par la diminution de la synthdEse protéines due a l'atteinte au systeme
transcription-traduction au niveau cellulaire. Ua@tre explication serait I'utilisation
excessive des molécules protéigues impliquées ldahéfense anti-oxydante contre les ROS
libérées suite a la consommation des différentsbi@tiques.

La diminution de la contenance en lipides guéi une dégradation par oxydation et qui
peut étre mis en évidence par le dosage du MDAa Hitminution des glucides se référer a
consommation trés élevée des molécules énergétiguessaire pour mener une défense

contre les attaques des radicaux libres issusrdexication.(Najib Z, et al., 2010).

3. Effet de lambda-cyalothrine et le deltaméthrinesur la teneur de malondialdéhyde

(MDA) chez les souris :

Le malonedialdéhyde (MDA) est un produit fida la peroxydation lipidique résultant de
I'interaction entre les ROS et les membranes aglld et subcellulairdé\slan etal., 1997)

Dans notre étude nous enregistrons une augti@nttres hautement significative du
marqueur de la peroxydation lipidique le MDA, ddes poumons chez le lot exposé a la
deltaméthrine, par rapport aux témoins, ce quigneiune diminution des antioxydants qui
jouent un réle tres importants dans I'inhibition ldeperoxydation lipidiquéVertuani et al.,
2004)

L'activité de MDA chez les souris traités pkEr Lambda-cyalothrine montre une
diminution significative par rapport les souris s, cela expligue qu'il n'ya pas une
péroxydation lipidigue(Mohamed M etal., 2010.

4. Effet de la lambda-cyalothrine et deltaméthrine sur l'activité du glutathion
peroxydase GPx :

GPx c’est une enzyme dépendante de sélénilenjécompose le peroxyde d’hydrogene
en eau et oxygéne moléculaire par l'oxydation dutatfhion réduit(Ewis and Abdel-
Rahman., 1995)au cour d'étude expérimentale, nous avons consiag diminution
significative de I'activité enzymatique de la glili@n peroxydase (GPx) dans les poumons
chez les souris traités par LCTette baisse d’activité pourrait étre directemepliguée par
la faible concentration du glutathion réduit (GSEgr ce dernier est un substrat et cofacteur
de GPx(Hussain etal., 2005).

La déplétion de la défense antioxydante desnoms a été associée par une peroxydation
lipidique importante, révélée par 'augmentatiomgressive du taux de malondialdéhyde

chez les souris traités par ce dernier. Ce résedttatonfirmeé par les travaux deriflowich
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et Freeman ; 1986. Frank ; 1983pans la théorie des radicaux libres qui suggerelgue
diminution de ces enzymes (enzymes a effet ant@axyddiminue la capacité antioxydante
du poumon et intensifie la peroxydation des lipidass les membranes cellulaires.

5. Effet des de lambda-cyalothrine et le deltaméthrinesur la teneur de Catalase
(CAT):

La catalase (CAT) est une hémoprotéine qualyse la réduction des peroxydes
d'hydrogene en H20 et en oxygene et protege asstides radicaux hydroxyles qui sont trés
réactifs (Sathishsekar et Subramanian., 2005Nous avons enregistré une diminution trés
hautement significative de I'activité du catalasen&veau des reins des souris traités par DM.
Ces resultats s’accordent aux travadanonmani et ces collaborateurs (2005)cette
réduction peut étre due a la production excessM2@2, Ils I'ont expliquée comme étant le
résultat de la glycation non enzymatid®Rajasekaranet al., 2005).

L'activité de catalase (CAT) dans les lotsités par la LCT une augmentation trés
hautement significative par rapport le lot de témoela explique la diminution d’une
consommation ROS. Les résultats obtenus(patoui H et al., 2011) montre également
'augmentation au niveau d’activité de CAT dangrétement au LCT chez lests wistar,
les groupes peuvent impliquer la décomposition d®PHet peut représenter un aspect de la

réponse cellulaire, augmentation des niveaux de R@8ts par la toxicité des LCT.

6. Effet de Punica granatum sur les parameétres de stress oxydatif :

La grenade présente une bonne capacité adtoky et est un piége efficace pour
plusieurs espéces réactifs de I'oxygéne, principalg en raison de sa contenance élevée en
acides phénoliques, flavonoides et autres compugshénoliquegAviram et al., 2000).

Notre résultat montre que dans la majorité pl@sametres étudiés, les lots traités par
I'extrait de grenade présente un changement pasfisaif par rapport au témoin. Ces
résultats montrent que les extraits d’écorces @eagte peuvent Prévenir la production de

radicaux libres et les neutraliser.
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Conclusion

Les pesticides sont des composeés chimiqués diet propriétés toxicologiques, utilisés par
les agriculteurs pour lutter contre les animauteswplantes jugés nuisibles aux plantations.

Ce travail nous a permis de mettre en éviddetiet des pesticides (Deltamethrine et
Lambda-cyalothrineur I'évolution du poids corporel, ainsi que leabil métabolique et
enzymatique chez les soultis musculusL.

Dans notre étude, nous nous sommes concentrésssafféts sur les poumons induits par le
deltaméthrine et de lambda-cyalothrine chez lesispar administration orale.

Nos résultats indiquent que ces deux pestcgle appartiennent consécutivement a la
famille de pyréthrinoides peuvent causer de makliproubles pulmonaires. Par conséquent,
['utilisation de laPunica granatum qui est le flavonoide a abouti a des résultatgtifsosur
'organisme grace a sa capacité a piéger les naxliiiares responsable du stress oxydatif qui
cause de multiples dégats au niveau cellulairaet@gnséquence sur tout I'organisme.

Pour atteindre notre objectif nous somme pec@ une série d’analyse de paramétres de
croissance (poids relatif et gain de poids), enziquas (GPx et CAT), biomarqueurs de
peroxydation lipidique (MDA), et sur les métabditéorotéines, glucide et lipide) sur des
souris pendant 15 jours de traitement par gavage des doses de 3,8 ml/kg/j pour la
lambda-cyalothrine, 50 ml/kg/j pour le deltametlkrat 50 ml/kg/j pour I€unica granatumL.

A la lumiere des résultats obtenus on a coistme diminution significative des
indicateurs de croissance tels que le poids corgomu paramétres métaboliques (protéines,
glucide et lipide) et l'activité de catalase (CATgyec une augmentation de l'activité
enzymatique de GPx et de MDA qui est un biomarqdeyseroxydation lipidique.

En perspectives :

Il serait intéressant d’approfondir ces cosidaospar :
v' L'étude d’'autres parametres de la toxicité desigdss « GSH, GSTs, SOD...).
v' L'analyse phytochimique de I'extrait des écorces gtanadier afin de déterminer les

molécules responsables de son pouvoir anti-oxydant.
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Annexe

% Protocole de préparation des solutions :

1. Pour le dosage des protéines :

» BSA (1 mg/ml)
Dissoudre 05 mg de BSA dans 05 ml d’eau distillée.

» Réactif de Bradford « BBC »
Dissoudre 100 mg de BBC dans 50 ml éthanol (95%s agiter pendant 02 Heures. Ajouter

100 ml d’acide ortho phosphorique (85%) Ajouter 8&l0d’eau distillée (pour obtenir 01 | de
solution) Conservation a 04 °C.
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R? = 0,965
2
. ®
15
(%]
[ =
©
Ed
a 2
Q2
<
0,5
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentration de BSA (mg/ml)

Figure. Droite de régression experimant les absorbanc@s ar en fonction de concentration BSA

(mg/l) (R% coefficient de détermination).

2. Pour le dosage MDA :
» TBS, Tris, NaCL, PH: 7.4 :
0.878 g de NaCl dans 100 ml d’eau distillée, puB g Tris et compléter le volume par la

solution NaCl et ajuster le PH a 7.4

» TCA-BHT:
20 g TCA dans 100 ml d’eau distillée pour obten@AT 20 % puis peser 01 g de BHT et
compléter le volume & 100 ml par la solution TCA®6t agiter a chaud.

» Hcl (0,6 M) :

Prélever 5.156 ml d’'Hcl et compléter le volume & bl par I'eau distillée



Annexe

» Tris—TBA:
0.32 g Tris dans 100 ml eau distillée 1,73 g de TB&mpléter le volume a 01 | par la
solution Tris (26 mM).

3. Pour le dosage GPx :

» GSH (0,1 mM) :

Prendre 3.76 mg de GSH dans 100 ml eau distillée
> TCA (01 %) :

Dissoudre 01 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée

> DTNB (1,0 mM):
Dissoudre 20 mg de DTNB dans 50 ml de méthanollabso
4. Pour le dosage CAT :

> TP (PH 7.4):
Solution A : Prendre 3.12 g de Ngt0, dans 100 ml eau distillée
Solution B : Prendre 7.16 g de Na&D, dans 100 ml eau distillée
Mélanger 16 ml de solution A avec 48 ml de soluton

» Hy0,(1.3 %) :

Dissoudre 1.3 ml de,0, dans 98.7 ml d’eau distillée

« Matériels et appareils utilisée :

-H202 (peroxyde d’hydrogéne) -Centrifugeuse (SELECTA).
-NaCl (Acide chlorhydrique) -Balance de précision (KERN).
-GSH (Glutathion réduit) -Etuve (HERAEUS).

-TP (tampon phosphate) -Agitateur magnétique (WITEG)
-TBA(Acidethiobarbiturique) -Matériel de dissection.

- BHT (Butyl hydroxy toluene ) -Centrifugeuse sigma 1-15.
-BSA (Albumine sérum de boeuf). -Réfrigérateur.

-Glucose. -Bain marie (MEMMERT).
-NaHPq, (Sodium phosphate monobasique) | -Agitateur Vortex (THERMOS).
-Tris. -Spectrophotométre(UVmini1240,
-HC1. SHIMADZU). -Pissette.
-Méthanol absolu. -Verre de montre.
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-NA,HPO, (hudrogénophosphate)
-DTNB(I'acide5-5’-dithio-bis-2 nitrobénzoique)
-Eau distillée.

-TCA (Trichloroacétique).
-Anthrone.

-Acide sulfurique.

-Acide orthophosphorique (a 85%).
-Vanilline.

-BBC (Bleu Brillant de Coomassie).
-Ether.

-Chloroforme.

-Ethanol (& 80%).

-Spatule.

-Baromagnétique.

-Micropipettes (10l a 500Qul).

-Pipettes graduées.

-Portoirs.

-Tubes a essai.

-Tubes secs en verre et en plastique.
-Tubes eppendorf pour les centrifugeu
sigma.

-Cuves pour la spectrophotométrie
plastique et enquartz).

-Papier d'aluminium.

-Becher

-Entonnoirs.

-Eprouvettes graduées

Sses

en

Matériels de dissection et de décapitation :

-Ciseaux - gants

- Epingles - Planche de dissection

- Papier absorbant
- Pinces
- Aiguille droite

- Boites

- Lames de rechange pour Scalpel
- Papier aluminium
- Scalpel

-Balance de précision




