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Abstract

Pesticides are chemical compounds with toxicological properties. Chlorpyrifos (CPF) is one of
the most widely used organophosphorus insecticides for industrial, agricultural and public health
purposes. Lufenuron (LUF) is relatively a new member of the chitin-synthesis inhibitors class which
are less toxic to the environment. The essential oils (OE) are used in many therapeutic areas and are
known for their antioxidant properties. The present study aimed to evaluate the influence of CPF, LUF
and their combination on the activity of the cytosolic and mitochondrial antioxidant system, and the
protective effect of the essential oils of cuminum cyminum (OEc) against this perturbation. The
experiments were conducted on female Wistar rats that were treated daily by oral gavage for 60 days.
The animals were divided into eight groups: the negative control group (1) received corn oil, the
positive control group (2) received HEc (0.1 mg / kg), the group (3) received the CPF (5.4 mg/kg), the
group (4) received the CPF + HEc at the same doses, the group (5) received the LUF (200mg/kg)
while the group (6) received LUF + HECc at the same doses. The rats of group (7) were treated with the
mixture of CPF and LUF at the same doses, while those of group (8) were treated with the
combination CPF + LUF + HEc at the same doses. Measurements of physiological, biochemical and
oxidative stress parameters were performed at the cytosolic and mitochondrial levels.

Our results showed that the administration of CPF and LUF and their mixture caused
deleterious effects on the body resulting in a deterioration of the general state of health of the rats (a
reduction of body weight and an increase of the weights liver and kidney), altered hepatocytes by
elevated ALAT and ASAT activity, and renal dysfunction by increased creatinine and urea levels. In
addition, the assay of liver parameters showed that CPF and LUF and their mixture resulted in an
increase in oxidative stress biomarker (MDA) and GPx activity and a decrease in antioxidant
enzymes (CAT, GST and GSH) in the cytosol and mitochondria of the liver. A negative cerebral
effect (decreased activity of the acetylcholinesterase enzyme) was also observed. The mitochondrial
preparation with these pesticides demonstrated a decrease in mitochondrial respiration (O:
consumption), an increase in permeability with mitochondrial swelling. The mitochondrial
preparation with these pesticides demonstrated a decrease in mitochondrial respiration (O:
consumption), an increase in permeability with mitochondrial swelling.

The results of this study show that these pesticides cause oxidative stress at the cytosolic and
subcellular hepatic level. Our results confirm the protective effect of HEc against oxidative stress by
an improvement in all biochemical and oxidative markers.

Key words : chlorpyrifos, lufenuron, essentielle oil, oxidative stress, protective effect, Wistar rats.



Résumé

Les pesticides sont des composés chimiques dotés de propriétés toxicologiques. Le
chlorpyrifos (CPF) est I'un des insecticides organophosphorés les plus utilisés a des fins industrielles,
agricoles et de santé publique. Lufenuron (LUF) est un nouveau membre de la classe des inhibiteurs
de la synthése de la chitine qui sont moins toxiques pour I’environnement. Les huiles essentielles
(HE) sont utilisées dans de nombreux domaines thérapeutiques et sont connues pour leurs propriétés
antioxydantes. La présente étude visait a évaluer l'influence du CPF, LUF et leur combinaison sur
l'activité du systeme antioxydant cytosolique et mitochondrial, et I'effet protecteur de [I'huile
essentielle Cuminum cyminum (HEC) contre cette perturbation. Les expériences ont été menées sur
des rats Wistar femelles qui ont été traitées quotidiennement par gavage oral pendant 60 jours. Les
animaux ont été répartis en huit groupes : le groupe 1 témoin négatif a recu de I'huile de mais, le
groupe 2 témoins positif a recu I’HEc (0,1 mg / kg), le groupe 3 a recu le CPF (5.4mg/kg), le groupe
4 arecu le CPF + HEc aux mémes doses, le groupe 5 a recu le LUF (200 mg/kg) tandisque le groupe
6 a recu du LUF + HEc aux mémes doses. Les rats du groupe 7 ont été traités par la mixture du CPF
et LUF aux mémes doses, alors que ceux du groupe 8 ont été traités par la combinaison CPF + LUF
+HECc aux mémes doses. Des mesures des parametres physiologiques, biochimiques et du stress
oxydant ont été effectués au niveau cytosolique et mitochondrial.

Nos résultats ont montré que I’administration du CPF et LUF ainsi que leur mixture provoque
des effets délétéres au niveau de I’organisme traduits par une détérioration de I’état de santé général
des rats (une réduction de poids corporel et une augmentation des poids relatifs des foies et reins), une
altération des hépatocytes par élévation de l'activité ALAT et ASAT, et un dysfonctionnement rénal
par I’augmentation du taux de la créatinine et 1’urée. En outre, le dosage des parametres hépatiques a
montré que le CPF et le LUF ainsi que leur mixture entrainaient une augmentation du taux de
biomarqueur du stress oxydatif (MDA) et du GPx et une diminution des enzymes antioxydantes (CAT,
GST et GSH) dans le cytosol et les mitochondries du foie. Un effet négatif cérébral (diminution de
I’activité de I’enzyme acétylcholinestérase) a été¢ également observé. La préparation mitochondriale
avec ces pesticides a demontré une diminution de la respiration mitochondriale (consommation d'Oy),
une augmentation de la perméabilité avec un gonflement mitochondrial.

Les résultats de cette étude montrent que ces pesticides sont a I’origine d’un stress oxydatif au
niveau hépatique cytosolique et subcellulaire. Nos resultats confirment I'effet protecteur de I’HEc
contre le stress oxydatif par une amélioration dans tous les marqueurs biochimiques et oxydatifs.

Mots clés : chlorpyrifos, lufenuron, huiles essentielles, stress oxydants, effet protecteur, rats Wistar.
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Introduction




Introduction

La pollution de I'environnement et les risques potentiels pour la santé, y compris les cas
d'intoxication humaine aigué et chronique, peuvent résulter entre autres a l'utilisation massive de
pesticides dans les programmes agricoles et de santé publique (Kamath et Rajini, 2007). Des
quantités résiduelles de pesticides ont été détectées dans de nombreux échantillons ménagers et
environnementaux, notamment : le sol, la poussiére domestique et les résidus de nourriture (Poet et
al., 2004). lIs sont capables de provoquer un stress oxydatif et des changements histopathologiques
chez I'nomme et I'animal, et peuvent entrainer une embryotoxicité, une tératogénicité, des anomalies
immunologiques, des changements neurocomportementaux, une toxicité pour le développement et
la reproduction, une neurotoxicité (Breslin et al., 1996 ; Ki et al., 2013), modifications
hématologiques (Uzun et Kalender, 2013) et toxicité testiculaire (Joshi et al., 2007).

Les insecticides organophosphorés (OPs) constituent I'une des classes de pesticides les plus
utilisées dans I'agriculture (Kamath and Rajini, 2007 ; EI-Bini Dhouib et al., 2015). Le chlorpyrifos
(CPF) est I'un des insecticides organophosphorés les plus utilisés dans les applications domestiques,
agricoles, industrielles et de santé publique (Richardson et Chambers, 2005). Il produit des
problemes toxicologiques en raison de sa forte persistance dans I'environnement et de sa capacité a
s'accumuler dans les tissus adipeux (Bagchi et al., 1995). Ce dernier est responsable des effets
cholinergiques aigus exercés par l'inhibation de I'acétylcholinestérase, empéchant ainsi 1’hydrolyse
de I’acétylcholine, ce qui mene a une stimulation massive des récepteurs cholinergiques (Abou-

Donia et al., 2006 ; Saulsbury, 2009 ; Stapleton et Chan, 2009).

L'industrie phytosanitaire a développé de nouvelles molécules insecticides sélectives a
faibles risques écotoxicologiques (Régulateurs de croissance des insectes (IGR)), pour remplacer les
insecticides conventionnels (Berghiche et al., 2007). De nouvelles molécules non polluantes
naturelles et synthétiques ont été développées. Elles sont plus sélectives, de grande stabilité
métabolique et environnementale (Dhadialla et al., 2005), et agissent sur des processus

biochimiques spécifiques aux organismes visés (El-Sayed et al., 1997).

Lufenuron (LUF) est un nouveau membre de la classe des benzoylphénylurées des
inhibiteurs de la synthese de chitine (Thomas et al., 1997 ; Wilson et Cain, 1997 ; Beugnet, 2004 ;
Butter et al., 2003 ; Wang et al., 2012 ; EI-Sheikh, 2014) et sa production incorrecte ou insuffisante
peut entrainer des malformations de I'exosquelette (Mayer et al., 2013). Il est utilisé en médecine
Véterinaire en tant que produit prophylactique contre les puces, en raison de son effet inhibiteur non
spécifique sur la synthése de la chitine, probablement lié a l'inhibition de la sérine protéase

(Mancianti et al., 2009), affectant ainsi I'élasticité et la fermeté de I'endocuticule. En conséquence,



la cuticule est incapable de supporter I'insecte et résiste aux rigueurs de la mue, conduisant a la mort
de l'insecte (Simon, 2015). Lufenuron peut entrainer le développement d'une inflammation de la
peau et de démangeaisons (Mayer et al., 2013). Il est embryotoxique et tératogene pour les
organismes non ciblés. Ainsi, I'exposition au lufenuron dans la chaine alimentaire peut avoir des

conséquences indésirables chez les vertébrés (Pinakin et al., 2011).

Le foie est connu comme le site du métabolisme et de la détoxification des nombreux
produits toxiques (Ozkan et al., 2012), de sorte qu'il est exposé a une grande variété de produits
endogenes et exogenes tels que les toxines environnementales (pesticides, métaux, etc.....), et les
produits chimiques présents dans les aliments ou les boissons (Wight, 1982 ; Raina et al., 2015). En
raison de la capacité métabolique élevée et de I'apport sanguin portal, les réponses toxiques sont
relativement fréquentes dans le foie par rapport aux autres organes (Kumar et al., 2011), il est le
principal organe affecté par la pollution et le plus sensible aux facteurs de stress oxydatif (Amin et
Hashem, 2012).

Le stress oxydatif causé par les les espéces réactives a 1’oxygene (ROS) a été rapportée dans
la peroxydation lipidique membranaire, les dommages a I'ADN, la mutagenese et a été associé aux
différentes étapes du processus de formation de la tumeur (Sidhu et al., 2014). Le stress oxydatif
peut survenir lorsqu'il existe un déséquilibre entre la production de ROS et les défenses anti-
oxydantes (Victor, 2013).

Le r6le des mitochondries dans la régulation de la mort cellulaire est maintenant bien établi
la génération d'especes réactives de l'oxygene et la libération de protéines de l'espace inter
membranaire des mitochondries conduisent a I'activation de différents modes de mort cellulaire. Les

ROS sont impliqués dans une grande variété de pathologies (Orrenius et al., 2007).

Récemment, il y a un intérét croissant pour les radicaux libres contenant de I'oxygéne dans
les systemes biologiques. Plusieurs études ont examiné lactivité biologique de différents
métabolites secondaires, y compris les polyphénols et les huiles essentielles (Bettaieb et al., 2010).
Les épices comme le cumin seraient les meilleures sources de production d'antioxydants naturels et
de conservateurs alimentaires (Patil et al., 2016), et les huiles essentielles sont les principaux
constituants aromatisants d'une épice (Nadeem et Riaz, 2012). Les huiles essentielles de Cuminum
cyminum (HECc) ont présenté une activité antioxydante modérée (Bettaib et al., 2010), une activité
antibactérienne (lacobellis et al., 2005 ; Derakhshan et al., 2008) et des activités antifongiques
(Fakoor, 2013). Ces huiles essentielles consommées par I'homme peuvent avoir un effet antagoniste

sur l'effet de I'exposition aux composés xénobiotiques (Banerjee et al., 1994).

Pour cette raison, nous nous sommes intéresses en premier lieu a étudier la toxicité de deux

pesticides : le chlorpyrifos (CPF) et lufenuron (LUF), ainsi leur mixture sur un modele biologique



les rats "Wistar" au niveau cytosolique et mitochodriale suite a une exposition orale répétée pendant
60 jours, et en deuxieme lieu a évaluer I’effet protecteur d'huile essentielle du Cuminum cyminum
contre la toxicité de ces deux xénobiotiques. Pour atteindre cet objectif, ce mémoire est divisé en

deux parties :

» Une partie bibliographique dans laquelle seront rapportées certaines informations de base

nécessaires pour la compréhension du travail expérimental.

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

que la présentation des résultats et leur discussion.



Partie bibliographique




Chapitre I

Généralités sur les pesticides




I. Généralités sur les pesticides

1.1. Quelques définitions
Le mot « pesticide » provient de 1’association du mot anglais « pest », qui provient

du latin « pestis » (fléau, calamité), signifie animal, insecte, plante ou nuisible (virus,
bactérie, champignon, ver, mollusque, insecte, rongeur, oiseau et mammifere)
susceptibles d’étre nuisible a I’homme et a son environnement et du suffixe « —cide »
((latin -cida, du verbe latin caedo, caedere) qui signifie tuer (Cotonat, 1996 ; Couteux et
Salauin, 2009).

Les pesticides sont des substances chimiques, minérales ou organiques de
synthése, également  appelées  «  phytosanitaires  », ou plus récemment
« phytopharmaceutiques », par les fabricants et utilisateurs, (Levet et al., 2008) destinés a
assurer la destruction (ou prévenir [’action) des animaux, végétaux, microorganismes ou
virus nuisibles. Ils sont largement utilisés sur les cultures agricoles (Bonvallot et Dor,
2004).

L’article 2 de la loi algérienne du journal officiel N° 87-17 du 1 Aout 1987
relative a la protection phytosanitaire désigne par pesticide: «Toute substance ou
mélange de substance destinée a repousser, détruire ou combattre les organismes

nuisibles, en vue de la protection ou I’amélioration de la production végétale ».
Dans les textes relatifs a la réglementation européenne, on distingue :

Les produits phytopharmaceutiques (au sens de la Directive 91/414/CE du 15 /8/ 1991) sont « les
substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui sont
présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées a I'utilisateur et destinées a :

- protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou
prévenir leur action ;

- exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas de
substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance) ;

- assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou produits ne
fassent pas I’objet de dispositions particulieres du Conseil ou de la Commission concernant
les agents conservateurs ;

- détruire les végetaux indésirables, ou détruire des parties de végetaux, freiner ou prévenir une

croissance indésirable des végétaux.




Les biocides (au sens de la directive 98/8/CE) sont les produits dénommés

anciennement « Pesticides a usage non agricole ». lls concernent « les substances actives
et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives destinées a détruire,
repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir l'action ou les
combattre de toute autre maniere par une action chimique ou biologique » (Calvet et al.,
2005).

1.2. Classification des pesticides
La classification de toutes des pesticides dépend de divers critéres.

L’hétérogénéité de ce vaste ensemble de produits rend difficile toute classification,
certains auteurs séparent les pesticides minéraux de pesticides organiques (organochlorés
et organophosphorés), d’autres préfeérent classer ces produits selon la cible visée
(insecticides, herbicides, fongicides...etc.) ou selon leur domaine d’utilisation ou leur
toxicité. 1l esxiste alors plusieurs possibilités de classification, mais les deux systemes de
classification les plus utilisés sont le groupe chimique auquel le pesticide appartient ou
I’organisme sur lequel il agit. A ces deux types de classification s’ajoute la classification

en fonction de leur usage (Djeffal, 2014).

1.2.1. Classification chimique
En se basant sur le premier critére, on peut distinguer trois catégories de pesticides :

A) Les pesticides inorganiques : ils sont peu nombreux mais certains sont utilisés
en tres grande quantité comme le soufre ou le cuivre. Ce sont des pesticides tres
anciens dont D’emploi est apparu bien avant la chimie organique de synthese.
Aujourd’hui ne persistent de cette catégorie qu’un seul herbicide employé en
tant que désherbant total (chlorate de sodium) et quelques fongicides a base de
soufre et de cuivre comme la bouillie bordelaise (Fillatre, 2011).

B) Les pesticides organo-métalliques : ce sont des fongicides dont la molécule
est constituée par un complexe fait d’'un métal comme le Zinc ou le Manganése
et d’un anion organique dithiocarbamate (exemple : mancozébe avec le Zinc,

manebe avec le Manganése) (Fillatre, 2011).

C) Les pesticides organiques : ils sont tres nombreux et appartiennent a diverses
familles chimiques (Tomlin, 2006). Il existe actuellement plus de 80 familles
benzimidazoles et d’autres groupes (tels que le dérivé dipiridiniques, organe oOu
classes chimiques dont les plus connues sont : les organochlorés, les

organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les triazines, les




benzimidazoles et d’autres groupes (tels que le dérivé dipiridiniques, organe

mercuriale,  organocincades, fenoxiacétiques,  pyréthrines et les  dérivés

triaziniques) (Bazzi, 2010).

1.2.2. Classification biologique
Il existe principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la

nature des cibles visées : les herbicides, les fongicides et les insecticides. A celles-ci
s’ajoutent des produits divers tels que les acaricides (contre les acariens), les nématicides
(contre les nématodes), les rodenticides (contre les rongeurs), les taupicides (contre les
taupes), les molluscicides (contre les limaces et les escargots essentiellement), les
corvicides et les corvifuges (contre les oiseaux ravageurs de culture et surtout les
corbeaux) et enfin les répulsifs (Bonvallot et Dor, 2004 ; ACTA, 2005 ; EL Bakouri,
2006).

1.2.3. Classification selon ’usage
Les substances actives peuvent étre aussi classées en fonction de leur usage : les

pesticides sont utilisés dans plusieurs domaines d’activités pour lutter contre des
organismes vivants nuisibles. 1l existe six catégories de pesticides selon leur destination
de traitement, a savoir : les cultures, les batiments d’¢levage, les locaux de stockage des
produits végétaux, les zones non agricoles, les batiments d’habitation, I’homme et les
animaux. L’agriculture est de loin I’activité la plus consommatrice de pesticides. L’usage

non agricole ne représente, en effet, que 12% du marché global (Fillatre, 2011).

1.3. Devenir des produits phytosanitaires dans I’environnement
L’utilisation importante des produits phytosanitaires en agriculture a engendré la

contamination de I’environnement. A la suite de leur application, ces molécules sont
susceptibles de quitter leur site d’application et sont alors considérées comme des
micropolluants organiques a l’origine de la pollution de tous les compartiments
environnementaux (Schrack et al., 2009). Du fait de leur écotoxicité et de leur potentiel
de bioaccumulation, ces molécules présentent un risque pour |’environnement en général
(Wendt-Rasch et al., 2004 ; Capkin et al., 2006). Ils peuvent alors étre soumis a
differents processus (Figure 01) :

» La photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988) ; aussi bien dans l'air, & la surface
du sol, dans l'eau ou sur la plante, les laisions chimiques entre les atomes des
pesticides peuvent étre détruites par photodégradation par les rayons ultraviolets

et les rayons X (Scheunert, 1992).




 La dégradation des pesticides par le phénoméne d’hydrolyse aqueuse ; ces

réactions se déroulent notamment dans la phase aqueuse du sol et peuvent étre les

processus de dégradation chimique les plus importants (Marliére, 2001).

« La biodégradation (biotique) grace aux micro-organismes présents dans le sol ; les
parametres qui favorisent le développement bactérien accélerent les processus de
biodégradation : pH, température, aération et humidité. La présence de matiéres
organiques, qui par ailleurs contribuent a la rétention des produits, en tant que

substrat, joue un rdle moteur de la dégradation biotique (Colin, 2000)

« La rétention dans le sol jusqu’a la formation de résidus liés par adsorption (par
exemple D’accumulation des fongicides a base de cuivre dans les sols) ; la
rétention se réfere a la capacité du sol a retenir le pesticide et a limiter son
déplacement a l'intérieur ou a I'extérieur de la matrice du sol. Les sols a forte
teneur en matiére organique adsorbent les produits phytosanitaires et limitent
ainsi leur migration avec l'eau qui percole et circule en surface, d’ou une

protection des milieux aquatiques (Calvet et al., 2005).
* Le transport vers d’autres compartiments environnementaux par :

Des processus  physicochimiques (volatilisation) ; la  volatilisation dépend
essentiellement des propriétés physico-chimiques du composé mais elle peut étre
influencée par les conditions météorologiques (température, humidité et ensoleillement)
et la nature de la surface d'adsorption des pesticides (Marinovich et al., 1996). Le transfert
vers l'atmosphere peut étre suivi de retombées sur le sol ou vers les eaux de surface. Les
molécules volatilisées peuvent étre entrainées tres loin et rester dans l'atmosphére pendant
un certain temps (Levine et Oris, 1999). L’eau constitue un vecteur par lixiviation ou
ruissellement (Van Der Werf, 1996). L'eau excédentaire est susceptible de mobiliser et de
faire migrer les produits phytosanitaires vers les ressources en eau. C'est ainsi le caractére
polluant d'un produit est, en pratique, associé a l'incapacité du sol a le retenir ou a le
dégrader, avant qu'il ne soit, sous l'effet de I'eau, dispersé dans l'environnement (Meyer et
al., 2003). Ce transfert s'opére soit latéralement par ruissellement, soit verticalement par

lixiviation (Marinovich et al., 1996).
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Figure 1 : Devenir des pesticides dans I'environnement (Boucher, 2003).

1.4. Modes d’exposition de I’homme aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans [’agriculture, mais aussi par divers
autres acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et
vétérinaire. Des problemes de résidus dans les légumes, les fruits...etc., sont aussi mis en
¢vidence. L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicit¢ des voies
d’exposition, ces substances pouvant pénétrer dans l'organisme par contact cutané, par
ingestion et par inhalation. La grande variété de produits rend difficile I’évaluation des
expositions des populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement
(agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population générale (Merhi, 2008). L’exposition
de I’homme aux pesticides s’effectue selon trois voies possibles : orale (alimentation),

respiratoire (air) et cutanée (Figure 02).
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Figure 2 : Mode d'exposition de I'hnomme et des milieux par les pesticides (CCP, 2002).

Les agriculteurs et les éleveurs demeurent les personnes les plus fortement
exposées aux divers produits phytosanitaires car ce sont eux qui appliquent ces substances
sur les sols et les cultures et car il peut parfois se dégager des poussieres lors de la récolte
et de la manipulation de denrées stockées, ainsi qu’en préparant la ration destinée aux
animaux de rente. D’ailleurs, les effets observés au sein de cette population sont aussi

bien des conséquences a court terme qu’a long terme (Van Balen, 2006).

Il ne faut cependant pas oublier les enfants, qui sont plus fortement exposés a ces
xénobiotiques. Les enfants boivent et mangent proportionnellement plus que les adultes
en raison des besoins liés a la croissance (Landrigan et Kimmel, 2004). L’exposition de
I’enfant aux pesticides peut avoir lieu trés tot, in-utero via le placenta suite a l’exposition
de la mere (Saunders et al., 2004), mais également aprés la naissance, soit directement par
exposition aux contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la maison ou le jardin
ou habiter dans une zone agricole) (EEA et WHO, 2002) ou via le lait maternel et
I’alimentation (Jurewicz et al. , 2006), soit indirectement pour les enfants de parents
professionnellement exposés (Ex, agriculteurs). Il est a noter que I’alimentation a été
montrée comme une source d’exposition majeure des enfants aux pesticides

organophosphores (Lu et al., 2006 ; 2008).




1.5. Effets toxiques des pesticides sur I’homme

L'intoxication aux pesticides est une cause importante de morbidité et de mortalité

a travers le monde (Achour et al., 2011).

Selon Multigner, (2005) I'exposition aux produits phytosanitaire peut se présenter

sous trois formes

* Une exposition unique, intense et de courte durée a laquelle sont soumises les

personnes chargées de la préparation ou de I’épandage de pesticides lors d’accident.

. Une exposition intense et prolongée auxquels sont soumis les personnes

chargées de la préparation, de 1’épandage ou de la récolte.
» Une exposition faible et prolongée.

1.5.1. Effets aigues
L'intoxication aigué se manifeste en général immédiatement ou peu de temps

aprés une exposition a un pesticide. Les signes d'intoxication observés sont trés divers et
parfois difficiles & reconnaitre. On a souvent tendance a attribuer les malaises ressentis a
d'autres causes qu'une intoxication par des pesticides, car ils ne sont pas toujours
spécifiques. Les risques d’intoxications les plus élevées apparaissent essentiellement lors
de la manipulation du produit. Les voies de contamination suspectées sont la peau, les
systemes respiratoire et digestif. Les signes symptomatiques les plus souvent rencontrés
lors d’une intoxication aigué sont les céphalées, les nausées, les vomissements, les
¢tourdissements, la fatigue, la perte d’appétit et les irritations cutanée ou oculaire,
difficultés respiratoires, convulsions et méme coma (Samuel et Michaud, 2000). Ces
effets nocifs peuvent étre réversibles ou irréversibles (Bliefert et Perraud, 2001).

1.5.2. Effets chroniques
La toxicité chronique est, quant a elle, nettement moins bien connue et beaucoup

plus difficile a mettre en évidence. Elle peut étre associée a une absorption de faibles
quantités de pesticides présents dans différents milieux sur une longue période de temps.
Elle peut provoquer différents problemes de santé : cancers, problemes de reproduction et
de développement, affaiblissement du systtme immunitaire, troubles hormonaux et
neurologiques (Stéphanie, 2006). L’évaluation des effets toxiques a long terme est
complexe car de nombreux parameétres entrent en jeu comme la nature des composés et
leurs propriétés toxicodynamiques, leur synergie, les différents types d’exposition etc..

(Samuel, 2001).




1.5.3. Effets cancérigénes

Dans plusieurs études épidémiologiques, une association significative avec
l'utilisation des pesticides a été retrouvée pour certaines localisations tumorales telles que
les cancers des lévres, de la prostate, de I’estomac, des reins, du cerveau, mais également
la plupart des cancers du systeme hématopoiétique (leucémies, myélomes multiples et
surtout les lymphomes non hodgkiniens), le mélanome cutané et les sarcomes des tissus
mous (Van Leeuwen et al., 1999 ; Buzio et al., 2002 ; Hardell et al., 2002 ; Mills et Yang,
2003 ; Alavanja et al., 2004 ; Baris et al., 2004). D’autre part, des études de corrélations
géographiques (ou écologiques) ont suggéré des associations entre 1’exposition
environnementale (habitations dans des zones polluées ou agricoles) et 1’augmentation du
risque de mortalité par cancer (Viel et Richardson, 1993 ; Viel et Challier, 1995 ; Lee et
al., 2008).

1.5.4. Effets sur le systéme endocrinien et la reproduction

Les mécanismes d’action varient selon les pesticides et se réveélent complexes et
non totalement explorés. Les pesticides agiraient comme des perturbateurs endocriniens et
interféreraient avec les hormones, les facteurs de croissance ou les neurotransmetteurs
(Vos, 2000 ; Hotchkiss et al., 2008). lls entraineraient de nombreuses pathologies comme
I’infertilit¢ masculine, la mort feetale, 1’avortement spontané et la mortinatalité, ainsi que

des malformations congénitales (Engel, 2000 ; Weselak et al., 2007 ; Wigle et al., 2008).

1.5.5. Effets neurologiques et neurocomportementaux

Pour certains pesticides, principalement les organophosphorés qui inhibent
l'activité de l'acétylcholinestérase et les carbamates, la neurotoxicité est le mécanisme
méme de leur mode d’action (Kamel et Hoppin, 2004) tel que les pyréthrinoides qui sont
capables d’induire des paresthésies et des convulsions a des doses massives. Les dérivés
de l'urée qui sont associés a différentes altérations tels que des troubles neurologiques
centraux, une polyneuropathie, ainsi que les anciens organochlorés qui peuvent entrainer
des convulsions épileptiformes en particulier le DDT. Plusieurs études écologiques et
épidemiologiques ont montré une relation entre le risque de développer la maladie de
Parkinson et [D’utilisation professionnelle des pesticides en particulier les organochlorés,
organophosphorés et carbamates (Baldi et al., 2003 ; Brown et al.,, 2006 ; Hancock et al.,
2008).
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Les pesticides sont capables d’agir sur le systétme immunitaire selon différents

1.5.6. Effets sur Pimmunité

mécanismes. lls entrainent des pathologies immunitaires plus fréquentes chez 1’enfant que
chez D’adulte (Duramad et al., 2007). Les résultats des études épidémiologiques ont
montré que l’exposition chronique aux pesticides peut jouer un rdle dans le
développement de certaines pathologies respiratoires comme [’asthme et la bronchite
chronique (Whalen et al., 2003 ; Rowe et al.,, 2007). D'apres les études menées par
Fournier et al., 1992, Theus et al., 1992 et Filipov et al., 2005, certains pesticides agissent
essentiellement in-utero en altérant 1’activité des macrophages et en diminuant la quantité
des lymphocytes au niveau de la rate et du thymus feetal. Ces produits phytosanitaires
entrainent également, sur des animaux adultes, une diminution de la production

d’immunoglobulines et de la prolifération des lymphocytes T (Fournier et al., 1992).

1.6. Le chlorpyrifos (CPF)
Parmi les pesticides, les composés organophosphorés (OPs) sont les plus utilisés et
les plus variés sur le marché actuellement. lls représentent plus de 40 % des insecticides

employés aujourd’hui dans le monde (Andreescu et al., 2002).

Le CPF est un insecticide organophosphoré a large spectre. Il est utilisé aussi bien
pour tuer des moustiques que des cancrelats, des larves de scarabées, des puces, des
mouches, des termites, des fourmis et des poux. Il est utilisé comme insecticide sur les
graines, le coton, les fruits, les noix dans les champs et vergers, mais aussi sur des
pelouses et plantes ornementales. 1l est aussi répertorié comme antiparasitaire en
utilisation directe sur le mouton et des dindes, mais aussi en utilisation indirecte, pour le
traitement de site de cheval, des niches de chien, des poubelles de stockage et des
établissements commerciaux. Le chlorpyrifos a été utilisé de maniére extensive dans les
quartiers urbains et les fermes artificielles pour les applications sur gazon (Whyatt et al.,
2007 ; Braquenier, 2009).
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Tableau 1: Propriétés physico-chimiques du chlorpyrifos (Suntio et al., 1988 ; Braquenier, 2009 ;
Eaton et al., 2008 ; Saulsbury, 2009).

Propriétés physico-chimiques Caracteristiques

Nom pour Putilisation professionnelle Dursban (mais aussi Empire, Eradex, Lorshan,

Pageant, Piridane, Scout, et Stipend).

Structure chimique CoH11C13sNO3PS
Cl | X Cl
I
==
/\ I
UNINI® N ClI
O\|
Nom chimique (IUPAC) O,0-diéthyl O-3,5,6-trichloro-2-
pyridyl phosphorothioate
Forme commerciale Poudre, granulés, suspension micro-encapsulées
et gel
La pression de vapeur du CPF a 25° C 2,49 x 10-3 Pa
Solubilité dans I'eau 2 mg/L & 25°C.
Le CPF est fortement absorbé par le sol. Il persiste dans le sol pendant des

périodes allant de 60 a 120 jours. Sa dégradation est principalement attribuable a I'action
microbienne. Ses produits de dégradation comprennent le trichloro-3,5,6 pyridinol-2, qui
est ensuite scindé en composés organochlorés et en dioxyde de carbone. La vitesse
d'hydrolyse du CPF dans l'eau augmente en fonction du pH et de la température ainsi
qu'en présence de cuivre. De 30 a 60% du CPF présent en phase aqueuse peut disparaitre

en moins de 24 heures par adsorption, dégradation et vaporisation (Hughes et al., 1980).

Cet insecticide est responsable des effets cholinergiques aigus exercés par son
métabolite actif : le CPF-oxon qui inhibe I’AChE, empéchant ainsi [’hydrolyse de
I’acétylcholine, ce qui meéne a une stimulation massive des récepteurs cholinergiques. Les
signes de toxicité incluent un dysfonctionnement autonome, des fasciculations, des saisies
et des convulsions, et une détresse respiratoire (Abou-Donia et al., 2006 ; Saulsbury,

2009 ; Stapleton et Chan, 2009). Toutefois, seuls les effets des molécules séparées ont été
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¢tudiés, mais les risques associés aux mélanges des pesticides sont loin d’étre estimés

(Ross et al., 2006).

1.6.1. Limite de toxicité chez les animaux
Chez les mammiféres, la toxicité aigle du CPF est considérée comme modérée.

Les différentes DLso (dose létale tuant 50 % des individus) par voie orale chez différentes

especes, sont présentées dans le tableau 02.

Tableau 2 : Valeurs des DLso du chlorpyrifos par voie orale chez différentes espéces (Braquenier, 2008 ;
Eaton et al., 2008).

Espeéces DLso (mg/kQ)

Dow-Wistar rats

Male 163

Femelle 135
Sherman rats

Male 118

Femelle 155
Souris 60
Poulet 32
Lapin 1000
Mouton 800
Canard 76
Pigeon 10

Chez les mammiferes plus grands, la toxicité est plus modérée encore : chez le
lapin, DLso= 1000 mg/kg et chez le mouton 800 mg/kg. Le CPF parait aussi toxique chez
les oiseaux de grande taille que chez les petits mammiféres : DLso orale chez le canard 76
mg/kg, mais trés toxique chez les oiseaux de petite taille : DLso oral chez le pigeon : 10

mg/kg (Braquenier, 2008).

1.6.2. Toxicocinétique du chlorpyrifos
1.6.2.2.1. Absorption du chlorpyrifos

La voie principale d’exposition au chlorpyrifos dans la population générale est la
voie orale par ingestion d’aliments (principalement des fruits et des legumes) ou de
boissons (Saunders, 2012). Il existe une autre voie par ingestion non alimentaire, a cause
du comportement exploratoire et d’oralité, « main-bouche », principalement chez les
enfants (sol, poussiere, objets...) (INSERM, 2013).

Chez les humains, le CPF est relativement bien absorbé par I’intestin et le transfert
aux nourrissons par [’allaitement n’a pas encore été suffisamment pris en compte. Nolan

en 1984, a estimé la biodisponibilitté du CPF chez des humains volontaires administré par
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voir orale, a au moins 70%. En effet, cette quantité a été retrouvée dans les urines apres

une seule administration. La biodisponibilité réelle pourrait étre bien supérieure car une
partie de la dose pourrait étre éliminée par d’autres voies (la bile, les féces...) ou retenue
dans le corps dans les lipides ou liés a des protéines. Suite a une exposition accidentelle a
dose  massive, les symptbmes (confusion, migraine, nausée, vomissements...)
apparaissent en moins d’une heure suggérant que l’absorption et la distribution au cerveau
sont rapides aprés une exposition a forte dose (Cochran, 2002). Concernant la présence de
CPF dans le lait maternel, 1’équipe de Sanghi, en 2013, a trouvé des quantités de
pesticides dépassant les doses journaliéres autorisées par [’Organisation Mondiale de Ia
Sant¢ dans le lait maternel humain. Ce domaine d’étude requiert un approfondissement et
pourrait étre une voie d’exposition supplémentaire pour le nouveau-né (Rauh et al.,
2015). Surtout lorsque 1’on sait que le foetus est trés vulnérable au transfert placentaire de
chlorpyrifos, car le placenta échoue dans son r6le de barriere aux OPs qui sont lipophiles.
Par exemple, en prénatal, les OPs ont été détectés dans 1’amnios (Loyant, 2017).

1.6.2.2.2. Distribution du chlorpyrifos

La concentration la plus élevée de CPF est retrouvée majoritairement dans les
tissus adipeux et également dans le cerveau. Le CPF se lie a de nombreuses protéines
comme [’albumine du plasma. En conséquent la fraction libre de CPF retrouvée dans le
sang et qui est disponible pour la distribution dans d’autres compartiments corporels est
faible. Il s’accumule plus dans les tissus adipeux que dans les autres tissus a cause de sa
forte lipophilie (Bakke, 1976 ; Timchalk, 2002). La concentration de chlorpyrifos dans les
tissus riches en lipides, dont le cerveau, a été rapportée plus élevée et plus stable que la

concentration dans le sang (Barr, 2006).

I y a eu peu d’études consacrées a la distribution du CPF et de ses métabolites
dans les tissus humains, cependant le CPF peut se concentrer dans le lait maternel.
Toutefois, dans une étude épidémiologique effectuée chez des femmes enceintes et chez
leurs nouveau-nés, exposés au CPF, par utilisation résidentielle, les chercheurs ont trouvé
des concentrations de CPF dans le sang de la mere et dans le cordon ombilical,
comparables et trés corrélés, indiquant que le CPF passe au travers du placenta (Whyatt,
2005). Une étude réalisée en Inde, a trouvé un taux relativement élevé de chlorpyrifos

dans le lait de méres pendant 1’allaitement (Sanghi, 2003).
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Chez les mammiféres, les insecticides organophosphorés sont rapidement

1.6.2.2.3. Biotransformation du chlorpyrifos

métabolisés, principalement par le foie, méme si une petite fraction reste stockée dans les
tissus adipeux (Bakke et Price, 1976). Ce métabolisme se fait par différentes voies. L’une
d’entre elles est la désulfuration oxydative de la double liaison avec le phosphore, par un
cytochrome P450 du foie (qui est spécifique a I’OP) qui donne lieu au métabolite oxon.
De cette maniére (Figure 03), le chlorpyrifos est métabolisé par un Cytochrome P450 en
Chlorpyrifos-Oxon (CPO), le métabolite actif. C’est la bioactivation du CPF. 11 peut
ensuite étre hydrolysé par une A-estérase (la PON-1) ou une B-estérase en
diéthylphosphate (DEP) et 3, 5, 6-trichloro-2-pyridinal (TCP), ce dernier étant le
métabolite inactif. C’est une des voies de détoxification du CPF. Il en existe une autre
dans laquelle le CPF peut étre directement hydrolysé en diéthylthiophosphate et TCP. Ce
dernier métabolite est éliminé dans les urines sous forme de sulfates ou glucuronides de
TCP (Barr et Angerer, 2006 ; Timchalk et al., 2006 ; Khokhar et Tyndale, 2012).
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Figure 3 : Schéma de la métabolisation du CPF (Timchalk et al., 2006).
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Le métabolisme du CPF se réalise principalement dans le foie et dans une moindre

mesure dans les entérocytes du petit intestin (Poet, 2003). Cette différence de
métabolisme trouverait son origine dans la répartition des activités entre les enzymes de
bioactivation et de détoxification. En particulier, I’enzyme PONI1 qui désactive le CPO
aurait une activité 100X plus basse dans les entérocytes que dans le foie (Braquenier,
2009).

L’activit¢ des enzymes de métabolisation des OPs dans le foie (Cytochrome P450,
PON-1, B-Estérases) des nouveau-nés et des jeunes individus est plus faible que chez
I’adulte, ceci tant chez I’homme que les rongeurs (Mueller et al., 1983 ; Johnson, 2003 ;
Eaton et al., 2008). L’équilibre entre la bioactivation métabolique du CPF et Ila
désactivation ou détoxification, qui est responsable de la susceptibilité a la toxicité des
OP, dépend donc de I’age. Il y a plus de bioactivation, donc plus de production de CPO

chez les jeunes que chez les adolescents et adultes (Ma et Chambers, 1994).

1.6.2.2.4. Elimination du chlorpyrifos

Les organophosphorés sont rapidement métabolises et presque entiérement
excrétés dans les urines (Aprea, 2000). L’élimination du CPF du sang, sa clairance, est
tres rapide. Il existerait une élimination plus lente & partir d’'un compartiment secondaire,
qui est due a une liaison a des protéines du plasma et la distribution de CPF dans les tissus
adipeux peu perfusés. Ces meétabolites sont excrétés dans les urines en 48h ou forment des

glycurono- et sulfoconjugués qui sont aussi excrétés dans les urines (Eaton et al., 2008).

1.6.3. Mécanisme d’action du chlorpyrifos

Les OP, trés lipophiles, franchissent aisément toutes les barriéres biologiques et
se fixent de facon covalente aux cholinestérases de la jonction synaptique des fibres du
systeme nerveux central, non dosables en pratiqgue courante. lls se fixent également aux
acéetylcholinestérases  érythrocytaires  (AChE-Er) et aux  pseudocholinestérases  ou
« butyrylcholinestérases » du foie et du plasma. Ces derniéres sont trés sensibles mais peu
spécifiques, renseignant généralement sur une exposition & un inhibiteur des
cholinestérases. Méme si une faible quantité franchit la barriere hématoencéphalique, elle
suffit ~ pour  inhiber en  quelques secondes pratiquement  toute I’activité
acetylcholinestérasique (AChE) (Bismuth, 1993 ; Worek et al., 2005). En ce qui concerne
le CPF, il exerce cette action sur les cholinestérases, principalement via son métabolite
actif, le CPF oxon (CPO). L’interaction entre les formes « oxon » et ’AChE se fait de

maniere covalente par phosphorylation de la sérine du centre catalytique (Lotti, 1995).
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L’inhibition de 1’enzyme AChE provoque une accumulation d’acétylcholine dans les

synapses et une surstimulation des récepteurs muscariniques et nicotiniques (Costa,
2006), causant de nombreuses anomalies telles que la paralysie et méme la mort (Matozzo
et al., 2005).

R ki RO ki I
AChE-OH + —0—R' <= AChE=0Q""++="3 r—o-w-} AChE-Q~- P—(OH)2+ R'OH
| RO’
0 k) 0 enzyme phosphorylée

Figure 4 : Mécanisme d'inhibition de lI'acétylcholinestérase par les organophosphorés.

1.7. Lufenuron

Les régulateurs de croissance des insectes (IGR) sont des insecticides de la
troisieme génération moins toxiques et compatibles avec la lutte contre les insectes
nuisibles qui ont été développés pour réduire la pollution des aliments et de
I’environnement. Ces composés ont un mode d’action spécifique sur les insectes et une
toxicité plus faible a 1’égard des wvertébrés que les insecticides classiques (Grenier et
Grenier, 1993), et ils sont souvent utilisés aprés [I’apparition de résistance aux
pyréthrinoides et aux organophosphates (Belinato et al., 2013). Les IGRs ont été classés
en 2 groupes, le premier correspond aux inhibiteurs de la synthese de la chitine qui
intervient dans la formation de la cuticule et le deuxieme correspond a des substances qui
perturbent [’action des hormones spécifiques des insectes (hormones juvéniles et

ecdysone) (Tunaz et Uygun, 2004).

Lufenuron est un membre relativement nouveau de la classe des inhibiteurs de la
synthese de la chitine appartenant a la benzoylphénylurée (Wilson et Cain, 1997 ; Butter
et al.,, 2003 ; Deivanayagam et al., 2010 ; EI-Sheikh, 2014). Il est un ingrédient actif des
médicaments vétérinaires contre les puces, de la prévention du ver du cceur et de la
médecine anthelminthique (Deivanayagam et al., 2010). Il est utilisé pour lutter contre les
larves de Lépidoptéres et de Coléoptéres sur le coton, le mais et les légumes, ainsi que sur
les agrumes (Farrag et Shalby, 2007). Ces insecticides restent utilisés dans le domaine de
I’arboriculture, la sylviculture et la sant¢ publique pour [I’élimination des moustiques

vecteurs de maladies humaines (Sparks, 2013).
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Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques du lufenuron (Beugnet, 2004 ; FAO, 2007 ; EFSA, 2008 ;

EFSA, 2017).
Propriétés physico-chimiques Caracteristiques
Nom pour Putilisation professionnelle " Program®, Match 050 EC", un concentre
émulsifiable.
Nom chimique 1- [2,5-dichloro-4- (1,1,2,3,3,3-hexafluoro-
propoxy) phényl] - 3- (2,6-difluorobenzoyl) -
uree.
Structure chimique C17HsCi2FsN203
F
I 0 F
SEeera:
FF F
NJ\N Cl
H H
F
Solubilité dans I'eau a 25C° 48 pg/l at 25°C
La pression de vapeur a 25 C° <4x10° Pa

1.7.1. Limite de toxicité chez les animaux

Lufenuron s'est révélé faiblement toxique chez le rat lorsqu'il était administré par
voie orale, cutanée ou par inhalation (DLsg orale et cutanée > 2000 mg / kg, CLso par
inhalation > 2,3 mg/L/4h, concentration maximale possible de I'aérosol). Légérement
irritant pour les yeux (mais ne déclenchant pas la classification), le composé n'était pas
irritant pour la peau mais présentait des propriétés de sensibilisation cutanée. Par
conséquent, la classification proposée était R43 « Peut entrainer une sensibilisation par
contact avec la peau » (EFSA, 2008 ; FAO et WHO, 2015). Le lufenuron est un composé
stable et persistant et c'est le seul résidu significatif observé dans les études de
métabolisme (EFSA, 2017).

1.7.2. Toxicocinétique du lufenuron
1.7.2.1. Absorption, distribution et excretion

Lufenuron n'est que partiellement absorbé par le tractus gastro-intestinal
(concentration sanguine maximale apres 8h) aprés administration orale. Le niveau de
résidus le plus élevé a été trouvé dans les graisses ou une accumulation marquée a été

observée apres administration répétée. Des quantités significativement inférieures ont été
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mesurées dans d'autres tissus, y compris le cerveau. Il est tres lentement excrété

principalement dans les feces par un processus non biliaire avec une demi-vie terminale
dans le gras de 5 a 13 jours, et l'excrétion urinaire ne représentait qu'environ 1% de la
dose cumulée (EFSA, 2008 ; Busschers et Dourson, 2015). Il possede une action
systémique. En effet, ses caractéristiques lipophiles permettent au lufenuron de se fixer
dans les tissus graisseux et aux protéines plasmatiques (Beugnet, 2004 ; Oudin, 2017). La
demi-vie terminale moyenne de I’excrétion fécale aprés administration orale était de 256

heures et aprés administration intraveineuse, de 232 heures (Busschers et Dourson, 2015).

1.7.2.2. Biotransformation du lufenuron

Lufenuron (CGA 184699) essentiellement inchangé était excrété chez les rats dans les féces
et était également retenu dans les tissus principalement dans les graisses, démontrant que le
lufenuron était faiblement métabolisé. On suppose qu'une voie de dégradation mineure est le
clivage du fragment benzamide, donnant I'urée CGA 238277 (1-[2,5-Dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-
hexafluoropropoxy) phenyl]-urea et I'acide 2,6-difluorobenzoique. Un clivage supplémentaire du
fragment uréido du CGA 238277 conduit a lI'aniline CGA 224443 (2,5-dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-
hexafluoro-propoxy) phenyl amine). Il est établi que les rats excrétent I'acide 2,6-difluorobenzoique
pratiquement inchangé. D'apres les métabolites fécaux et lipidiques identifiés ou caractérisés, qui
représentent environ 85% de la dose, la voie métabolique est résumée a la figure 07 (Busschers et
Dourson, 2015).
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Figure 5 : Biotransformation du lufenuron.

1.7.3. Mécanisme d’action du lufenuron

Les benzoylphénylurées sont des inhibiteurs de la biosynthése de la chitine qui
constitue I'exosquelette et intervient dans les différentes mues des insectes. Ces
insecticides constituent I'étape finale de la synthese de la chitine, cest-a-dire la
polymérisation de la N-acétylglucosamine (Figure 06), affectant ainsi [I'élasticité et la
fermeté de I'endocuticule. Par conséquent, la cuticule est incapable de supporter l'insecte
et résiste aux rigueurs de la mue, menant a la mort de l'insecte (Simon, 2015; Yu, 2015).
Ainsi les benzoyl-phényl-urées inhibent I'éclosion des ceufs ainsi que les mues des larves,
ils sont de plus un effet sur la fécondité et la prolificité des adultes femmeles (Blagburn et
al., 1995 ; Beugnet, 2004). Cependant, le mécanisme d’action de ces insecticides reste
inconnu. Ils n’agiraient pas sur la chitine synthase directement mais plutét sur le transport
de la chitine via les vésicules endoplasmiques ou le transport a travers la membrane

plasmique (Merzendorfer, 2006).
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Figure 6 : Inhibition de la biosynthése de la chitine par lufenuron.
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Stress oxydatif

I1. Stress oxydatif
11.1. Définition

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre
de la balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se traduit par
des dommages oxydatifs de I’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. Un
stress oxydatif peut donc se développer suite a une surproduction des oxydants comme les
especes activées de l’oxygene et/ou a une diminution des systetmes de défense

antioxydants (Sergent et al., 2000 ; Almasiova et al., 2012).

11.2. Radicaux libres

Les radicaux libers sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui
possedent un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) occupant un
orbitale externe (Halliwell., 1989), ce qui augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilit¢é selon un
phénomeéne d’oxydation (Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Finaud et al., 2006). Sa durée
de vie est tres courte (quelques millisecondes voire quelque nanosecondes) et il est

symbolisé par un point qui indique ou I’¢lectron libre se situe (Goto et al., 2008).

11.2.1. Type des radicaux libres
Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédés (Evans et al., 2002 ;

Chavan et Melinkeri, 2013) :

- Addition d’un électron libre a un non radical : NR + e— R’

- Perte d’un électron par un non radical : NR —e" — R’

- Scission homolytique d’une liaison covalente : A-B — A'+B".

Il existe majoritairement deux grandes familles d’espéces réactives : les espéces

réactives a I’oxygene (ERO) et les espéces réactives a I’azote (ERN).

11.2.1.1. Espéces réactives de I’oxygene (ERO ou ROS Reactive Oxygen Species)

Les "especes réactives de I’oxygéne" sont des dérivés de I’oxygeéne dont certains
électrons se trouvent dans un état énergétique excité, donc (trés) réactionnel. Certains de
ces dérivés portent un électron non apparié (= radical libre) (Tsumbu et al., 2012). Les

radicaux libres de I’oxygéne incluent les radicaux libres comme [’anion super oxyde
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(02), le radical hydroxyle (OH®) et des composés réactifs oxydants non radicalaires

comme le peroxyde d’hydrogéne (H202), I’oxygéne singlet (102).

A- Anion super oxyde (02¢)

L'anion superoxyde est formé par Iaddition d'un électron a Il'oxygene moléculaire
(Birben et al., 2012). C'est le premier radical formé lors du transport des électrons au
niveau de la chaine respiratoire (Harman, 2000 ; Sisein, 2014). Les différentes enzymes
permettant cette réaction sont : la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les cyclo-
oxygénases (COX), les lipo-oxygénases, les oxyde nitrique synthases NOS (Nitric Oxyde
Synthases), les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et celles de
la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie (Cai et Harrison, 2000 ; (Birben
etal., 2012).

B- Radical hydroxyle (OH)

Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libres de I’oxygéne les plus réactifs qui peuvent
réagir avec I'ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et sont a l'origine de lésions de
nécrose (Favier, 2003). Le radical hydroxyle (OH) peut étre induit par la réduction de I’'H20- selon

les réactions suivantes :
H202 + Fe*>—-OH" + HO" +Fe*? (Réaction de Fenton)
H202+ O2” — HO  + O2 + OH" (Reaction de Haber-Weiss)

I1 est certainement I’ERO la plus destructrice pour la cellule et ses composants. Malgré une
durée de vie trés bréve et I’impossibilité pour lui de franchir les membranes, il posséde une trés

grande réactivité liée a un potentiel oxydant tres élevé (Robineau et al., 2012).
C- Oxygeéne singulet (*:O2)

Il correspond a une forme excitée de 1’oxygene O, il possede la méme structure
électronique que 1’oxygene mais ‘agencée’ différemment, a savoir que les électrons de la couche
externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son état ‘excité’ lui

confére un potentiel oxydant supérieur a celui de ’oxygene (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
D- Radical peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le radical H>O> est trés oxydant il est relativement stable. Il peut traverer les membranes
lipidiques. Il est tout de méme capable d’oxyder certaines macromolécules biologiques en
interagissant avec des métaux de transition (fer et cuivre). L’H202 n’est pas un radical libre mais a

la capacité de géneérer des radicaux hautement réactifs (Saoudi et al., 2011). Il est géneré dans le
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peroxysome, les microsomes et les mitochondries par une réaction de dismutation (Ramirez et al.,
2008).

02"+ O+ 2H" » H.O2 + O2 Réaction de dismutation

E- Les radicaux peroxyl ROO:

IIs font plutdt partie de la « deuxieéme vague » d’ERO, dans la mesure ou leur formation
fait suite a une réaction d’oxydation d’acides gras polyinsaturés par d’autres ERO formées
préalablement. La partie « R » correspond a un acide gras polyinsaturé. Leur formation comprend 2
¢tapes principales : la premicre (réaction 1) correspond a la perte d’un atome d’hydrogeéne causée
notamment par un radical hydroxyl, et la seconde (réaction 2) a la liaison avec une molécule
d’oxygene (Mc Michael.2007 ; Powers et Jackson. 2008).

RH+HO — R + H20 Réaction (1)

R + 02 — ROO Réaction (2)
11.2.1.2. Radicaux libres nitrogenes
A- Oxyde nitrique (NOe ; monoxyde d'azote)

Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétisé a partir de 1’arginine grace a
I’action d’enzymes oxyde nitrique synthase (NOS) (Arora, 2002). L’oxyde nitrique est un gaz qui
ainsi diffuse bien a travers les membranes. Il est susceptible de réagir avec d’autres radicaux libres

pour former des especes oxydantes : le peroxynitrite NO3- (Ross et al, 2006 ; Kalender et al.,2010).

+ OH
HoN  NH, HoN N7 HoN g
NADPH \( 1/2 NADPH
+ + +
HsN  coo- HsN COO- HsN CcoOo-

Figure 7 : Réaction de formation du NO a partir de I'arginine (Bédard, 1998).

B- Dioxyde d’azote (NO2)
C’est un polluant atmosphérique qui se forme a partir de la réaction du radical peroxyle avec le
NO.

NO + O2 —2 NO2
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Le NO>" attaque les doubles liaisons des acides gras non-saturés et transforme ces acides soit de
Cis-en trans, soit par nitration. Des lipoxygénases transforment 1’acide arachidonique en
eicosanoides (prostaglandines, leucotrienes ...etc), qui sont des messagers intra et extracellulaires
indispensables. Ces réactions créent des radicaux libres. Comme le O2", NO;" peut exister assez

longtemps dans les espaces intra membranaires aprotiques (Sisein, 2014).
C- Peroxyde nitrite (ONOO-)

Le Peroxynitrite est un dérivé d’oxygéne trés toxique qui provoque des lésions tissulaires tres
graves en plus de I’oxydation des LDL. Le ONOO non radicalaire est instable (durée de vie < une
seconde) (Ghafourifar et Cadenas, 2005). Il est capable d’oxyder les protéines et les bases azotiques
des brins d’ADN par une grande similarité de 1’oxydation par le radical hydroxyle (Monocada,

1993). La réaction du NO avec 1’anion superoxyde donne naissance au peroxynitrite.

NO' + O2"— ONOO"

oxydases Irradiation UV
H:0: | « O, » | '02

Oxygeéene singulet

Peroxyde
d’hydrogéne

superoxyde

dismutase Arginine

Cycles redox/

cr mitochondrie
2-- -
HOCL O NO
Acide hypochloreux Radical superoxyde Monoxyde d'azote|
OH ONOO’
Radical hydroxyle Peroxynitrite

Figure 8 : Mécanisme de production des EROs et ERNs (Boubali, 2017).

11.2.2. Origine des radicaux libres

Il existe deux origines possibles : endogene et exogeéne.

11.2.2.1. Origine endogéne

Plusieurs sources sont identifiées et parmi lesquelles la chaine respiratoire mitochondriale
est considéree comme la source majeure des ERO. Au niveau de la membrane des mitochondries,
les composés réduits issus du cycle de Krebs (NADH et FADH?) sont oxydés, libérant ainsi de

I’hydrogeéne (H") et des électrons. Les électrons sont transférés le long de la chaine respiratoire au
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cours des réactions d’oxydoréduction jusqu’a D’accepteur final, I’oxygeéne, qui est réduit
completement en H2O (Carriére et al., 2006). Les complexes | et 11l de la chaine mitochondriale
semblent étre a 1’origine de la fuite des électrons. Ainsi, compte tenu de 1’intense activité de la
chaine respiratoire dans les organismes aérobies, la fuite des ¢€lectrons d’origine mitochondriale
semble étre la source majoritaire d’EROs dans la cellule, devangant les activités de la NADPH

oxydase membranaire (Moller et al., 1996 ; Tessier et Marconnet, 2015).

Auumnnnw

~~~~

Matrice
mitochondriale

2H" + 1,0,

ADP + P,

ATP
€ > €
Chaine de transport d’électrons Chimiosmose
Transporte des electrons I NADH-ubiquinone 1 Succinate-ubiquinone III Ubsuinol-cytochrome ¢ [V Cytochrome c
provenant des nutniments oxdioreductase oxdioreductase oxoreductase oxxiase
‘ Electron P; Phosphate incrganique Q Ubsquinone Cyt € cCytochrome ¢ V'  ATP synthase

Figure 9 : Formation des ERO dans la chaine réspiratoire (Deaton et Marlin, 2011).

Il y a d’autres sources endogenes physiologiques : Les NADP (H) oxydases sont des
enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui générent 1’02 en utilisant NADH ou NADPH
comme substrat. L’enzyme xanthine oxydase joue un réle important dans la production des ERO
(particulierement 1’0O2¢- et H202). Lors du métabolisme de 1’acide arachidonique, ce dernier peut
étre oxydé soit par les cycles oxygénases (COX), soit par les oxygénases métallo-enzymes a fer
pour former des hydro peroxydes (ROOH). La production d’oxydants par les neutrophiles et les
macrophages (au cours de I’inflammation) est également une source importante qui dépend de
I’activité enzymatique de la NADPH-oxydase. Les ERO peuvent aussi étre produits par la NO
synthétase (Pincemail, 2002 ; Valko et al., 2006).

11.2.2.2. Origine exogéne
Les radicaux libres exogénes proviennent d'un apport extérieur, c'est-a-dire lors d'une
exposition a un environnement toxique. Les rayonnements UV, I’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde

d’azote (NO2) présents dans notre environnement (goudron, tabac...ect), ’ingestion d’alcool, La
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xanthine oxydase et 1’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal métabolite de I’éthanol,

I’acétaldéhyde, avec production d’O". D’autre part, 1’éthanol stimule également la production

d’anion superoxyde par induction de la synthese des NADPH oxydase, NADPH cytochrome

réductase et du cytochrome P450 (Robineau et Mercier, 2012) certains médicaments anticancéreux

et antibiotiques sont responsables de la synthese de radicaux libres (Basdevant et al., 2006).

11.3. Conséquences du stress oxydant

Les ERO réagissent avec les premiéres molécules qu’elles rencontrent. Elles ont comme

cible les lipides, les protéines, les glucides et les acides nucléiques (Gamet-Payrastre, 2011).

11.3.1. Peroxydation lipidique

L’attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides
Membranaires. Dans le premier cas, I’oxydation des lipides ou des lipoprotéines circulants
aboutit a la formation des LDL oxydés qui peuvent étre captés par les macrophages et former
des dépots lipidiques de la plaque d’athérome. Dans le second cas, 1’attaque des
phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane et perturbe le
fonctionnement des récepteurs et des transporteurs se trouvant a leur surface (Favier, 2003).
La peroxydation lipidique fournit ainsi une grande variété de produits, dont certains peuvent
réagir avec les protéines et ’ADN. Parmi les produits formés lors de la peroxydation
lipidique, I’isoprostane, le malonyldialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont été
étudiés comme marqueur de la peroxydation lipidique (Uzunhisarcikli et Kalender 2011 ;
Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Garait, 2006).

11.3.2. Oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans I’organisme, les protéines sont une cible importante
des ERO. Les modifications oxydatives des protéines provoquent I’introduction d’un
groupement carbonyle dans la protéine (formation de protéines carbonylées « PC ») (Fetoui et
al., 2010). Ces réactions d’oxydation sont fréquemment influencées par les métaux de
transition. Elles peuvent étre classées en deux catégories : d’une part, celles qui cassent les
liaisons peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des
peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme le 4-HNE. I
s’ensuit plusieurs types de modifications : fragmentation de la protéine, oxydation des chaines
latérales des acides aminés et formation de liaisons croisées entre deux protéines (El-Khawaga
et al., 2012). Ces modifications conduisent généralement a une perte de fonction catalytique
ou structurale des protéines affectées (Fetoui et al., 2010) et deviennent généralement plus

sensibles a 1’action des protéases et sont donc éliminées.
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11.3.3. Dommage de ’ADN

Les ADN nucléaires et mitochondriaux constituent une cible cellulaire importante. Les bases
qui composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation (Grandjean,
2005). L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand
nombre de bases modifiées. Cependant le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base
et le désoxyribose (Favier, 2003). En conséquence, l'attaque radicalaire est, en effet, a I'origine de
cassures ou d'anomalies chromosomiques, susceptibles de favoriser la cancérogenese et le

vieillissement tissulaire (Favier, 2011).

11.3.4. Oxydation des glucides
Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces
métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H202 et OH", qui entraineront la coupure de protéines ou

leur glycation par attachement du cétoaldehyde (Barnoud et al., 2007).

11.4. Systéme de défense antioxydants

L’organisme est dot¢ d’un ensemble de systémes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement
I’oxydation de ce substrat (Halliwell, 1990). Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon
leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005). Les stratégies

de defense vis-a-vis du stress oxydant sont variées (Figure 10).
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Stratégie 1:
piéger Strategle 5: I

recycler / Stratégie 3 : Stratégle 4:
g - renforcer | protéger réparer
Radicaux ~ mln J}
0,", HO", etc. N4 |
(0, ) L Aitague I Dommages
0: T : ; oxydatifs
biomolécules

Espéces réactives (R*, ROO", etc)

non radicalaires Stratégies de lutte par les antioxydants contre le stress oxydant :

10,, HO*, HOCl, etc.
(0 ) 1- Piéger les radicaux libres : SOD, acide urique, bilirubine, vit E, vit C,...

1C 2- Inactiver les espéces réactives / chélater les métaux: GPx, CAT,
Stratégie 2 : P ) oL N
inactiver / bilirubine, acide a-lipoique, protéines de transport,...
chélater 3- Protéger les biomolécules : CoQ10, vit E, caroténoides,...

4- Réparer les dommages oxydatifs : PON 1.

5- Recycler ou renforcer d’autres antioxydants : CoQ10, vit C, métaux.

Figure 10 : Stratégie du lutte des antioxydants contre le stress oxydant (Grandjean, 2005).

Deux catégories peuvent étre distinguées : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants

non enzymatiques (Figure 11) (Cadenas, 1989 ; Goudable et Favier, 1997).

Fe(ll1) + OH +®"OH == Oxiidative Damage
4

Fe(ll} | (Fenton Reaction)

Detoxification of
many substances

H0O,
A NADPH
ROS
Generation GPX @
—+
{L X NADP
o H,Q
= -
O2+ NC +
HO,
l Fe(llll{Haber—Weiss reaction)
ONCO

QO,+ OH +*OH ——— Dxidative Damage

Figure 11 : Principales enzymes antioxydantes (McCord et al., 1969).
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11.4.1. Systémes antioxydants enzymatiques
11.4.1.1. Superoxydes dismutases

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent 1’¢limination de 1’anion superoxyde O2 - par une réaction de dismutation, en le
transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne. Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes ; la
Cu/zZn-SOD cytosolique ; la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui different par la
localisation chromosomique du géne, leur contenu metallique, leur structure quaternaire et leur
localisation cellulaire (Crapo, 1997 ; Pincemail et al., 2007 ; Zelko et al., 2002).

202"+2H SOD > H202+ 02

11.4.1.2. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme tétramérique permettant également la
décomposition du H20>. Elles sont présentes dans le cytosol et la matrice mitochondriale (GPx-1),
ou uniquement dans le cytosol (GPx-2), avec toutefois moins d"affinité pour I’H2O> chez cette
derniére, la seule dépourvue de sélénium (Mullenbach et al., 1988). D’autres isoformes peuvent étre
extracellulaires (GPx-3), ou spécifiques de la membrane cellulaire (GPx-4) (Takahashi et al., 1987 ;
Comhair et Erzurum, 2002). La GPx-4 est impliquée spécifiguement dans la réduction des
peroxydes lipidiques. Les GPx permettent la décomposition de H2O> par I’oxydation de son Co-
substrat le GSH en GSSG qui sera réduit ensuite par ’action de la glutathion réductase (Pincemail

et al., 2007 ; Reichel, 2010).

GPX
2 GSH + H202 GSSG + 2 H20

11.4.1.3. Catalase

La catalase (CAT) est une protéine ubiquitaire mais fortement concentrée dans le foie et les
érythrocytes. Dans toutes les cellules des mammiferes, a 1’exception des érythrocytes, elle est
localisée presque exclusivement dans les peroxysomes (riches en oxydases) ce qui limite son action
par rapport a des peroxydases cytoplasmiques. La CAT est trés efficace en présence d’un stress
oxydant élevé et protége les cellules contre la production de I’'H20> (White et al., 1989 ; Tsan et al.,
1990) par le métabolisme de ce dernier résultant de 1’action des SOD ou celui généré par 1’action

des oxydases pour donner de I’eau (Reichel, 2010 ; Wassmann, 2004).

CAT

2H202 .

O2+ 2H20
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11.4.2. Systémes antioxydants non enzymatiques
11.4.2.1. Antioxydants non enzymatiques liposolubles

Etant liposolubles, ils se répartissent au sein des membranes cellulaires et des lipoprotéines
plasmatiques circulantes. On trouve dans cette catégorie : la vitamine E, les caroténoides et

’ubiquinol.

11.4.2.1.1. Vitamine E (a- tocophérol)

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui existe sous huit dérivatifs et dont 1’alfa-
tocopherols est la forme la plus active chez 1’étre humain. D0 a son activité antioxydante puissante,
elle a été considérée comme l'antioxydant membranaire majeur employé par les cellules. Son role
antioxydant géneéral est la protection contre la peroxydation lipidique (Belyagoubi, 2011). La
vitamine E oxydée pourra étre reconvertie principalement par la vitamine C, mais également par

d’autres composés comme le GSH, la vitamine A et I’'ubiquinol (Delattre et al., 2005).

11.4.2.1.2. Caroténoides (Vitamine A)

La vitamine A est un nom générique pour les rétinoides (rétinol, rétinal et acide rétinoique)
et les provitamines A ou les caroténoides (béta-caroténe, lutéines, lycopénes,...). Le B-caroténe est
le principal précurseur de la vitamine A. Il désactive I’oxygene singlet 1Oy, et piége les radicaux
peroxydes ROO" (Goudable et Favier, 1997 ; Krinsky, 2014). En exces, elle pourrait agir comme
pro-oxydants, et favoriser 1’oxydation de I’ADN (Van Helden et al., 2009).

11.4.2.1.3. Ubiquinol (Coenzyme Q10)

Le coenzyme Q10 est un transporteur d’électrons présent dans la chaine oxydative
mitochondriale, dans les membranes cellulaires, dans le plasma et dans les lipoprotéines. Il est
capable de donner des électrons et permet a ce titre une protection des membranes contre la
lipoperoxydation (Powers et Jackson, 2008). Il assure également un recyclage de la vitamine E, par

réduction de la forme oxydee (Ernster et Forsmark-Andree, 1993).

11.4.2.2. Antioxydants non enzymatiques hydrosolubles
Ces antioxydants sont répartis dans le cytosol, le plasma et le milieu extracellulaire. On

retrouve : la vitamine C, le glutathion, I’acide urique, la bilirubine et I’acide alpha-lipoique.

11.4.2.2.1. Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un rdle de prévention de
I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus
important antioxydant (Koolman et R6hm, 2004). Elle permet de piéger différentes ERO, et aussi

de régenérer la vitamine E (Duarte et al., 2007 ; Powers et Jackson, 2008).
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11.4.2.2.2. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide, il joue un r6éle majeur dans la protection des lipides, des
protéines et des acides nucléiques contre l'oxydation. En situation de stress oxydant, son role
protecteur et détoxifiant il résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GPx. Le GSH
intervient également dans le cycle de régénération de 2 vitamines antioxydantes : la vitamine E et la
vitamine C (Powers et Jackson, 2008 ; Douris et al., 2009 ; Jones, 2002).

11.4.2.2.3. Acide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines (Baillie et al., 2007).
L’acide urique est considéré comme un antioxydant car il pie¢ge l'oxygene singlet, les radicaux
peroxyle et hydroxyle (Esterbauer et al., 1992 ; Staels et al., 1998). La réaction de ’acide urique
avec les oxydants entraine la formation du radical urate, qui peut étre alors réduit par I’ascorbate

(Stocker et Keaney, 2004).

11.4.2.2.4. Oligoéléments

Les oligoéléments servent de cofacteurs aux enzymes antioxydants, ont aussi des propriétés
antioxydantes. Des métaux tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn) et dans certains
micro-organismes le nickel (Ni) et le fer (Fe), jouent un r6le important en tant que catalyseur de la
SOD. De la méme fagon le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont les éléments catalyseurs de la GPx et la

catalase, respectivement (De moffarts et al., 2005).

11.4.2.2.5. Bilirubine

La bilirubine est le produit de dégradation des hemes (ex : hémoglobine). Ses propriétés
antioxydantes sont liées a sa capacité a lutter contre les radicaux peroxyl ROO:- et contre le
peroxyde d’hydrogéne H202 (Powers et Jackson, 2008). Elle est alors transformée en biliverdine
oxydée, qui sera recyclée grace a la biliverdine réductase aux dépends d’une molécule de NADPH

(Neuzil et Stocker, 1993 ; Liu et al., 2006).

11.4.2.2.6. Polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins (Delattre et al., 2005). Ce sont des composés
ubiquistes que ’on retrouve dans les plantes. Les actions biologiques des polyphénols ont été
attribuées a leurs propriétés antioxydantes, que ce soit par leur capacité réductrice intrinseque ou
par leur influence sur le statut redox intracellulaire (Vauzour, 2014). En effet, ils sont capables de
piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles. lls sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des

propriétés chélatrices (Delattre et al., 2005).
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La plante médicinale et les huiles essentielles

I11. La plante médicinale et les huiles essentiellles
111.1. La plante Cuminum cyminum

Le cumin est une petite plante annuelle, originaire du Turkestan, d’ou elle fut rapidement
propagée dans I’ensemble des pays méditerranéens puis jusqu’en Amérique latine (Boullard, 2001).
Epice et plante médicinale trés populaire dans I’Egypte ancienne, le cumin était prescrit contre les
affections digestives et respiratoires, ainsi que pour soigner les caries dentaires. Le cumin est
largement employé au moyen Age (Vican, 2001). Le fruit du cumin est un ingrédient essentiel dans
de nombreux mélanges d’épices : baharat arabe, poudre de curry Indienne, pate de curry
Thailandaise et condiment cajun (Bremness, 2002).

111.1.1. Caractéristiques botaniques

Le cumin est une petite plante herbacée de la famille Ombelliferes, d’une hauteur de 30 cm a
feuilles parfumées, finement divisées, ombelles de petites fleurs blanches ou roses (Bremness,
2002 ; Vican, 2001). Le fruit du cumin séché (appelé aussi graine) a une couleur vert pale qui tend
vers le brun doré, possédant une forme elliptique (Verghese, 1991) d’une odeur aromatique et un
go(t épicé et amer (Behera et al., 2004).

Régne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Cuminum

Espéce : Cuminum cyminum L. (Quezel et Santa, 1963).
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Figure 12 : Aspects morphologiques du Cuminum cyminum.

111.1.2. Utilisation du cumin

Les graines de cumin en poudre ou en décoction, sont trés utilisées dans le traitement des
troubles gastro-intestinaux. Il est en effet recommandé comme stomachique, carminatif,
antispasmodique et vermifuge. On emploie aussi sa décoction comme emménagogue. En usage

externe, le cumin est utilisé en cataplasmes sur la nuque contre les oreillons (Bellakhdar, 1997).

Les phytothérapeutes indiens prescrivent le cumin contre les insomnies, les coups de froid
et pour abaisser la fievre. Mélangé au jus d’oignon, il forme une pate que 1’on applique sur les
pigdres de scorpion (Vican, 2001). Dans la médecine iranienne ancienne, les fruits de la plante ont
été utilisés pour le traitement du mal de dents et I'épilepsie (Janahmadi et al., 2006). Le cumin est
utilisé largement dans la médecine Ayurvédique (I’ancienne médecine Indienne), pour le traitement
de la dyspepsie, la diarrhée et de l'ictere. En outre, il est connu pour avoir des propriétés anti-
oxydantes, diurétiques, astringentes et hypoglycémiantes (Dhandapani et al., 2002). Les fruits
toniques et stimulants, facilitent la digestion et soulagent la flatulence colique ou diarrhées
(Bremness, 2002). 1l est supposé augmenter la lactation et réduire les nausées pendant la grossesse.
Utilisé dans une compresse pour soulager le gonflement du sein et des testicules (Jalali-Heravi et
al., 2007). L’huile essentielle du cumin est meilleure que les antioxydants synthétiques
conventionnels, montre une activité fongitoxique, ovicide (Behera et al., 2004) et antimicrobienne
(El-Sawi et Mohamed, 2002). De plus elle utilisée dans la préparation des parfums et les

compositions vétérinaires (Bremness, 2002).
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111.2. Composition et propriétés des huiles essentielles
11.2.1. Définition

Il s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, incolores ou
jaunatres, synthétisés et stockeés dans certains tissus vegétaux spécialisés, appelée également
essence ou huile volatile. Extraites de la plante grace a des procédésphysiques tels

I’hydrodistillation, 1’entrainement a la vapeur ou par expression a froid (Bruneton, 1993 ; Bakkali et
al., 2008).

Elles représentent une petite fraction dans la composition chimique de la plante et sont
responsables de 1’odeur distinctive de la plante, et c’est pour cette raison que les plantes qui
synthétisent les huiles essentielles sont connus sous le nom de « plantes aromatiques »

(Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).

I11.2.2. Localisation de I’huile essentielle dans la plante

Dans certaines plantes, 1’essence est produite par des tissus sécréteurs et dans d’autres, elle
se trouve en liaison glucosidique a I’intérieur des tissus et ne se manifeste que lorsqu’on froisse,
écrase, séche ou distille la plante (Schauemberg et Paris, 2010). Les essences sont sécrétées dans
différentes parties variant selon la plante aromatique. Celles-ci peuvent étre de minuscules cellules
épidermiques dans les pétales de la rose ou des poils sécréteurs disposés a la périphérie des calices
floraux, des feuilles et des tiges chez les labiées (thyme, sauge) ou de grosses cellules disposées au
sein des tissus végétaux : tiges, écorces, racines, feuilles, semences (Scimeca et Tétau, 2005).
111.2.3 Composition chimique des huiles essentielles

Plus de 300 composés différents peuvent étre identifiés dans les huiles essentielles. Trois
groupes de composés ont été décrits (Pichersky et al., 2006). Le principal groupe est composé de
terpénes et les terpénoides, majoritairement des monoterpénes et des sesquiterpénes (Ruberto et
Baratta, 2000), les autres groupes comprennent les composés aromatiques (phénoliques) et dans une
moindre mesure des composés aliphatiques (alcanes et alcenes) qui sont généralement en trace.
Tous les composés sont caractérisés par un faible poids moléculaire (Bakkali et al., 2008).
111.2.3.1 Terpénes et les terpénoides

Il s’agit d’une famille de composés largement répandus dans le regne végétal. Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique a 5
atomes de carbone (CsHs) (Bayala, 2014). Les terpénoides sont les terpenes de faible masse
moléculaire (mono — et sesquiterpenes) sont rencontrés dans les huiles essentielles leur conférant un

caractére volatil et des propriétés olfactives (Pibiri, 2006).
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111.2.3.2 Les composés aromatiques

Les composés aromatiques (Figure 13) dérivés du phényle propane sont beaucoup moins
fréquents que les terpénes et les terpénoides. Ce sont tres souvent des allyles et propényl phénols,
parfois des aldéhydes, caractéristiques de certaines huiles essentielles telles que 1’anéthol, 1’anis
aldéhydes, mais aussi de celles de la girofle, de la muscade, de 1’estragon, des cannelles (Eugénol,
myristicine, asarones, cinnamaldéhyde..). Des composés en phényl méthane comme la vanilline ou
I’anthranilate de méthyle, peuvent étre également rencontrés dans les huiles essentielles

(Christopher, 1991 ; Bruneton, 1993).

D’une maniére générale, les études menées sur la composition chimique de I'huile de cumin
de différents pays ont montré la présence des composants suivants: a-pinéne (0,5%), myrcéne
(0,3%), limonéne (0,5%), 1-8-cinéole (0,2%), p -menth-3-éne-7-ol (0,7%), p-mentha-1, 3-dién-7-ol
(5,6%), caryophylléne (0,8%), B-bisaboléne (0,9%), B-pinéne (13,0%), P-cyméne (8,5%), PB-
phellandréne (0,3%), D-terpinéne (29,5%), aldéhyde cuminique (32,4%), alcool cuminylique
(2,8%), B-farnésene (1,1%) ainsi que de plus petites quantités d'a-phellandréne, a-terpinene, cis et
trans sabinéne, Myrtenol, a-terpinéol et phellandral (Nadeem et Riaz, 2012).
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Figure 13 : Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielles (Bruneton, 1991).

111.2.3.3 Notion de chémotype

Selon les conditions environnementales et de vie, les mémes espéces peuvent présenter des
différences chimiques intraspécifiques dans leurs compositions d'huiles essentielles (Lahlou et
Berrada, 2003 ; Lahlou, 2004). Ces différences intraspécifiques sont définies comme chémotypes. Il
est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes différents présentent non seulement

des activitées différentes mais aussi des toxicités trés variables (Pibiri, 2005).

I11. 2.4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques
usuels ainsi que dans I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans 1’eau
(Charpentier, 2008). Il faut donc impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en

suspension dans 1’eau. Elles présentent une densité en général inférieure a celle de 1’eau et un indice
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de réfraction élevé. Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeétre pour les huiles de cannelle et
une variété de thym, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de romarin officinal. Elles sont
altérables et sensibles a I’oxydation. Par conséquent, leur conservation nécessite de I’obscurité et de
I’humidité. De ce fait, 1’utilisation de flacons en verre opaque est conseillée (Couic-Marinier et
Lobstein, 2013).
111.2.5. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des
propriétés anticancéreuses (Goudjil, 2016). L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre
en relation avec sa composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants.
Sa valeur tient a son « totum » c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses
composes majoritaires (Lahlou, 2004).
111.2.5.1. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard, 1992). Lorsque 1’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau
de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une
activité primaire sont interrompus dans la chaine autocatalytique de I’oxydation (Kohen et Nyska,
2002). En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder
I’oxydation par des mécanismes indirects tels que le complexe formé par des ions métalliques ou la
réduction d’oxygene (Madhavi et al., 1996).
111.2.5.2. Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il est probable
que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs
sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002). De fagon générale, il a été observeé une
diversité d’actions toxiques des HEs sur les bactéries comme la perturbation de la membrane
cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du
contenu protéique des cellules (Davidson, 1997)
111.2.5.3. Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés
actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons

phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-Balchin, 2002).
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111.2.5.4. Activité anti-inflammatoire

En effet les huiles essentielles de Carlina acanthifolia, Citrus aurantium, Cyperus
esculentus et Hedychium coronarium ont exprimé un effet anti-oedéme des pattes chez les rats
traités par la carageenan (Dordevic et al., 2007 ; Karaca et al., 2007), et d’autre part les huiles
essentielles de Salvia albicaulis, et Salvia dolomitic ont montré un grand pouvoir inhibiteur, in-
vitro, a 5-lipo-oxygénase, enzyme clé dans [’activation et I’amplification de la réaction
inflammatoire (Kamatou et al., 2007).
111.2.5.5. Activité anticancéreuse

Des activités anticancéreuses des huiles essentielles ont été établit sur différentes cellules
tumorales. Ainsi, il a ét¢ démontré que I’huile essentielle de Myrica gale exerce un effet inhibiteur
sur la croissance des cellules cancéreuses des poumons, et du colon (Sylvestre et al., 2005). Dans la
méme optique I’huile essentielle de Cymbopogon flexuosus et son composé majeur
« isointermedeol » induisent I’apoptose des cellules cancéreuses du sang (Kumar et al., 2008).
111.2.6. Toxicité des huiles essentielles

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses pour la
santé. Il est ainsi important de connaitre le produit, le choisir selon des critéres qualificatifs
rigoureux (produit de qualité non falsifié, non contaminé par des pesticides), de respecter
scrupuleusement les doses et de choisir le mode d’administration adéquat, et ce afin d’éviter la

survenue d’effets indésirables, voire méme des interactions avec d’autres médicaments (Bruneton,

1999 ; Lakhdar, 2015).

La majorité des huiles essentielles couramment utilisées présentent une toxicité par voie
orale faible avec des doses létales a 50% (DLso) supérieures a 5 g/kg. Cependant, la DLso du cumin
par voie orale est 2,5 ml/kg chez les rats, et de 3,56 ml/kg par voie dermique chez les lapins
(Tisserand et Young, 1995), tandis que les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13
g/kg) (Bruneton, 1993).

L’usage des huiles essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique, peut
générer des irritations, allergies voire photosensibilisation. (Naganuma et al., 1985 ; Smith et al.,
2000). C’est le cas de I’huile essentielle de Thym, d’Origan, de la Sarriette qui sont connues pour
leur pouvoir irritant et agressif. L’huile essentielle de Cannelle est dermocaustique et allergisante
pour les terrains sensibles, et les essences d’agrumes (pamplemousse, citron...) qui sont
photosensibilisantes par des réactions épidermiques aprés exposition au soleil (Couic-Marinier et
Lobstein, 2013).

Certaines huiles essentielles peuvent s’avérer cytotoxiques sur les cellules animales et

humaines. En effet, il a ét¢ démontré que les huiles essentielles d’Origan, de différentes variétés,
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présentent une forte cytotoxicité sur des cellules humaines cancéreuses (Sivropoulou et al., 1996 ;
Chaouki et al., 2010). Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxique selon la phase dans
lagquelle elles sont mises en contact. En effet, la toxicité du thym est augmentée par contact en phase

liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande (Inouye, 2003).

Certaines huiles essentielles peuvent étre convulsivantes et abortives suite & une utilisation

prolongée. C’est le cas des huiles essentielles a thuyones (Thuya, Absinthe, Sauge officinale) qui
sont neurotoxiques (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).
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I. Matériels et méthodes

1.1. Matériel végétal

Les graines de cumin représentent le matériel végétal utilisé dans cette étude. Il s’agit de graines

obtenues chez un arbriste de la ville de Tébessa. L’origine de ces graines est I’extréme orient.

Figure 14 : Graines du cumin (Cuminum cyminum L.).

1.2. Animaux

Dans notre étude, nous avons utilisé 40 rats blancs femelles Rattus rattus de la souche Wistar,
provenant de I’institut Pasteur (Centre d’élevages El-Kouba, Alger), agés de 06 a 08 semaines et ayant
un poids corporel entre 190 et 220 g. Ce sont des mammiféres de 1’ordre des rongeurs, largement utilisés
dans divers domaines de recherche. Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation de 21 jours, aux
conditions de I’animalerie, a une température voisine de 25°C et une photopériode naturelle. Les rats ont
été élevés dans des cages en polyéthyléne tapissées d’une litiére constituée de copeaux de bois. Les
cages ont été nettoyées et la litiére changée tous les 2 jours jusqu’a la fin de 1’expérimentation. Le poids

des rats a été pris quotidiennemnt a l'aide d'une balance analytique (Figure 15).
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Figure 15 : Prise du poids des rats en utilisant la balance analytique (photo personelle).

1.3. Extraction et analyse de I’huile essentielle du cumin

1.3.1. Extraction

Extraction par hydrodistillation (Figure 16) est assurée grace a un appareil de type Clevenger, ou
100 g de maticre végétale sont introduits avec 2 L d’eau. Aprés installation et fermeture du montage, la
mise en marche du chauffe-ballon est effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre

une stabilité de 1’extraction.

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de I’extraction
est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se distingue de 1’hydrolat
(eau aromatique) par sa différence de densité et de couleur. On la sépare de celui-ci par décantation. Elle
est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre (Na2SQO4) puis récupérée et conservée dans des vials

de couleur brune, hermétiquement fermés et stockés dans un endroit frais (4°C) a I’abri de la lumiere.
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Figure 16 : Procédé d'extraction de I'huile essentielle du Cuminum cyminum (photo personelle).
1.3.2. Détermination des rendements des huiles essentielles
Le rendement de I’huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétale utilisé. Le rendement est calculé par la formule

suivante :

R 9t 96 = M/MO *100

R % : Le rendement des huiles essentielles.
M : la masse d’huile essentielle récupéré (g).
MO: la masse de matiére végétale (g)

1.3.3. Analyses de la composition des huiles essentielles du Cumin

Les échantillons d'huiles essentielles ont été analysés au niveau du Centre de Recherche
Scientifique et Technique en Analyse Physico-Chimique a Tipaza, par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). Un chromatographe en phase gazeuse
(MASTER GC DANI) a été utilisé avec un détecteur a ionisation de flamme (FID), couplé a un
spectrométre de masse (TOFMS DANI) avec un détecteur Scan TIC (de 35 a 450) & impact
électronique. Les conditions analytiques sont les suivantes : la phase stationnaire est de 5% phenyl, 95%
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dimethylpolysilosxane, et le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est I’Hélium réglé avec un débit
de 0,5 ml/min. La colonne utilisée est de type HP-5MS en silice capillaire fondue (Long 30 m; D int
0.25 mm; épaisseur film 0.25 um), la température de I’injecteur a été de 250 °C et I’injection se fait en
mode « Splitlless ». Initialement la température du four est maintenue a 60°C en isotherme pendant
8mn, puis augmentation de la température se fait graduellement a raison de 10°C/mn jusqu’a 240°C.
Pour le spectromeétre de masse, la température de la source est de 230°C et celle de I'interface est de
200°C. Le volume injecté est de : 0,2 ul et la fragmentation est effectuée par impact électronique sous
un champ de 70 ev. L’appareil est relié a un systeme informatique gérant une bibliothéque de spectres
de masse.
1.4. Traitement des rats

Les rats femelles ont été répartis en 8 groupes de 5 rats chacun. Les pesticides ainsi que les
huiles essentielles ont été administrés par gavage chaque jour pendant 2 mois de traitement, il s’agit de
(Figure 17) :

> Groupe 1 :des rats ttmoins négatifs ayant regu I’huile de mais.

» Groupe 2 :des rats témoins positifs ayant recu quotidiennement 0,1ml/Kg d’huile essentielle du

cumin (Sheweita et al., 2016).

» Groupe 3 :des rats traités par lufenuron dissout dans I’huile de mais a raison de 200mg/kg de poids
vif ce qui représente le 1/10°™ de la DLso (Shalby, 2006 ; Farrag et Shalby, 2007).

> Groupe 4 :des rats traités par lufenuron avec la méme dose que celle du groupe 3 avec

supplémentation quotidienne de 0,1ml/Kg d’huile essentielle de cumin.

» Groupe 5 :des rats traités par le chlorpyrifos dissout dans I’huile de mais a raison de 5.4mg/kg de

poids vif ce qui représente le 1/25°™ de la DLso (Tanvir et al., 2015)

> Groupe 6 :des rats traités par le chlorpyrifos avec la méme dose que celle du groupe 5 avec une

supplémentation quotidienne de 1’huile essentielle de cumin a raison de 0,1ml/Kg

» Groupe 7 : des rats traités par lufenuron + chlorpyrifos avec les mémes doses que celles des

groupes 3 et5

» Groupe 8 : des rats traités par lufenuron + chlorpyrifos + la supplémentation quotidienne d’huile

essentielle du cumin avec les mémes doses.

Remarque : I'huile essentielle du cumin a été administrée 30 minutes avant les pesticides.
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1.5. Prélévement des échantillons

Apreés 2 mois de traitement les 8 groupes de rats ont été sacrifiés (par décapitation).
1.5.1. Prélevement sanguin

Le sang a éte immédiatement recueilli dans des tubes héparinés. Ensuite, ces tubes ont subi une
centrifugation de 3000 tours/min pendant 15 min afin de récupérer le plasma qui va servir pour le

dosage des parametres biochimiques (glucose, urée, créatinine et les transaminases).
1.5.2. Prélevement des organes

Les animaux sacrifiés ont été pesés puis ouverts centralement pour le prélévement de certains
organes. Le foie, les reins et le cerveau débarrassés de son tissu adipeux ont été pesés puis stockés au

congélateur pour le dosage des paramétres du stress oxydant.
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Figure 17 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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1.5.3. Extraction mitochondriale

La fraction mitochondriale brute a été extraite des foies (Figure 18), selon les étapes suivantes

durant 1h30min (toutes ces étapes doivent étre effectuées a température de réfrigération pour minimiser

I'activation des protéases et des phospholipases) :

Les foies prélevés ont été laves et fragmenté en utilisant le tampon-1 puis le tampon-3 pour

éliminer complétement le sang.

Une homogénéisation des foies a été réalisée en ajoutant le tampon-1 selon un rapport dans 4 ml

du tampon par gramme de foie.

L'homogénat a été centrifugé a 740 g pendant 5 minutes & 4 ° C, puis le surnageant a été recueilli
et centrifugé a nouveau a 740 g pendant 5 minutes a 4 ° C, puis a 9 000 g pendant 10 minutes a
4°C.

Le culot contenant les mitochondries a été remis en suspension dans le tampon-2 glacé, et la

suspension mitochondriale a été centrifugée a 10 000 g pendant 10 minutesa 4 ° C.

Ensuite, le culot mitochondrial brut dans le tampon-3 a été remis en suspension et centrifugé de

nouveau a 10 000 g pendant 10 minutes a 4 ° C.

Finalement, le culot mitochondrial brut a été remis en suspension dans 2 ml de MRB glacé. La
teneur en protéines a été analysée en routine avec un test de bradford utilisant de la

sérumalbumine bovine comme standard (Bradford, 1976)

Preparation des tampons

Tampon 3 (SB) : 225-mM mannitol, 75-mM sucrose et 30-mM Tris—HCI pH 7.4.

Tampon 1 : Dissolvez 0,75 g d'albumine dans 150 ml de SB, ajoutez 750 pl d'EGTA 100 mM
0.5 mM (pH 7,4) et stockez le mélange a 4 ° C.

Tampon 2 : Dissolvez 0,25 g d'albumine dans 150 ml de SB et conservez le melange a 4 ° C. (ce
tampon doit étre préparé frais la veille ou le jour de I'expérience).

MRB (tampon de remise en suspension des mitochondries) : mannitol 250 mM, HEPES 5
mM (pH 7,4) et EGTA 0,5 mM. Pour préparer 100 ml de solution de MRB, dissolvez 4,56 g de
mannitol dans 80 ml d’cau bidistillée, ajoutez 1 ml de HEPES 0,5 M (pH 7,4). Laisser le tampon

environ 30 min a 4 ° C pour qu'il refroidisse (Wieckowski et al., 2009).
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Fragmentation du foie dans le
tampon-1 puis le tampon-3

Homogénéisation dans le tampon-

]

Centrifugation pendant S min a 740g

Reécupération du surnageant Jeter le culot

Centrifugation pendant 5 min a 740g

Récupération § du surnageant Jeter le culot (cellules et noyaux)

Récupération j du culot + Tampon 2 Jeter le surnageant (membrane,

lysosomes, microsomes et cytoplasme)

Centrifugation pendant 10 min a 10000g

Récupération J du culot+ Tampon 3 Jeter le surnageant (membrane,

lysosomes, microsomes et cytoplasme)

Centrifugation pendant 10 min a 10000g

Centrifugation pendant 10 min a 9000g \

Jeter le surnageant (membrane,
lysosomes, microsomes et cytoplasme)

Mitochondries brutes du foie

Figure 18 : Etapes d'isolement des mitochondries brutes a partir des fois des rats.
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1.6. Détermination des parameétres biochimiques

Concernant le dosage du glucose plasmatique, les transaminases, l'urée et la créatinine est
déterminé par l'utilisation d'un automate (Maindray BS200) au niveau de laboratoire de I'hopital
BOUGUERRA BOULARAS de Bakaria.
1.6.1. Dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) hépatique a été réalisée
selon le procédé de Shibko et al. (1966). Les échantillons sont broyés dans un 1 ml d'acide
trichloracétique (TCA a 20 %) aux ultrasons (Sonifier B-30), puis centrifugés a 5000 tours/ min pendant
10 min. Le surnageant | servira au dosage des glucides et le culot I est additionné de 1 ml d'un mélange
éther/ chloroforme (1/1, v/v). Une deuxiéme centrifugation (5000 tours/ min, pendant 10 min) permet de
récupérer le surnageant Il qui servira au dosage des lipides. Le culot Il, est ensuite repris dans 1ml de
NaOH (0,1N).

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) sur une fraction
aliquote de 0,1 ml de I'homogénat avec 4 ml de bleu brillant de coomassie (BBC), la solution de BBC se
prépare comme suit : 50 mg de bleu brillant de coomassie (G250), 25 ml d'éthanol (95 %), aprés une
agitation de 2 heures on ajoute, 50 ml d'acide orthophosphorique (85 %) et on complete a 500 ml d'eau
distillée. La lecture des absorbances s'effectue a une longueur d'onde de 595 nm et la gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution Albumine de sérum de beeuf (BSA) comme standard

(Courbe d'étalonnage : voir annexe).

Le dosage des glucides totaux a été réalise selon la méthode de Duchateau et Florkin (1959). Elle
consiste a ajouter 4ml du réactif d’anthrone a 100ul du surnageant I, et chauffer le mélange a 80°C
pendant 10 min ; une coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité des
glucides présente dans 1’échantillon la lecture de 1’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de
620nm contre un blanc de gamme. La préparation du réactif d'anthrone se fait comme suit : peser 150
mg d'anthrone, ajouter 75 ml d'acide sulfurique concentré et 25 ml d'eau distillée. On obtient une
solution limpide de couleur verte qui est stockée a I'obscurité. La gamme d'étalonnage est effectuée a

partir d'une solution mére de glucose (0,1 mg/ ml) (Courbe d'étalonnage : voir annexe).

Les lipides totaux ont été determinés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972) utilisant le
réactif sulfo-phoshpho-vanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises aliquotes de 100ul des
extraits lipidiques ou de la gamme étalons. Iml d’acide sulfurique concentré a été ajouté apres
I'évaporartion totalement du solvant. Les tubes sont agités et places pendant 10minutes dans un bain a
sec a 100°C. Apres refroidissement, 200ul de ce melange auquel a été ajouté a 2,5ml de réactif sulfo-

phoshpho-vanillinique. Aprés 30 minutes a I’obscurité, la densité optique est lue dans un
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spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 530nm. Les lipides forment a chaud avec 1’acide
sulfurique, en présence de vanilline et I’acide orthophosphorique, des complexes roses. Le réactif est
préparé comme suit : dissoudre 0,38g de vanilline dans 55ml d’eau distillée et ajoute 195ml d’acide
orthophosphorique a 85%. Ce réactif se conserve pendant 3 semaines a 4°C et a I’obscurité. La solution
meére des lipides est préparée comme suit : on prend 2,5mg d’huile de table (tournesol 99%
triglycérides) dans un tube eppendorf et on ajoute 1ml d’éther/chloroforme (v/v) (Courbe d'étalonnage :
VOIr annexe).
1.6.2. Dosage des teneurs en glucose

Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogéne (H20z). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le chromogéne incolore (4-

aminophénazone) en un composé coloré en rouge (Kaplan, 1984), selon les réactions suivantes :

B-D-Glucose + O2 + H20 L()D__. Acide gluconique + H202

H202 + Phénol + 4- aminophénazone &» Quinone + H20

1.6.3. Dosage des transaminases plasmatiques
1.6.2.1. Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)
e Principe
L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi 1’oxaloacétate de glutamate transaminase
(GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de ’aspartate au o-cétoglutarate

formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L.’oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase

(MDH) et le NADH, H* (Murray, 1984) selon la réaction ci-dessous :

Aspartate + a- cétoglutarate ASAT | Glutamate + Oxaloacétate
Oxaloacetate + NADH, H* MDH Malate + NAD"

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

enzymatique d’aspartate aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984).

1.6.2.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)
e Principe
L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le pyruvate de glutamate transaminase (TGP)
catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’alanine au a-cétoglutarate formant le
glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la malate déshydrogénase (MDH) et le
NADH, H+ (Murray, 1984). Ce principe est présenté selon la réaction suivante :
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Alanine + a- cétoglutarate ALAT | Glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NADH,H* MDH Lactate + NAD*

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a 1’activité
enzymatique d’alanine aminotransférase dans I’échantillon (Murray, 1984).
1.6.3. Exploration de la fonction rénale

1.6.3.1. Dosage de I’urée plasmatique
e Principe

L’urée est hydrolysée enzymatiquement en ions d’ammoniac (NH4") et dioxyde de carbone
(CO2). Les ions d’ammoniac formés réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite (NaClO) en présence

du catalyseur nitroprusside pour former 1’indophénol vert (Kaplan, 1984), selon les réactions suivantes :

Uree + H20 — " (NHs*)2+COz2

NH4* + Salicylate + NaClO Nitroprusside Indophénol

L’intensit¢ de la coloration formée est proportionnelle a la concentration de I'urée dans

I’échantillon.

1.6.3.2. Dosage de la créatinine plasmatique
e Principe

L’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium : c’est la réaction de
JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré dans un
intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en créatinine de 1’échantillon (Murray,

1984).

pH alcalin

Créatinine + acide picrique , Complexe jaune-rouge

1.7. Exploration du stress oxydant
1.7.1. Préparation de ’homogénat

Un gramme de foie de chaque rat des différents groupes étudiés, a été utilise. Apres broyage et
homogénéisation des tissus dans le tampon phosphate (pH 7.5), on a procédé a une centrifugation de la
suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des
tubes eppendorfs puis conservés a -80°C en attendant d’effectuer les dosages des parametres du stress
oxydant.

1.7.2. Détermination du taux de malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est I’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras

polyinsaturés (PUFA) méditées par les radicaux libres. Le niveau de peroxydation lipidique a été evalué
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en mesurant le malondialdéhyde avec le test TBARS (Thiobarbituric reactive species) selon la méthode
de d’Esterbauer et al. (1992). Le test TBARS est le test le plus couramment utilisé pour déterminer
indirectement la peroxydation des lipides, en mesurant le MDA.
e Principe
Le principe de ce dosage est basé sur la condensation du MDA en milieu acide et a chaud avec
I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur rose entre deux

molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530

nm (Figure 19).

H H HS ™ aH

(=] < /
Malondialdéhyde | [EX] =

(MDA) (A Acide thiobarbiturique

(TBA)

Dérivé MDA (TBA):
Coloré en rose

Figure 19 : Principe du dosage du malondialdéhyde.
e Mode opératoire
Le dosage est réalisé avec 375ul du surnagent additionné de 375ul de TCA-BHT (TCA 20%,

BHT1%) et 150 pl de la solution TBS (tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4). Aprés agitation du mélange
dans un Vortex, une centrifugation est effectuée a 10000 tours/mn pendant10 mn. Une fraction aliquote
de 400 pl du surnageant est alors prélevée a laquelle on ajoute80 pl du HCL 0,6 M et 320 ul de la
solution tris-TBS (tris 26 mM, TBA120 mM). Aprés agitation, une incubation au bain marie a une
température de 80°C pendant 10 min est effectuée.

e Calcul de la concentration

On calcule la concentration de MDA exprimé en nanomoles par milligramme de protéines
(nmol/mg prot) selon la formule suivante :

[C] (nmol/mg protéine) = DO.10
e.L.X.Fd
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= C: Concentration de MDA en nmoles/mg de prot ;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;

¢ : Coefficient d’extinction molaire du MDA, empa = 1.56 x 10s M-1.cm-1;
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

=y : Concentration du surnagent en protéines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution, Fd = 0.2083.

1.7.3. Détermination du taux de glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un thiol intracellulaire le plus abondant présent dans toutes les cellules
animales.

e Principe

Pour doser le glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB) est la
méthode la plus employée (Weckberker et Cory, 1988). La réaction consiste a couper la molécule
d’acide 5,5’ dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére I’acide thionitrobenzoique
(TNB) (Figure 20) lequel présente une absorbance a 412nm.

N()g
COOH
NO,
S
COOH
COOH
) [
DTNB 1 + GSH - +
S
]S
? NO»
G TNB
COOH . . L . absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique
NO

Figure 20 : Principe de dosage du glutathion.

e Mode opératoire
Le dosage consiste a faire réagir 0,8 ml de I’homogénat avec 0,2 ml de solution d’acide
sulfosalicylique (0,25%) et laisser pendant 15 min dans un bain de glace. Les tubes sont centrifuges
15 mn a 1000 tours/mn. Entre temps d’autres tubes sont préparés pour le mélange réactionnel, dans
lesquels sont ajoutés 1ml du tampon Tris-EDTA (concentration 0.02 M d’EDTA, pH 9,6) et 0,025 ml de
L’acide 5.5 dithio-bis -2-nitrobénzoique (DTNB) a 0,01 M, aux quels 0,5 ml de surnageant sont
additionnés et la lecture se fait aprés Sminutes d’incubation a 412 nm contre un blanc préparé dans les
mémes conditions.
e Calcul de la concentration
On calcule la concentration du GSH exprimée en nanomoles par milligramme de protéines

(nmol/mg prot) selon la formule suivante :
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GSH (nmol/mg protéine) = DOxLx1.525
131000x0.8x0.5 mg de protéine

DO : Densité optique ;

L : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation ;

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant ;
13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —-SH a 412 nm ;

0.8 : Volume de ’homogénat ;

0.5 : Volume du surnageant.

1.7.4. Dosage de I’activité de la glutathion peroxydase (GPx)
e Principe
L’activité de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée selon la méthode de Flohe et Gunzler
(1984). Cette activité a été calculée par la diminution du taux de GSH réduit par rapport a la réaction
non enzymatique « blanc ».
e Mode opératoire
Un volume de 0,2 ml de surnageant est récupéré dans un tube contenant 0,4 ml de GSH (0,1
mM) et 0,2 ml de de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). Le mélange a été
incubé dans un bain marie a 25°C pendant 05 min. 0,2 ml d’H202 (1,3 mM) est ajouté pour initier la
réaction. Aprés 10 min, Iml de TCA1% (acide tri chloro-acetique) est rajoute dans le but d’arréter la
réaction et le mélange est mis dans la glace pendant 30 mn et centrifuge durant 10 mn a 3000 t/mn. Un
volume de 0,48 ml de surnageant est placé dans une cuve auquel on ajoute 2,2 ml de solution tampon
TBS avec 0,32 ml de DNTB (1,0 mM). Ce mélange frome un composé colore et sa densite optidue est
mesurée a 412nm aprés 05 min chaque 15 secondes pendant 01min.
e Calcul de I’activité de 1a GPx
La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivante :
Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = Doe - DOb
X= _(DOe—DOb) x0.04 = quantité de GSH reduit disparue (oxydée) dans 0.2 extrait dans 1ml
DOb

L’activité de la GPx = la quantité de GSH réduit oxydée disparue X 5
[Protéine]

- Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.
- Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit —DOb
- Extrait=0.04 micro mole de GSH réduit — DOe
1.7.5. Dosage de I’activité de la glutathion S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférases appartiennent a une famille d’enzymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques, impliqués dans le transport et la biosynthése intracellulaire. Elles
catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogéne, en présence d’un cofacteur le

glutathion, et des molécules réactives comportant des sites électrophiles. La conjugaison entraine la
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formation d’une molécule nouvelle ; 1- S- Glutathionyle 2- 4 Dinitrobenzéne permettant de mesurer
I’activité de GST.
e Principe
La technique que nous avons utilisée pour doser 1’activité de GST est celle de Habig et al.
(1974). Elle mesure la cinétique de formation entre un substrat modele, le chlorodinitrobenzene (C-
DNB) et le glutathion, qui absorbe la lumiere a 340 nm.
e Mode opératoire
Les echantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1M, pH6). L’homogénat
est centrifugé a 1400 t /min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira comme source d’enzymes.
Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB. La lecture des
absorbances est effectuée toutes les minutes pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340nm dans un
spectrophotomeétre UV/visible contre un blanc contenant 200 ul d’eau distillée remplagant la quantité du
surnageant.
e Calcul de I’activité de la GST
L’activit¢ de la GST exprimée en nanomoles de C-DNB par minute par milligramme de

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

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

* A DO échantillon — A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute — moyenne des DO des Blancs
par minute ;

» ¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, eC-DNB = 9.6 mM~.cm™;

= L : Trajet optique de la cuve = 1cm.

1.7.6. Dosage de ’activité de la catalase (CAT)
e Principe

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes tétrameriques,
chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces enzymes interviennent dans
la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les especes réactives et en accélérant la
réaction spontanée de 1’hydrolyse du peroxyde d’hydrogeéne (H202) toxique pour la cellule en eau et en
oxygene (Aebi, 1984).

La réaction se fait en deux etapes. La réaction bilan est :

2H202 _CAT | 2H20+02

L’activité de la CAT est mesurée a 240nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV/visible par la

variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H20.).
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e Mode opératoire
En faisant réagir 200 pl d’H202 (500mM) sur 20 pl de I’homogenat dans un volume de 780 pl
(100 mM) de tampon phosphate pH 7.4. Les résultats ont été exprimés en umoles d’H202 par minute et
par mg de protéines. La lecture de I’absorbance se fait a 240 nm apres 15 s de délai et durent 60 s de
mesure.
e Calcul de ’activité de la CAT
L’activité de la CAT exprimée en micromoles de H2O2 par minute par milligramme de protéines
(umol de H202/min/mg prot) selon la formule suivante :
ADOxd

CAT (nmol de H202/min/mg prot) =
ex X xLx0.02

» A DO : variation de la densité optique par minutes, ¢’est-a-dire pour :

* Al (Absorbance initiale) : 15s;

* AF (Absorbance finale) : 1min;

On fait : (Al - AF) x 4/3 par min ;

= d: dilution de I’échantillon au début ;

¢ : Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, € H,O, = 0.043 mM=.cm™ = 0,043 pmol cm™*ml?
L : Trajet optique de lacuve =1cm;

X : Concentration de protéines en mg/ml.

1.8. Evaluation du gonflement, perméabilité et respiration mitochondriales

Selon la méthode de Crystal et al. (1996), nous avons réalisé I'estimation de la perméabilité
mitochondriale basé sur le taux des ions de Ca++ qui traverse leur membrane, cette perméabilité suivie
par une augmentation de la taille de la mitochondrie détectée a une longueur d'onde de 540nm pendant 3
minutes et chaque 30sec. La respiration a été estimée en utilisant un Oxygraph (Hansatech ®) selon la
méthode décrite par Rouabhi et al. (2009).
1.9. Dosage de I’activité de ’acétylcholinestérase (AChE)

e Principe

La méthode utilisée est celle décrite par Ellman et al., (1961). C’est une méthode colorimétrique.
L’acétylcholinestérase contenue dans la fraction des tissus va réagir avec I’acétylthiocholine (ASCh) en
libérant I’acétate et la thiocholine (SCh). Cette derniére réagit a son tour avec le 5-5’-Dithio-bis (2-
nitrobenzoate) (DTNB) en donant du TNB produit de couleur jaune qui absorbe a 412 nm et dont la

concentration est proportionnelle a la quantité d’enzymes présente dans le milieu.

La réaction peut se schématiser ainsi :

58



Matériels et méthodes

ASCh + H20 _AChE | SCh + Acide acétique

SCh+DTNB ______, SCh-TNB + TNB

e Mode opératoire
Les cerveaux des rats témoins et traitées sont homogéneéisées dans 1ml de solution détergente a
I'aide d'un broyeur ultra-turrax a 12 000 tours/ min pendant une a deux minutes et cing répétitions sont
réalisées. L homogénat obtenu est centrifugé a une vitesse de 5000 g pendant 5mn, et le surnageant est
récupéré pour servir comme source d’enzyme. Le dosage de I’activité AChE est réalis¢ sur une fraction
aliquote de 100 ul auquel on ajoute 100 pl de DTNB et 1 ml de tampon Tris (0.1 M, pH 7). Aprés 3 a 5
minutes, et afin d’épuiser la réaction spontanée, 100 pl de substrat acétylthiocholine sont ajoutés. La
lecture des absorbances a lieu toutes les 4 mn pendant 20 mn a une longueur d’onde de 412 nm contre le
blanc.
e Calcul de ’activité de ’AChE
L’activit¢ de ’AChE exprimée en nanomoles par minute par milligramme de protéines

(nmol/min/mg prot) selon la formule suivante :

ADO/Atx1691.18
AChE (nmol/min/mg prot) =  -------=-=-m-m-mmmmmeee-

e A DO/ At: variation de la densité optique par minute ;
e P : Concentration de protéines en mg/ml.
1.10. Presentation des resultats et analyses statistiques
Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moy + écart-
type). Le traitement statistique des résultats est exploité en réalisant une analyse de variance a un facteur
(ANOVA), le test de Tukey a été utilisé pour comparer les groupes. Toutes les analyses statistiques ont
été réalisées en utilisant le logiciel statistique Minitab 17.1 et Excel 16.0 (Microsoft, Inc.). Le niveau de

signification statistique était fixé a p <0,05

Nous avons effectué deux comparaisons :
= Les groupes traités (CPF, CPF+HEc, LUF, LUF+HEc, CPF+LUF et CPF+LUF+HEC) par rapport au
groupe témoin :
v' *: Différence significative (p < 0.05) ;
v' **: Différence hautement significative (p <0.01) ;

v/ k% Différence trés hautement significative (p < 0.001).
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= Les groupes traites (CPF+HEc, LUF+HEc, CPF+LUF+HEC) par rapport au groupe traité (CPF,
LUF, CPF+LUF) :

v # : Différence significative (p < 0.05) ;

v ## : Différence hautement significative (p <0.01) ;

v ### : Différence trés hautement significative (p < 0.001).

- Avec p : Seuil de signification
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I1.Résultats
11.1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles du Cuminum cyminum

L'huile essentielle des graines de Cuminum cyminum était un liquide jaune clair avec un
rendement de 1,98% (m/m) par rapport a la matiere séche. Leurs indices de rétention et les
concentrations relatives sont présentés dans le Tableau 04.

Au total, 15 composés ont été caractérisés représentant 99,98 % de I’huile. Les principaux
composants étant : le carvacrol (36,81%), para-cymene (16,08%), a -terpinene-7-al (16%), p-terpinene

(13,18%) et a moindre pourcentage, le tricyclene et linalool acetate a 0,05% et eucalyptol 0,02%.
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Figure 21 : Chromatogramme CPG/SM de I'HE de Cuminum cyminum.
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Tableau 4 : Composition chimique des huiles essentielles du Cuminum cyminum.

Categorie des TR Kl Area % Nom de composé
composants
10,30 924 00,05 Tricylene
10,70 930 00,26 a-thuijene
13,20 971 00,28 Sabinene
Hydrocarbures 13,44 975 13,18 B-Pinene
monoterpéniques 14,37 990 00,69 B-Myrcene
16,78 1025 16,08 Para-Cimene
16,94 1027 00,17 Sylvestrene
19,17 1059 10,57 y-Terpinene
35,40 1289 16,00 a-Terpinen-7-al
17,08 1029 00,02 Eucalyptol
26,88 1166 00,13 Neo-menthol
Monoterpénes 27,60 1177 00,17 Terpinene-4-ol
0Xygénés 28,86 1194 05,52 Caranone<trans-4->
34,53 1276 00,05 Linalool acetate<dihydro->
Phénol 36,10 1299 36,81 Carvacrol

monoterpénoide

99,98 % Total

11.2.  Impact du CPF et du LUF et leur mixture sur quelques parametres physiologiques et effets
protecteurs de la supplémentation en huile essentielle

11.2.1. Action sur la croissance corporelle

Nos résultats montrent une diminution du poids corporel et une baisse du gain de poids corporel
chez les lots traités par le chlorpyrifos et lufenuron et leur mixture comparativement au lot témoin. On
note une différence tres hautement significative (p<0,001) apres 1’exposition a LUF, CPF et LUF+CPF
par rapport au témoin et au lots pesticides + HE. Par ailleurs, une difference significative (p<0,05) a eté
obsérvée chez les lots traités par LUF+HE et CPF+HE par rapport au témoin. Aucun changement
significatif n’a été constaté chez les lots traités par HE et LUF+CFP+HE par rapport au témoin. Tandis
qu’on enregistre une nette amélioration du poids corporel par I’administration du I’huile essentielle aux
groupes traités par les deux pesticides et la mixture comparant au groupe traité¢ uniquement par I’un des

deux pesticides (Tableau 05 ; Figure 22).
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Tableau 5 : Variation de poids corporel (PC) (g) chez les rats témoins et traités (HE, LUF, CPF, LUF+CPF, LUF+HE, CPF+HE, LUF+CPF+HE) apres 60 jours du
traitement.

Lots expérimentaux

Parametres
Témoin HE LUE LUE+HE CPE CPF+ HE LUF+CPF LUf;EPF
Poids initial
©) 190,80+8.27  193.60+8,64 193,40+9 33 195804867 218204690  191,00+608 210204914  206.60+9,93
Poids final
@) 216,95+572  216,00+6,86 200,45+6,34 212554510  210,96+519  210,02#9.81 215024512  230,65+6 51
Gain ?5 poids 26,15 22.40 7 05™## 16,75 " -07,23" 19.03" 4,80 24,05

*p <0.05 comparant aux témoins ;

* : Différence significative (p < 0.05) ;

** : Différence hautement significative (p < 0.01) ;

*#% . Différence trés hautement significative (p < 0.001).
# p <0.05 comparant aux traités ;

# : Différence significative (p < 0.05) ;

## : Différence hautement significative (p <0.01) ;

### . Différence trés hautement significative (p < 0.001).
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Figure 22 : Etude de I'évolution du poids corporel chez le lot témoin et les lots traités apres 60 jours de traitement.
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11.2.2. Action sur les poids relatif de certains organes
Les figures (23; 24) mettent en évidence 1’évolution des poids relatif (PR) du foie et des
reins chez les rats témoins et les rats traités par les pesticides ou la combinaison pesticide plus HE.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a eu une augmentation du poids relatif du foie et des
reins chez les groupes traités par les pesticides comparant au groupe témoin. On note une variation
statistiquement significative (p<0,05) du poids relatif du foie et des reins chez le groupe exposé au

CPF par rapport au témoin, et au lot traité par CPF+HE.

Concernant les lots traites par LUF, LUF+CPF, on constate une différence hautement
significative (p<0,01) du poids relatif du foie, trés hautement significative (p<0,001) du poids relatif
des reins chez les deux lots, comparant au témoin. Aussi bien, on trouve une différence significative
chez les rats traités par LUF (p<0,05), LUF+CPF (p<0,01) du poids relatif du foie, et hautement

significative (p<0,01) du poids relatif des reins comparant par les lots recevant pesticides plus HE.

Par contre, les résultats ont montré que I’addition du I’HE a des rats exposés aux pesticides a
un effet correcteur, qui a été exprimé par une diminution des poids relatif de foie et des reins chez
les rats traités par rapport aux rats non traités. Aucune différence significative n’est mise en

évidence quand les compare avec témoin.
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Figure 23 : Variation du poids relatif (g/100g) du foie chez les rats témoins et traités aprés 60 jours du

traitement.
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Figure 24 : Variation du poids relatif (g/100g) des reins chez les rats témoins et traités aprés 60 jours du
traitement.

11.2.3. Etude des parametres biochimiques

11.2.3.1. Action sur les métabolites

Le tableau 06 représente la variation des taux des métabolites (protéines, glucides, lipides)
au niveau hépatique des rats témoins et exposés a LUF, CPF, LUF+CPF et leur combinaison avec

I’HE apres 60 jours du traitement.
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Tableau 6 : Variation des taux des métabolites (protéines, glucides, lipides) au niveau hépatique chez les rats témoins et traités (HE, LUF, CPF, LUF+CPF,
LUF+HE, CPF+HE, LUF+CPF+HE) apres 60 jours du traitement.

Lots expérimentaux

Parametres
s - +
Témoin HE LUF LUF+HE CPF CPF+HE LUF+CPF LUEHEPF
Protéines
(ug/mg) 081340027  0,7560,132 1,032+0,027™ 0,953:0,325  0,987+0,0496™  0,808+0,035  1,333+0,052 ™  0,8960,042
Lipides
(ug/mg)  83,692+1,828 79,079+2,547  101,849+0,53™"**  86239+1269  110,182+0,704™#* 88,351+0,704" 113,469+0,537""**  0,347+2,642
Glucides 80,732+0,646 83,905:1,196 141,770+0,766  85,1840,410" 80,525+1,729
(gimg)  82:233:1,397 O0/34*0.090 138 38010,2037 I gty S 149,686+0,700"7 T

L9

* p <0.05 comparant aux témoins ;

* : Différence significative (p < 0.05) ;

** . Différence hautement significative (p <0.01) ;

*#% . Différence trés hautement significative (p < 0.001).
# p <0.05 comparant aux traités ;

# . Différence significative (p <0.05) ;

## : Différence hautement significative (p <0.01) ;

### : Différence tres hautement significative (p < 0.001).
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11.2.3.1.1. Protéines tissulaires

Les rats exposes aux pesticides (LUF, CPF, LUF+CPF) présentent une augmentation du
taux protéique que ceux non exposés a ces pesticides. L’étude statistique concernant cette mesure
détermine une différence tres hautement significative (p<0,001) chez les rats exposés au LUF,
LUF+CPF, et hautement significative (p<0,01) chez les rats traités par CPF par rapport au témoin.

On constate que la co-exposition des pesticides et I’HE diminue le taux de protéine d’une
fagon non significative chez les groupes LUF, CPF, et trés hautement significative (p<0,001) chez
le groupe LUF+CPF comparant aux lots traités uniquement par le pesticide. Alor qu’aucune

différence n’a été observée quand les compare avec le groupe témoin (Tableau 07).

11.2.3.1.2. Lipides tissulaires

En premier point, nous constatons que le taux du lipide dans le foie chez les rats traités par
les pesticides est plus élevé a celui des rats témoins. Dans ce cas, on observe une variation trés
hautement significative (p<0,001) apres 1’exposition a LUF, CPF, LUF+CPF par rapport au témoin
et au lots pesticides + HE. Concernant 1’addition du I’HE, on note une diminution du taux du lipide
par une variation significative (p<0,05) chez les lots traités par CPF par rapport au témoin. Les
autres groupes n'ont présenté aucune différence significative du taux des lipides, comparés au
témoin (Tableau 07).

11.2.3.1.3. Les glucides tissulaires

L’exposition des rats par les deux pesticides seuls ou bien en mixture durant 60 jours montre
une augmentation du taux des glucides par rapport aux rats non exposés. On note une différence tres
hautement significative (p<0,001) aprés I’exposition a LUF, CPF, LUF+CPF par rapport au témoin
et au lots pesticides + HE. Par ailleurs, une réduction du taux de glucide est néanmoins observée en
cas de co-exposition au pesticide et I’HE, significativement (p<0,05) chez le lot traité par CPF par
rapport au groupe témoin. Aucun changement significatif sur le taux de glucide n’a été constaté

chez les autres groupes (Tableau 07).

11.2.4. Action sur certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique
Les figures (26, 27) résument certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique
des rats témoins et des rats traités par CPF, LUF et par LUF+CPF, et leur combinaison avec 1’huile

essentielle aprés 60 jours du traitement.
11.2.4.1. Concentration plasmatique en glucose

D’aprés les résultats obtenus (Figure 26), on observe une augmentation trés hautement

significative (p<0,001) de la concentration plasmatique en glucose chez tous les groupes traités par
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les pesticides comparant au groupe témoin, et au groupe traité uniquement par le pesticide+HE, par
contre on enregistre une diminution significative (p<0,05) de la concentration plasmatique en
glucose chez le lot CPF+HE comparant au témoin, alors qu'aucune différence significative n'est
observée chez le reste des groupes.

11.2.4.2. Activités des transaminases

Le traitement des rats par lufenuron induit une augmentation hautement significative
(p<0,01) de I’activité¢ de I’ALAT et tres hautement significative (p<0,001) de I’activité¢ de ’ASAT
par rapport au témoin. On note une différence hautement significative (p<0,01) de I’activité des
transaminases en comparant avec le groupe traité par lufenuron+HE. Chez les rats traités par
chlorpyrifos, on observe une augmentation trés hautement significative (p<0,001) de 1’activité des
transaminases comparant au témoin, hautement significative (p<0,01) pour I’ASAT et trés
hautement significative (p<0,001) pour ’ALAT comparant aux rats traités par Chlorpyrifos+HE.
Concernant les rats traités par la combinaison du chlorpiryfos et lufenuron, on note une différence
trés hautement significative (p<0,01) de P’activité des transaminases comparant au témoin, et aux
rats traités par la combinaison LUF, CPF, HE (Figures 27). Par contre, on enregistre un
rétablissement par une diminution de I’activité de ’ASAT et ’ALAT chez les lots traités par la

combinaison des pesticides et HE avec une variation significative (p<0,05) par rapport au témoin.

2.5 R— At
***,###
2
<
215
2
1S T
8 1 - T —
=
(G)
0.5 -+ —
o -
Q& & & & & \ & \&
6‘0\ NS O <<);2~ R & S ng
<& \9 Q \\><< ((xéz
Lots expérimentaux \9

Figure 25 : Variation de la concentration sérique du glucose chez le lot témoin et les lots traités aprés 60
jours du traitement.
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Figure 26 : Variation de I'activité enzymatique des transaminases (ASAT (Ul/I) et I'ALAT (Ul/1)) chez les

rats témoins et traités aprés 60 jours du traitement.

11.2.5. Action sur certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction rénal

Les figures (27, 28) résument certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction rénale des

rats témoins et traités par les deux pesticides et leurs combinaisons avec 1’huile essentielle apres 2

mois du traitement.
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Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0,01) du taux en urée et
significative (p<0,05) du taux en créatinine chez le groupe trait¢ par lufenuron par rapport au

groupe témoin et au groupe traité par LUF+HE.

Chez les lots recevant le chlorpyrifos une augmentation significative (p<0,05) du taux
plasmatique en urée et en créatinine a été observée comparant au lot témoin et au lot traité par
CPF+HE.

Concernant les rats traités par la combinaison des deux pesticides, on a constaté une
différence hautement significative (p<0,01) au niveau du taux d’urée et trés hautement significative

(p<0,001) du taux en créatinine par rapport aux rats non traités et aux rats traités par la combinaison
des deux pesticides et HE.

Par contre, on note un rétablissement par une diminution significative de 1'urée et de
créatinine chez les lots associés au 1’huile essentielle, et on enregistre aucune variation significative

par rapport au témoin.
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Figure 27 : Variation de la concentration plasmatique en urée(g/l) chez les rats témoins et traités aprés 60
jours du traitement.
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Figure 28 : Variation de la concentration plasmatique en créatinine (mg/l) chez les rats témoins et traités
aprés 60 jours du traitement.

11.3. Stress oxydant induit par LUF et CPF et leur mixture : Effets protecteurs de la
supplémentation en huile essentielle

11.3.1. Au niveau cytosolique
11.3.1.1. Effet sur les taux du malondialdéhyde et du glutathion réduit tissulaires

Les données concernant la variation des taux du malondialdéhyde et du glutathion réduit au
niveau du foie chez les rats témoins, traités par les deux pesticides et par les combinaisons des

pesticides plus I’huile essentielle sont résumées dans les figures (29 ; 30).
11.3.1.1.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

On constate une augmentation significative du taux de malondialdéhyde (MDA) au niveau
hépatique chez les rats recevant LUF (p<0,05), CPF (p<0,01), LUF+CPF (p<0,001) par rapport aux
rats témoins. On a trouvé une différence significative (p<0,05) entre les lots traités uniquement par
le pesticide et ceux traités par le pesticide + HE, et hautement significative (p<0,01) en comparant

les rats traités par LUF+CPF et le groupe des rats traités par LUF+CPF+HE

Par contre, I’administration du I’HE a permis de réduire cette perturbation chez les rats
intoxiqués, ceci est illustré par une diminution significative du taux du MDA chez les lots traités par
la combinaison du LUF, CPF, CPF+LUF plus HE par rapport au lot traité par le pesticide seul ou

bien en mixture, et on enregistre aucune variation significative par rapport au témoin (Figure 29).
11.3.1.1.2. Taux du glutathion réduit (GSH)

Le taux du glutathion réduit (GSH) hépatique est diminuée chez les lots traités par les

pesticides, avec une différence hautement significative (p<0.01) chez les rats recevant LUF, tres
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hautement significative (p<0.001) chez les rats recevant CPF et LUF+CPF par rapport au témoin.
Ainsi nous constatons une différence significative (p<0,05) entre les lots traités uniquement par le
pesticide et ceux traités par le pesticide + HE, et trés hautement significative (p<0,001) en
comparant les rats traités par LUF+CPF et le groupe des rats traités par LUF+CPF+HE.

En présence de I’HE, les teneurs en GSH sont augmentées, et ne présente aucune variation

significative par rapport au témoin (Figure 30).
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Figure 29 : Variation du taux en malondialdéhyde (nmol/mg protéine) hépatique chez les rats témoin et
traités pendant 60 jours du traitement.
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Figure 30 : Variation de la teneur cellulaire en glutathion (umol/mg protéine) hépatique chez les rats
témoins et traités pendant 60 jours du traitement.
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11.3.1.2. Effet sur Pactivité de quelques enzymes antioxydantes tissulaires

La variation de I’activité de certaines enzymes antioxydantes au niveau hépatique des rats
témoins et traités par 1’huile essentielle (HE), Lufenuron (LUF), Chlorpyrifos (CPF) et les
combinaisons de (LUF+HE), (CPF+HE), (LUF+CPF) et de (LUF+CPF+HE) est résumée dans les
figures (31 ; 32 et 33).

11.3.1.2.1. Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

Sur une durée de 60 jours de traitement, on ne constate aucune différence significative de
’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) au niveau hépatique entre les rats des lots

témoin et ceux des tous les lots traités, hormis le lot traité par Chlorpyrifos (p< 0,05) (Figure 31).
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Figure 31 : Variation de I’activité enzymatique hépatique de la glutathion peroxydase (umol/min/mg
protéine) chez les rats témoins et traités pendant 60 jours du traitement.

11.3.1.2.2. Activité de la catalase (CAT)

Les activités de la catalase présentent une réduction significative chez les lots traités par
LUF, CPF, LUF+CPF. L’analyse de la variance met en évidence une difference significative entre
les animaux du lot témoin et ceux des lots traités par LUF (p<0,01), CPF (p<0,001), LUF+CPF
(p<0,001). La combinaison du I’HE avec les pesticides provoque une augmentation significative
(p<0,05) chez les groupes traités par LUF et CPF, et une augmentation hautement significative
(p<0,01) chez le groupe LUF+CPF en comparant par les groupes traités uniquement par LUF, CPF,
LUF+CPF. En revanche, le traitement protecteur des animaux avec HE normalise clairement
I’activité de cette enzyme, et on ne constate aucune variation significative de leur activité par

rapport au témoin (Figure 32).
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Figure 32 : Variation de I’activité de la catalase hépatique (CAT) chez les témoins et les lots expérimentaux
apres 60 jours du traitement.

11.3.1.2.3. Activité de la glutathion S-transférase (GST)

L’administration des pesticides étudiés pendant 60 jours chez les rats, induit une diminution
de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) au niveau du foie par rapport aux rats
témoins. On note une différence significative (p<0,05) de I’activité de la GST chez le lot traité par

LUF, et hautement significative (p<0,01) chez les rats administrés CPF et LUF+CPF comparant au
lot témoin.

Ainsi, on observe une différence significative (p<0,05) chez le lot traité par LUF, et
hautement significative (p<0,01) chez les lots traités par CPF, LUF+CPF comparant aux lots traités

par les pesticides associées au I’huile essentielle.

Tandis qu’on enregistre un rétablissement par une augmentation significative de 1’activité de
la GST chez les rats recevant les combinaisons pesticides plus HE, avec aucune variation dans les

valeurs de I’activité de cette enzyme chez ces groupes par rapport au groupe témoin (Figure 33).
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Figure 33 : Variation de l'activité du glutathion-S-transférase (GST) au niveau hépatique chez les lots
témoins et expérimentaux apres 60 jours du traitement.

11.3.2. Au niveau mitochondrial
11.3.2.1. Effet sur les taux du malondialdéhyde et du glutathion réduit mitochondrial

Les données concernant la variation des taux du malondialdéhyde et du glutathion réduit au
niveau mitochondrial chez les rats témoins, traités par les deux pesticides et par les combinaisons

des pesticides plus 1’huile essentielle sont résumées dans les figures 34 et 35.
11.3.2.1.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Nous avons constaté une ¢lévation du MDA significative (p<0.05) chez les rats recevant
CPF, et hautement significative (p < 0.01) du MDA chez les rats recevant LUF, et la mixture par

rapport au groupe témoin.

Cependant, I'administration du I'HE a diminué le taux du MDA de facon significative
(p< 0,05) chez les lots traités par CPF, LUF, et hautement significative chez les rats ayant subi la
mixture par rapport au groupe traité par le pesticide seul. Par ailleurs, aucune variation significative
du MDA n’est constatée chez les rats recevant CPF, LUF, CPF+LUF et prétraités par I'huile

essentielle par rapport au groupe témoin (Figure 34).
11.3.2.1.2. Taux du glutathion réduit (GSH)

Nos resultats indiquent une diminution hautement significative (p <0.01) du taux de GSH
chez les groupes traités par CPF, CPF+LUF, et significative (p <0.05) chez le groupe traité par LUF

comparé au groupe témoin (Figure 35).

En contrepartie, on remarque une augmentation de la teneur en GSH chez les lots recevant la
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combinaison du pesticide et 'HE de facon hautement significative (p < 0.01) chez les rats traités par
CPF, et significative (p <0.05) chez le groupe trait¢ par LUF comparés aux groupes traités
uniquement par le pesticide. Ainsi aucune différence n’est constatée lorsqu'on les compare avec le

témoin, sauf pour le lot traité par CPF+HE (p <0.05).
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Figure 34 : Variation du taux en malondialdéhyde (nmol/mg protéine) au niveau mitochondrial chez les rats
témoins et traités pendant 60 jours du traitement.
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Figure 35 : Variation de la teneur mitochondriale en glutathion (umol/mg protéine) chez les rats témoins et
traités pendant 60 jours du traitement.
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11.3.2.1. Effet sur activité de quelques enzymes antioxydantes

La variation de I’activité de certaines enzymes antioxydantes au niveau mitochondrial des
rats témoins et traités par I’huile essentielle (HE), Lufenuron (LUF), Chlorpyrifos (CPF) et les
combinaisons de (LUF+HE), (CPF+HE), (LUF+CPF) et de (LUF+CPF+HE) est résumée dans les
figures 36 ; 37 et 38.

11.3.2.1.1. Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

L'exposition sub-chronique au LUF, CPF, et leur combinaison a induit une augmentation de
I’activité enzymatique mitochondrial de la glutathion peroxydase, mais on ne constate aucune
différence significative de 1’activité de cette enzyme entre les rats des lots témoin et ceux des tous

les lots traités (Figure 36).
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Figure 36 : Variation de I’activité enzymatique mitochondrial de la glutathion peroxydase (umol/min/mg
protéine) chez les rats témoins et traités pendant 60 jours du traitement.

11.3.2.1.2. Activité de la catalase (CAT)

Les activités de la catalase présentent une diminution chez les lots traités par LUF, CPF,
LUF+CPF. L’analyse de la variance met en évidence une variation significative entre les animaux
des lots témoin et ceux des lots traités par CPF (p<0,05), LUF (p<0,01), LUF+CPF (p<0,01). La
combinaison du I’HE avec les pesticides provoque une augmentation significative (p<0,05) chez le
groupe trait¢ par CPF, et une augmentation hautement significative (p<0,01) chez les groupes traités
par LUF, LUF+CPF en comparant par les groupes traités uniquement par LUF, CPF, LUF+CPF. En
revanche, le traitement protecteur des animaux avec HE normalise clairement I’activité de cette
enzyme, et on ne constate aucune variation significative de leur activité par rapport au témoin
(Figure 37).

78



Résultats

0.07
g 0.06 T
& 0.05 - T [
£ i
£ 0.04 -
1 * g ** 4
% 0.03 - T
£
32 0.02 -
=
g 0.01 - I
O n T T T T T T T
A Q\‘o & )xg, (3<< )gg, Cz(( &
X K & K
\ C N ((x(,
N
Lots expérimentaux

Figure 37 : Variation de I’activité de la catalase (CAT) au niveau mitochondrial chez les témoins et les lots
expérimentaux apres 60 jours du traitement.

11.3.2.1.3. Activité de la glutathion S-transférase (GST)

L’administration des pesticides étudiés pendant 60 jours chez les rats, induit une diminution
de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) au niveau des mitochondries du foie
par rapport aux rats témoins. On note une différence significative (p<0,05) de ’activité de la GST
chez le lot traité par CPF, et hautement significative (p<0,01) chez les rats administrés LUF et

LUF+CPF comparant au lot témoin.

Ainsi, on observe une différence significative (p<0,05) chez le lot traité par LUF, comparant

au lot traité par le pesticide associé au I’huile essentielle.

Tandis qu’on enregistre un rétablissement par une augmentation significative de 1’activité de
la GST chez les rats recevant les combinaisons pesticides plus HE, avec aucune variation dans les

valeurs de ’activité de cette enzyme chez ces groupes par rapport au groupe témoin (Figure 38).
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Figure 38 : Variation de l'activité de la glutathion-S-transférase (GST) au niveau mitochondrial chez les lots
témoins et expérimentaux aprés 60 jours du traitement.

I1.4. Impact du LUF, CPF et leur mixture sur I’activité de ’acétylcholinestérase : Effets
protecteurs de la supplémentation en huile essentielle (HE)

Le tableau (07) représente la variation de I’activité de 1’acétylcholinestérase (AChE) au
niveau cérébral des rats témoins et traités par LUF, CPF, LUF+CPF et leurs associations avec I’HE,

apres 60 jours du traitement.
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Tableau 7 : Variation de I’activité de ’acétylcholinestérase (umol/min/mg protéine) au niveau cérébral chez les rats témoins et traités (HE, LUF, CPF, LUF+CPF,
LUF+HE, CPF+HE, LUF+CPF+HE) aprés 60 jours du traitement.

Lots experimentaux

Parametres
Témoin HE LUF LUF+HE CPF CPF+HE  CPFrLUF  CTortUF
ACA“(‘(I':]‘Ede 0,00013+ 000012+  951E-05+  000011%  6B09E-05+ o oo 0,00011+ 0,00010+
(AChE) 6,588E-06  2023E-05  4,736E-06"  2,048E-05  6425E06""# 1571E-05""#  1913E-05

(umol/min/mg prot)

18

* p <0.05 comparant aux témoins ;

* : Différence significative (p < 0.05) ;

** . Différence hautement significative (p <0.01) ;

*** - Différence trés hautement significative (p < 0.001).
# p <0.05 comparant aux traités ;

# : Différence significative (p <0.05) ;

## : Différence hautement significative (p < 0.01) ;

### : Différence trés hautement significative (p < 0.001).




Résultats

L’exposition des rats aux pesticides (LUF, CPF, LUF+CPF) a provoqué une diminution de
I’activité enzymatique de 1’acétylcholinestérase (AChE) dans le cerveau comparant au groupe
témoin. Nos résultats révélent que 1’administration du CPF et leur combinaison par LUF provoque
une variation trés hautement significative (p<0.001) par rapport aux non traités, et hautement
significative (p<0.01) comparant aux CPF+HE et LUF+CPF+HE. Alors que LUF engendre une
différence significative (p<0.05) par rapport aux rats non traités. Aucune différence significative
n’est mise en évidence quand le compare par LUF+HE. Chez les lots des rats ayant recu I’HE, on a
observé une nette amélioration par D’augmentation de [I’acticité enzymatique de
I’acétylcholinestérase (AChE) au niveau cérébral, et n’est pas significativement différente de ceux

de lot témoin.

11.5. Effet des pesticides et I'huile essentielle sur les parameétres de respiration, perméabilité

membranaire et gonflement mitochondriale dans le foie chez les rats
11.5.1. Effet des pesticides et I'huile essentielle sur la respiration mitochondriale

Les résultats du suivi durant 60 jours concernant l'effet du CPF, LUF, LUF+CPF et leur
combinaison avec I'huile essentielle sur la respiration mitochondriale sont rapportés dans les figures
(39 ; 40 et 41).

La figure (39) montre une diminution trés hautement significative (p<0.001) de la
concentration d'oxygéne consommé dans le foie chez le lot traité par LUF comparés au témoin, et
au lot traité par LUF+HE. L’analyse de la variance ne met en évidence aucune modification

statistiquement significative chez les rats traités par HE en association avec le pesticide par rapport
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Figure 39 : Variation de la respiration mitochondriale dans le foie chez les rats traités par lufenuron et leur
combinaison avec I'huile essentielle pendant 60 jours du traitement.
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Les résultats de la figure (40) montrent une diminution hautement significative (p<0.01) de
la concentration d'oxygene consommé dans le foie chez le lot traité par CPF comparés au témoin, et
au lot traité par CPF+HE.

L’analyse de la variance ne met en évidence aucune modification statistiquement

significative chez les rats traités par HE en association avec le pesticide par rapport aux témoins.
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Figure 40 : Variation de la respiration mitochondriale dans le foie chez les rats traités par chlorpyrifos et
leur combinaison avec I'huile essentielle pendant 60 jours.

La figure (41) illustre les résultats concernant l'effet de deux pesticides et leurs

combinaisons avec I'huile essentielle sur la respiration mitochondriale.

Les résultats montrent une réduction hautement significative (p<0.01) de la concentration
d'oxygene consommé dans le foie chez le lot traité par LUF+CPF comparés au témoin, et trés
hautement significative (p<0.001) comparés au lot traité par LUF+HE. L’analyse de la variance ne
met en évidence aucune modification statistiquement significative chez les rats traités par HE en

association avec le mélange du CPF et LUF par rapport aux témoins.
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Figure 41 : Variation de la respiration mitochondriale dans le foie chez les rats traités par la mixture des
deux pesticides et leur combinaison avec I'nuile essentielle pendant 60 jours.

La figure (42) illustre les résultats concernant l'effet de I'huile essentielle sur la respiration
mitochondriale. L’analyse de la variance ne met en évidence aucune modification statistiquement

significative chez les rats traités par HE par rapport aux témoins.
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Figure 42 : Variation de la respiration mitochondriale dans le foie chez les rats traités avec I'huile
essentielle et témoins pendant 60 jours.
11.5.2. Effet des pesticides et I'huile essentielle sur le gonflement mitochondrial
Les résultats du suivi durant 60 jours concernant I'effet du CPF, LUF, LUF+CPF et leur
combinaison avec I'huile essentielle sur le gonflement mitochondrial sont rapportés dans la figure
(43).
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Les résultats obtenus montrent une augmentation significative (p<0.05) chez le lot LUF, et
hautement significative (p<0.01) chez les lots CPF, LUF+CPF par rapport au témoin. En revanche,
cette augmentation est diminuée pour les lots traités par l'addition d’HE de fagon hautement
significative (p<0.01) comparé aux lots traités uniquement par les pesticides et la mixture. Ainsi
nous ne constatons aucune différence significative entre ces lots traités et le lot témoin. Seulement

pour le lot LUF+HE, une différence significative (p<0.05) a été constatée.
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Figure 43 : Variation du gonflement mitochondrial des cellules hépatiques chez les rats traités et témoins
pendant 60 jours du traitement.

11.5.3. Effet des pesticides et I'huile essentielle sur la perméabilité mitochondriale
Les résultats concernant l'effet du CPF, LUF, LUF+CPF et leur combinaison avec I'huile

essentielle sur la perméabilité mitochondriale durant 60 jours sont représentés dans les figures (44 ;
45).

La figure (44) illustre les résultats concernant l'effet de deux pesticides et leurs

combinaisons avec I'huile essentielle sur la perméabilité mitochondriale.

Les résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de la
perméabilité mitochondriale dans le foie chez les lots traités par le pesticide seul et en mixture, et

significative (p<0.05) chez les lots traités par pesticide + HE comparés au témoin.

L’analyse de la variance met en évidence une variation trés hautement significative
(p<0.001) chez les rats traités par HE en association avec CPF et LUF ou en mélange, par rapport

aux rats traités uniqguement par le pesticide.
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Figure 44 : Variation de la perméabilité mitochondriale dans le foie chez les rats traités par lufenuron,
chlorpyrifos, lufenuron+chlorpyrifos et leur combinaison avec I'huile essentielle pendant 60 jours du
traitement.

La figure (45) illustre les résultats concernant I'effet de I'huile essentielle sur la perméabilité
mitochondriale. L’analyse de la variance ne met en évidence aucune modification statistiquement

significative chez les rats traités par HE par rapport aux témoins.
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Figure 45 : Variation de la perméabilité mitochondriale dans le foie chez les rats témoins et traités par I'huile
essentielle pendant 60 jours.
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I11.Discussion

111.1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles du Cuminum cyminum

L'hydrodistillation des fruits de C. cyminum a donné un rendement de 1,98%, ce qui est
proche de celui obtenue par Nadeem et Riaz (2012) 2.5%, tandis qu’il est plus important que 1’étude
sur la méme espece de Moghaddam et al. (2015) avec un rendement de masse séche de 0,85%, et
moins important que les résultats apportés par Li et Jiang (2004) ou le rendement est 3,8%.

Moghaddam et al. (2015) ont prouvé la variation de la composition de I'huile essentielle et
de l'activité antioxydante des fruits du cumin (Cuminum cyminum L.) au cours des étapes de
maturité. Des rendements maximum et minimum d'huile essentielle (4,3% et 2,7%) ont été observés

dans les stades matures et immatures, respectivement.

L’analyse CPG/SM de notre échantillon a révélé 15 composants, dont les majoritaires sont :
le carvacrol (36,81%), para-cymene (16,08%), o -terpinene-7-al (16 %), B-terpinene (13,18%) et a
moindre pourcentage, le tricyclene et linalool acetate a 0,05% et eucalyptol a 0,02%. Les diverses
études effectuées sur la caractérisation de I'huile essentielle de Cuminum cyminum ont permis

d'avancer l'existence d'une variabilité chimique de cette huile essentielle (Tableau 08).

D’une maniére générale, les études menées sur la composition chimique de I'huile de cumin
de différents pays ont montré la présence des composants suivants: a-pinéne (0,5%), myrcéne
(0,3%), limonéne (0,5%), 1-8-cinéole (0,2%), p -menth-3-éne-7-ol (0,7%), p-mentha-1, 3-dién-7-ol
(5,6%), caryophylléne (0,8%), B-bisaboléne (0,9%), B-pinene (13,0%), P-cymeéne (8,5%), B-
phellandréne (0,3%), D-terpinéne (29,5%), aldéhyde cuminique (32,4%), alcool cuminylique
(2,8%), B-farnéséne (1,1%) ainsi que de plus petites quantités d'a-phellandréne, a-terpinéne, cis et
trans sabinéne, Myrtenol, a-terpinéol et phellandral (Nadeem et Riaz, 2012).

La détermination de la composition chimique de I'nuile essentielle de Cuminum cyminum a
partir de la plante récoltée en Iran a été effectuée par Derakhshan et al. en 2008, qui ont identifiés
les composés majoritaires suivants : cumin aldehyde (25,2%), p-mentha-1,3-dien-7-al (13%), p-
mentha-1,4-dien-7-al (16,6%), y -terpinene (19%), p-cymene (7,2%) and B-pinene (10,4%), par
contre Gachkar et al. (2007) ont trouvé 32 composants dont les composants majeurs sont : o-pinene
(29,1%), limonene (21,5%), 1,8-cineole (17,9%) et linalool (10,4%).
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Tableau 8 : Diverses études effectuées sur la composition de I'huile essentielle de Cuminum cyminum.

L'origine Les composants Pourcentage Nombres des Références
de la plante majeures composants du
I"huile
cumin aldehyde 25,20%

p-mentha-1,3-dien-7-al 13,00%

p-mentha-1,4-dien-7-al  16,60% Derakhshan et al.,

Iran B 2008
y -terpinene 19,00%
p-cymene 07,20%
B-pinene 10,40%
a-pinene 29,10%
limonene 21,50%
Iran 32 composants Gachkar et al., 2007
1,8-cineole 17,90%
linalool 10,40%
0
cuminaldéhyde 36,67%
Inde Caréne_lo_al 21,34% 10 ComPOSants Patll et al., 2016
0,
cumin laldehyde 39,48%
0,
gamma-terpinene 15,21%
0,
O-cymene 11,82%
0,
o beta-pinene 11,13% ) ]
Tunisie 07 93% 21 composants Hajlaoui et al., 2010
2-caren-10-al w70
0,
trans carveol 04,49%
0,
myrtenal 03,50%
0,
Teh thymol 40,05%
ehran
Reza et Moghadam,
) v - terpinene 19,66% 11 composants 2013
ran
0,
B- pinene 09,05%
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0,
y-terpinene 23,91%
0,
3-carene 07,66%
i 19,43%
_ i ARV Sheweita et al., 2016
0,
2-caren-10-al 15,22%
0,
cuminy lalcohol 09,08%
0,
cuminal 36,31%
cuminic alcohol safranal 16,92%
i 10,87%
v -terpinene —
Chine p-cymene 11,14% 37 composants
0,
B-pinene 09,85%
07,75%
0,
Extraction par SFE 06,39%
0,
cuminal 03,72%
edulan-1 09,11%
0,
acide linoléique 14,69%
0,
. acide palmitique 42,94%
Turkish 62 composants Topal et al., 2008
acide oleique
Extraxtion par SD
0,
cuminal 55,38%
edulan-1 09,63%
0,
carotol 04,90%

L'huile essentielle de I’espece récoltée en inde, constituée de 10 composants, est riche en

cuminaldéhyde (36,67%) et du carene-10-al (21,34%) (Patil et al., 2016). En Tunisie, 21
composants ont été identifies, et cumin laldehyde (39,48%), gamma-terpinene (15,21%), O-cymene
(11,82%), beta-pinene (11,13%), 2-caren-10-al (7,93%), trans carveol (4,49%) et myrtenal (3,5%)

sont les majeurs composants (Hajlaoui et al., 2010).

L'huile essentielle récupérée dans l'étude du Reza et Moghadam (2015) contient 11
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composants, dont les majeurs sont thymol (40,05%), v - terpinene (19,66%) et B- pinene (9,05%), et
par Sheweita et al. (2016) y-terpinene (23,91%), 3-carene (7,66%), cumin aldehyde (19,43%), 2-
caren-10-al (15,22%) et cuminy lalcohol (9,08%) sont les principaux constituants.

Trente-sept (37) composants ont été caractérises dans I'huile essentielle provenant de la
Chine. Les principaux composants identifiés dans cette fraction étaient cuminal (36,31%), cuminic
alcohol (16,92%), safranal (10,87%), y -terpinene (11,14%), p-cymene (9,85%) et B-pinene (7,75%)
(Li et Jiang, 2004).

En outre, Topal et al. (2008) ont comparé la composition chimique de I'huile de cumin
obtenue par extraction par fluide supercritique (SFE) a celle obtenue par distillation a la vapeur
classique (SD). L'huile essentielle récupérée a partir des graines de C. cyminum, était un liquide
jaune foncé en raison d'une forte concentration d'acides gras dans l'extrait de SFE, alors que la
couleur était plus claire en SD. 62 composants : Les principaux composants identifies étaient
cuminal (6,39%) edulan-1 (3,72%), acide linoléique (9,11%), acide palmitique (14,69%) et acide
oleique (42,94%) dans le SFE extrait, et cuminal (55,38%), edulan-1 (9,63%), carotol (4,9%) dans le
SD extrait.

En effet, la composition de I'huile essentielle de C. cyminum dépend de nombreux facteurs,
tels que la partie de la plante, la durée de la récolte, la méthode d'extraction, le type de cultivar,
I'origine géographique et les conditions de stockage. En général, le cumin aldéhyde, les dérivés de
menthane, le cterpinéne, le p-cymeéne et le B-pinéne sont des composants majeurs de nombreuses
huiles essentielles de cumin et sont principalement responsables de I'ardme et des effets biologiques
(Hiller, 1999).

111.2. Effets des pesticides et I'huile essentielle sur les parameétres de la croissance globale

La réduction du poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de I’état de

santé générale du rat. Les résultats relatifs a la prise alimentaire ont montré une modification dans le

gain de poids corporel entre les rats traités par les pesticides et lot témoin.

En effet, ’administration du CPF, LUF, et leur mixture chez les rats a provoqué une
diminution du poids corporel. Ceci pourrait étre expliqué par la diminution des prises quotidiennes
en aliment. Ces résultats permettent de suggérer que ces insecticides présentent des effets néfastes
sur la croissance corporelle des rats. Ces effets peuvent étre refléter des changements programmés
dans I'nypothalamus, qui joue un réle central dans la régulation de I'appétit et la prise alimentaire
(Mc Millen et al., 2005).

Les résultats du Badawy et al. (2013) ont montré que la diminution du poids aprés

I'exposition aux pesticides IGR (Buprofezin, Triflumuron, et Lufenuron) dépendait de la dose
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pendant la période d'exposition de 28 jours ; la diminution la plus importante a été observée apres

deux semaines d'exposition aux trois IGR, tandis que lufenuron était le plus actif.

En général, la chute corporelle est due en premier a une diminution de la masse grasse suivie
de celle de la masse maigre. Elle représente la conséquence ultime d'un déséquilibre de la balance

énergétique entre les apports qui sont inférieurs aux dépenses énergeétiques (Ritz et al., 2007).

Ces resultats sont en accord avec les travaux de Mattsson et al., 1996 ; Goel et al., 2000 ; Yu
et al., 2008 ; Karanth et al., 2006 et Peris-Sampedro et al., 2015 qui ont observé une réduction dans
la consommation de la nourriture chez les rats traités par chlotpyrifos. Des études antérieures
réalisées sur des rats adultes traités par des insecticides ont montré également une diminution
significative de leurs poids corporels (EI-Demerdash et al., 2004 ; Saoudi et al., 2011 ; Medjdoub,
2013 ; Mossa et al., 2014). Contrairement a nos résultats, Bhaskar et Mohanty (2014) ont trouvé
que la coexposition au mancozeb et imidaclopride a des faibles doses provoque un gain significatif

de poids corporel relatif.

Dans nos conditions expérimentales, 1’addition de 1'huile essentielle du cumin aux rats traités
par ces pesticides a engendré une élévation de poids corporel. Ceci pourrait étre due a la réduction
de I’accumulation des radicaux libres induite par les antioxydants et confirmer par I’augmentation
de la consommation quotidienne de nourriture. Ces résultats sont en accord avec les résultats
obtenus par Al-Shinnawy (2008), Ismail et al. (2009), Sankar et al. (2010), Messarah et al. (2012)
et Mossa et al. (2014), qui ont utilisé d'autre antioxydants.

Concernant le poids des organes, nous remarquons une augmentation de poids relatif de foie
et des reins chez les rats traités par CPF, LUF, et leur combinaison par gavage. Ceci est explicable
par I’hypertrophie tissulaire de ces organes causée par ces insecticides d’une part, et par leurs
accumulations dans ces organes cibles de détoxification d’autre part. Une diminution significative
du gain de poids corporel et une augmentation du poids relatif du foie ont été observées chez les
animaux traités au CPF comparativement au groupe témoin (Tanvir et al., 2015). Selon Zama et al.
(2005), le poids du foie augmente de maniére significative aprés traitement aux différentes doses de
deux pesticides (chlorpyrifos et phosalone). Ainsi I’intoxication au 1’hexachlorobenzéne chez

Meriones unguiculatus entraine une hypertrophie hépatique (Bitri et al., 2007).

Simons et al. (1995) ont signalé que 1’augmentation des poids relatif des organes des

animaux représente un indicateur de la cytotoxicité par les insecticides.

En revanche, nos résultats indiquent que 1’administration de I'huile essentielle du cumin au
groupe traité par CPF, LUF et la mixture a entrainé une amélioration des poids relatif des organes

(foie et reins). Cette amélioration est due a I’effet protecteur de I'huile essentielle contre la toxicité
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de ces pesticides et leur mixture.
111.3. Effets des pesticides et I'huile essentielle sur les métabolites tissulaires

Les protéeines sont des constituants organiques importants des cellules animales. Ils jouent
un role essentiel dans le processus d'interactions entre les milieux intra et extra-cellulaires faisant
partie de la membrane cellulaire (Amutha et al., 2002), et ils sont requises par un organisme dans la
construction de tissus, la réparation des organites cellulaires et aussi le métabolisme cellulaire
(YYeragi et al., 2000). Sa synthese est considerée comme un parametre biochimique de premier ordre
puisqu'il est I'indicateur de stress le plus sensible et le plus précoce. Ils peuvent étre reflétés par un
grand nombre de substances exogeénes, principalement par la réduction du réticulum endoplasmique

dans les cellules (Deivanayagam et al., 2014).

Nos résultats montrent que 1’exposition aux insecticides, seuls ou en mixture, a provoqué
une augmentation de la teneur en protéine. Lorsque le stress oxydatif se produit, les cellules tentent
de neutraliser les effets oxydants et de rétablir I'équilibre rédox en activant ou en neutralisant les
génes codant pour les enzymes de défense, les facteurs de transcription et les protéines structurelles
(Dalton et al., 1999 ; Birben et al., 2012). Les ERO sont connus pour modifier ou inactiver les
protéines dans une variété des voies. Généralement, ils peuvent causer des modifications
réversibles et/ou irréversibles sur les protéines sensibles (Manawadi et Kaliwal, 2010). Ces résultats
sont en accord avec d’autres €tudes réalisées au niveau hépatique (Amigo et al., 1999) au niveau
cérébrale (Gasmi et al., 2016) et au niveau testiculaire (Choudhary et Joshi, 2003 ; Joshi et al., 2007
; El-Kashoury, 2009). Cette augmentation est obtenue par Heikal et al. (2013) suite a I'exposition
des rats aux cyromazine et chlorpyrifos seul et en mixture. En revanche, une étude a montré que le
taux de protéine a été diminué au niveau hépatique suite a l'exposition au d'autre xénobiotique
(Dwivedi et al., 1991 ; Iwalokun et al., 2006).

Nos résultats montrent que le taux du lipide dans le foie chez les rats traités par CPF, LUF,
et leur mixture est plus élevé que celui des rats témoins. Certains pesticides organophosphorés
causent des changements dans le métabolisme des lipides par 1’inhibition des serines hydrolases y
compris les lipases. Ces lipases sensibles aux pesticides OPs, jouent un réle essentiel dans la
régulation cellulaire, la nutrition et les maladies. Leur inhibition pourrait perturber 1’homéostasie

lipidique entrainant des pathologies chez les mammiféres (Quistad et al., 2006).

L'implication du CYP dans le métabolisme du CPF peut entrainer la production d'espéces
réactives de l'oxygéne (ROS) telles que l'anion superoxyde hautement réactif et le peroxyde
d'’hydrogéne. Par conséquent, I'exposition au CPF pourrait entrainer des dommages aux protéines, a

I'ADN ou aux lipides en raison d'une surproduction de ROS (Cacciatore et al., 2015).
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La perturbation des taux de proteines, lipides, et glucides peut étre expliquée par d’une part

I’induction de la synthése des protéines en rapport avec le phénomene de bioactivation /
biotransformation et d’autre part par la peroxydation lipidique généerée par les ROS (Benbouzid,
2012) qui peuvent entrainer les dommages des macromolécules tels que les acides nucléiques,
lipides et protéines (Agrawal et Sharma, 2010). Nos résultats sont en parfait accord avec cités ci-
dessus puisque nous avons mis en évidence une perturbation du taux de tous les métabolites

confirmant ainsi la toxicité des deux pesticides testés et leur mixture.

D'autre part, la co-exposition des pesticides et I'huile essentielle a tendance de diminuer les
taux des protéines, lipides, et glucides dans les groupes préventifs, car cette plante posséde une
activité antioxydante basée sur le piégeage des radicaux libres, ou la modulation du statut
antioxydant, la régénération tissulaire ou le maintien du métabolisme.

111.4. Effets des pesticides et I'huile essentielle sur les parametres biochimiques sanguins

L’analyse des résultats obtenus a montré une augmentation significative en glucose
plasmatique chez les rats traités par LUF, CPF et LUF+CPF. Le stress est également connu pour
l'augmentation relative du sucre sanguin dd au secrétions des corticostéroides (Kioukia et al., 2002).
Selon Surwit (1992), le stress augmente la production hépatique de glucose et diminue sa clairance
périphérique. L'un des mécanismes proposés pour I'hyperglycémie induite par les organophosphoré
"chlorpyrifos" est I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) qui régule le
processus de synthese et de sécrétion des glucocorticoides par le cortex surrénalien (Rahimi et
Abdollahi, 2007). Dans la réponse au stress, I'hypothalamus libere I'hormone libérant la
corticotropine (CRH) qui stimule I'nypophyse pour libérer I'normone adrénocorticotrope (ACTH).
L'ACTH stimule ensuite la sécrétion de glucocorticoides a partir de la glande surrénale (Beishuizen
et Thijs, 2003). Les hormones glucocorticoides (principalement le cortisol chez I'nomme et la
corticostérone chez les rongeurs) augmentent la glycémie en induisant la voie de la néoglucogenese
(Khani et Tayek, 2001). Il a été démontré que les organophosphorés provoquaient I'activation de
I'HPA entrainant une augmentation des taux plasmatiques de corticostérone (Joshi et Rajini, 2009 ;
2012).

Les études faites chez 1’animal et sur les cellules humaines, montrent que les pesticides
semblent modifier le métabolisme du glucose et I’action de l'insuline (Sargis, 2014). En plus,
I’inhibition de I’acétylcholinestérase par nos pesticides cause 1’augmentation de la libération de
I’acétylcholine dans la circulation, stimulant ainsi une hypersécrétion des catécholamines chez les
rats. Ces derniers stimulent & leur tour la glycogénolyse par I’intervention du systéme

d’adénylcyclase donc 1’apparition de I’hyperglycémie (El Missiry et Othman, 1993).

Plusieurs etudes récentes ont ainsi fortement suggeré une association entre exposition aux
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pesticides et trouble de la glycémie, dont Codru et al. (2007) qui a rapporté une association entre

exposition aux pesticides et troubles de la glycorégulation. Cet état est di aux effets du stress
oxydant induit par ces pesticides. En effet, le stress oxydant est responsable d’une multitude de
dysfonctions métaboliques qui est un facteur clé caractéristique de la résistance a I’insuline
(Izquierdo-Vega et al., 2006). Cette hyperglycémic probablement due a [’activation de la
glycogénolyse (Abdollahi et al., 2004) et la néoglucogenése dans le foie (Rezg et al.,2007),
provoquant la libération de glucose dans le sang. Des travaux antérieurs ont indiqué ainsi un état
d’hyperglycémie suite a l'exposition aux pesticides (El Missiry et Othman, 1993 ; Al-Shinnawy,
2008 ; Zaahkouk et al., 2000 ; Makrides et al., 2005). L'étude du Acker et Nogueira (2012) a
démontré qu'une seule administration de CPF provoquait une hyperglycémie et une hyperlipidémie

chez les rats.

D'autre part, la co-exposition des pesticides et I'huile essentielle a tendance de diminuer les
taux en glucose dans les groupes préventifs. Des études chez Il'animal ont révélé que les
combinaisons d'huiles essentielles telles que le cumin réduisaient les taux de glucose circulant, ce
qui suggere que ces produits naturels améliorent la sensibilité a I'insuline (Talpur et al., 2005). De
plus, Jagtap et Patil (2010) ont prouvé l'activité anti-hyperglycémiante de I'huile essentielle de

cumin.

Le foie joue un réle central dans le processus de désintoxication des xénobiotiques
environnementaux. Il pourrait métaboliser des substances étrangeres en composés hépatotoxiques
(Geubel et Rahier, 2006). De plus, les enzymes sériques, notamment I'ALP, I'ALAT, I'ASAT et la
LDH, sont les biomarqueurs les plus sensibles utilisés pour déterminer le dysfonctionnement
hépatique et les lésions hépatotoxiques (Heikal et al., 2013 ; Uzun et Kalender, 2013 ; Moser et al.,
2015).

L’ALAT et ASAT sont généralement utilisées pour évaluer la fonction hépatique ; ils se
trouvent dans le cytoplasme et les mitochondries de la plupart des cellules (Khaldoun-Oularbi et al.,
2013). Dans notre étude, nous avons démontré que les deux pesticides et leur combinaison ont
provoqué une élévation marquée dans des activités sériques du I’AST et ’ALT. L'élévation des
transaminases indique l'utilisation des acides aminés pour I'oxydation ou bien pour néoglucogenése
(Philip et al., 1995). Ces résultats refletent le changement de la perméabilité membranaire des
hépatocytes (Eissa et Zidan, 2010 ; Raina et al., 2015) qui permet la sortie de ces enzymes du
cytoplasme dans la circulation sanguine indiquant une nécrose et des réactions inflammatoires
(Navarro et al., 1993 ; Acker et al. 2012 ; EI-Demerdash et al., 2012 ; Heikal et al., 2013 ; Tanvir et
al. 2015). Donc ils ont causé des dommages hépatiques séveres (Oluah, 1998, 1999 ; Rao, 2006).

En outre, le niveau de I’ALAT plasmatique est ¢galement utile en indiquant I’existence des
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affections hépatiques, car cette enzyme est présente en grande quantité dans le foie. Il augmente

dans le plasma quand la dégénération ou la destruction cellulaire se produite dans cet organe
(Hassoun et Stohs, 1995). L'augmentation du taux d'’ASAT est virtuellement responsable de tous les
types de maladies hépatiques. Sa concentration maximale et son rapport aux autres enzymes
refletent le type de lésion hépatique. Il est bien connu que I'ASAT est une enzyme trés spécifique
pour le tissu hépatique. Il est plus sensible aux dommages hépatiques et son niveau augmente plus
vite et plus haut dans la plupart des types de dommages cellulaires hépatiques (Tivari et Srivastava,
2001).

Nos résultats sont en concordance avec ceux de Shalby (2006), Farrag et Shalby (2007) et
Deivanayagam et al. (2014). En effet, les résultats obtenus par Shalby (2006) ont indiqué que les
rats traités au Lufenuron présentaient des changements dans les activités des transaminases plus que
I'insecticide organophosphoré. De méme, Deivanayagam et al. (2014) ont constaté que Lufenuron
induit des dommages oxydatifs dans le tissu hépatique qui conduit a 1’élévation des transaminases.
L’étude de Farrag et Shalby (2007) a montré que le Lufenuron et le Profenofos ont tous deux causé
des effets histopathologiques et histochimiques au niveau des foies et des reins, méme apres une
période de récupération avec un effet plus prononcé du Lufenuron. En outre, une augmentation
d'’ALAT apres une exposition au Chlorpyrifos a été également observée dans plusieurs autres études
(Geol et al., 2005 ; Ncibi et al., 2008 ; Ambali et al., 2011 ; Mansour et Mossa, 2011 ; Heikal,
2012). L’étude d’El-Shenawy (2010) sur I'action toxique in vitro de quelques insecticides sur les
hépatocytes isolés des rats, a montré une augmentation significative d'ALAT et l'activité d’ASAT.
De plus, aprés une exposition subchronique ou chronique aux pesticides a également été observée
expérimentalement dans des études antérieures (El Missiry et Othman, 1993 ; Makrides et al., 2005
; Bitri et al., 2007 ; Shalaby et al., 2010 ; EI-Demerdash et al., 2012 ; Khaldoun-Oularbi et al., 2013
; EI-Sheikh et al., 2015 ; Raina et al., 2015).

Nos résultats montrent que le co-traitement des pesticides avec ’huile essentielle du cumin a
tendance d’alléger I’activité des transaminases. Ceci est en accord avec les résultats de plusieurs
¢tudes antérieures qui ont investi ’effet hépato-protecteurs des huiles essentielles. En effet, El-
Scheik et al. (2015) ont montré un effet hépatoprotecteur des huiles essentielles du Foeniculum
vulgare contre la toxicité sub-chronique d’un insecticide (emamectin benzoate) sur les rats. De
méme, nos résultats concordent avec ceux de Khan et al. (2005) qui ont prouve que la
supplémentation d’antioxydants a tendance de réduire la toxicité mixte du chlorpyrifos et d’autres
pesticides. Cela explique que I'huile essentielle maintient I'intégrité de la membrane et limite la fuite
de ces enzymes hépatiques (Hassan et al., 2011). C'est la principale preuve de leur activité

hépatoprotectrice des huiles essentielles.
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Le rein est un organe cible pour les composés xenobiotiques notamment les polluants

environnementaux a cause du débit sanguin important dans cet organe, et son role concentrant les
solutés. Cette susceptibilité du rein conduit a une variété d’effets toxiques impliquant les cellules
tubulaires et glomérulaire (Mohamed et al., 2003). L’urée et la créatinine sanguines constitue les

parametres essentiels pour évaluer la fonction rénale et la filtration glomérulaire (Fingo, 1997).

L’augmentation des taux plasmatique en urée et en créatinine chez les rats exposés au CPF,
LUF et CPF+LUF est considérée comme biomarqueur de la dysfonction rénale et les dommages

provoqués par ces insecticides.

Ces résultats sont indirectement dus a ’effet néphrotoxique de nos insecticides, puisque
I’urée est le produit final du catabolisme des protéines. En plus, I’augmentation en urée et créatinine
plasmatique refletent la diminution de la capacité rénale a filtrer les déchets du sang et de les
excréter dans ’urine. Une association entre I’hyperuricémie et les dommages rénaux a été rapporté
par Feig et al. (2006).

La créatinine (I'anhydride de la créatine) est formée par la déshydratation non enzymatique
irréversible du phosphate de créatine, qui sert de réserve temporaire d'énergie. En outre, la
concentration sérique en créatine est un meilleur indicateur du taux de filtration glomulaire
(Shalaby et al., 2010), puisque le taux d'urée peut étre augmenté par de nombreux autres facteurs
tels que la déshydratation, les médicaments antidiurétiques et I'alimentation, tandis que la créatinine
est la plus spécifique au rein, car les lésions rénales sont le seul facteur significatif qui augmente le

niveau sérique de la créatinine (Nwanjo et al., 2005).

Ces résultats sont en accord avec d’autres études (Medjdoub, 2013 ; Tanvir et al., 2015).
L'augmentation des taux de créatinine et d'urée observée dans I'étude réalisée par Shalaby et al.
(2010) a confirmé les lésions fonctionnelles du rein suite a I'exposition au chlorpyrifos. Abdel-
Gawad et al. (2005) ont également observé que la créatinine et la concentration d'urée était
significativement augmentée chez les poules pondeuses nourries avec un régime contaminé par du
chlorpyrifos. Les données trouvées par Shalby (2006) montrent clairement qu’une dose (1/10
LD50) de Lufenuron et Profenofos induit une augmentation significative de la teneur en urée et du
taux de créatinine sanguine chez les rats traités, avec un effet plus intense du Lufenuron par rapport
au profenofos atteignant un pic aprés 60 jours de traitement. 1l a expliqué cette augmentation par le
role décroissant de I'lGR sur la filtration, qui a ensuite augmente le taux de créatinine et d'urée. Une
telle découverte suggére que ce pesticide peut provoquer une lésion rénale ou une toxicité rénale, et

entrainer probablement une insuffisance rénale.

L'échec des fonctions rénales résultant de I'exposition aux pesticides a été rapporté par de
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nombreux chercheurs. EI-Maghraby (2004), a noté que des différences significatives dans les

niveaux d'urée et de créatinine sanguine apres 3 mois de souris nourries sur la féverole et le soja
traités au carbaryl. Par ailleurs, Ozcan et al. (2012) ont montré également que la Warfarine est
responsable des lésions tubulaires aigues chez les rats traités. Les travaux de Siddharth et al. (2012)
ont mesuré le taux sanguin des pesticides organochlorés chez des patients atteints d’une
insuffisance rénale chronique (IRC) comparés a des témoins sains et ont observé un niveau tres
élevé de I'hexachlorocyclohexane, I'endosulfane, I'aldrine, le dichlorodiphényldichloroéthyléne
(DDE) dans le sang des patient atteints d’IRC. Ces résultats peuvent étre en faveur d’une
association positive et directe entre la présence des pesticides dans le sang des patients et leur
insuffisance rénale chronique. Ainsi, des changements significatifs sur le sang et certains
paramétres chimiques (ALAT, ASAT, activité de l'urée et de la créatinine) des rats traités par
thiamethoxam ont été constatés, sans retour a des niveaux normaux a la fin de la période de
récupération (3 jours) (Farrag et Shalby, 2007). Nos résultats sont en parfait accord avec cités ci-
dessus puisque nous avons mis en évidence une perturbation du taux des transaminases, l'urée et
créatinine signe de I'hépato-toxicité et nephro-toxicité induite par ces deux pesticides testés et leur

mixture.

En revanche, ’administration de l'huile essentielle du cumin aux rats traités par les
insecticides a tester, a restauré les taux en urée et en créatinine. Ce résultat peut étre d0 soit a
I’activité antioxydante remarquable de cet antioxydant qui a été révélée par plusieurs études, soit a
ces actions bénéfiques au niveau des reins. En effet, I'huile essentielle du cumin protége le rein
contre I’effet néfaste induit par ces insecticides, il augmente les processus de défense cellulaire vis-
a-vis les effets cytotoxiques du stress oxydant induit par ces insecticides et réduit la production des
radicaux libres. Kumar et al. (2011 ; 2011) ont proposé que l'utilisation d'antidote comme le cumin
peut étre la meilleure solution contre la néphrotoxicite.

111.5. Effets des pesticides et I'huile essentielle sur le statut redox

L’exposition aux pesticides peut induire un état de stress oxydant (SO) par : (1) production
accrue des radicaux libres qui s’accumulent dans la cellule, (2) altération des mécanismes de
défense antioxydante ; y compris la détoxication et les enzymes de balayage, ou (3) augmentation
de la peroxydation lipidique suite a I’interaction entre les ERO et les membranes cellulaires ou

sous-cellulaires (Abdollahi et al., 2004).

Plusieurs recherches sur des animaux d’expérience ont rapporté que le SO joue un rdle
important dans la toxicité de divers pesticides, y compris OPs (Possamai et al., 2007). En plus, les
¢tudes épidémiologiques chez I’homme aprés exposition de long terme a un mélange des pesticides

ont montré la stimulation des enzymes antioxydantes et I’induction de la peroxydation lipidique

97



dans les érythrocytes méme en 1’absence d’une diminution d’acétylcholinestérase (Ogut et al.,

2011).

La peroxydation lipidique (LPO) est considérée comme le principal mécanisme moléculaire
impliqué dans lI'endommagement oxydatif des structures cellulaires. Il s'agit d'une réaction en
chaine initiée par I'extraction d'hydrogene ou l'addition d'un radical oxygene, entrainant
I'endommagement oxydatif des acides gras polyinsaturés et la production de nombreux aldéhydes
(Repetto et al., 2012). Les résultats de la présente étude ont montré que I'exposition des rats aux
deux pesticides (LUF et CPF) et leur mixture causait I'accumulation de malondialdéhyde (MDA),
les principaux produits finaux de la peroxydation lipidique au niveau cytosolique et mitochondrial.
L'exposition aux insecticides induit un stress oxydatif (Abdollahi et al., 2004 ; Che-Mendoza et al.,
2009), et le malondialdehyde est considérée comme un indicateur du stress oxydatif (Ma et al.,
2013, Akande et al., 2014), qui résultent des dommages des radicaux libres sur les composants
membranaires des cellules causant des changements dans la structure et la fonction membranaires et
meéne a la diminution de la fluidit¢é de la membrane et I’inactivation de plusieurs enzymes
membranaires (Amin et Hashem, 2012 ; Halliwell et Gutteridge, 1995). Diverses études indiquent

que la production de ROS est un moyen secondaire de la toxicité (Sidhu et al., 2014).

Cette élévation peut étre attribuée a une production excessive de ROS par une cellule
oxydative induite par un pesticide (Akande et al., 2014). Les dommages oxydatifs se produisent
principalement par la production d'espéces réactives de l'oxygéne, y compris les radicaux
hydroxyles et le peroxyde d'’hydrogéne qui réagissent ensuite avec les molécules biologiques et

causent des dommages aux membranes et autres tissus (Favier, 2003 ; Elsharkawy et al., 2013).

L'élévation du taux de MDA est un signe d'altération de la membrane des hépatocytes
(Raina et al., 2015). Cette augmentation marquée pourrait étre attribuée dans notre étude a la
capacité des pesticides utilisés a produire (ROS) au niveau cytosolique et sur les mitochondries du
foie. De faibles doses de chlorpyrifos, qui ne causent pas toujours Il'inhibition de I'AChE, peuvent
produire d'autres mécanismes de l'action toxique, qui conduisent a des perturbations de I'état rédox
normal et au développement du stress oxydatif (Saulsbury et al., 2009). Ceci est également montré
dans le tissu hépatique par Deivanayagam et al. 2010 apres 1’exposition au lufenuron, et en accord
avec des résultats qui ont trouvé une augmentation de la peroxydation lipidique aprés traitement au
CPF ou bien leur combinaison avec d’autres pesticides (Gultekin et al., 2000 ; Saulsbury et al.,
2009 ; Ojha et al., 2011 ; Kalender et al., 2012 ; Uzun et Kalender 2013). Tuzmen et al. (2008) ont
démontré que des rats ont développé une peroxydation lipidique et des dommages au foie a la suite

de I'exposition au CPF.

Les résultats obtenus par Bagchi et al. (1995) démontrent clairement que le CPF est parmi
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les pesticides qui induit la production d'espéces réactives de lI'oxygene et des dommages tissulaires

oxydatifs qui peuvent contribuer aux manifestations toxiques de ce xénobiotique. Le traitement au
CPF a produit des effets cytotoxiques qui semblaient impliquer une augmentation des ROS (Ki et
al., 2013)

Saulsbury et al. (2009) ont démontré que la toxicité induite par CPF dans les
oligodendrocytes n'est pas associée a l'activation du systéme cholinergique, mais plutdt & I'induction
du stress oxydatif.

Cacciatore et al. (2015) ont prouvé que Azinphos-methyl, Chlorpyrifos, et leur mélange peut
produire un dommage oxydatif aprés 48 h d'exposition, par contre dans I'étude réalisée par Ojha et
Srivastava (2014), les lymphocytes ont recu une exposition combinée de mélange de chlorpyrifos,
methyl parathion et malathion, lI'augmentation de ROS était moins que causée par I'un des pesticides

seul, et ils n'ont pas d'effet synergique.

L'implication de ROS a déja été rapportée dans la cytotoxicité de nombreux pesticides OPs
dans des cellules cultivées (Idris et al., 2012 ; Lu et al., 2012). De nombreux stress cellulaires
activent la voie intrinseque qui perturbe la structure et la fonction des mitochondries (Assefa et al.,
2005). Cette augmentation peut étre attribuée dans notre étude a la capacité de ces pesticides a
produire (ROS) sur les mitochondries du foie. La principale source de ROS est la chaine
mitochondriale de transport d'électrons (Garcia-Ruiz et al., 1995 ; Shi et al., 2004 ; Orrenius et al.,
2007 ; Ranjbar et al., 2010) qui peuvent conduire a un dysfonctionnement mitochondrial sévere et
la mort cellulaire (Martin et al., 2000). Les peroxydes lipidiques altérent les fonctions
mitochondriales vitales, telles que la respiration et la phosphorylation oxydative (Orrenius et al.,
2007). Nous pouvons ajouter a cela que les niveaux élevées de MDA observés et le
dysfonctionnement mitochondrial pourraient alors compromettre la capacité de la cellule a
maintenir les niveaux d'énergie (Kaur et al., 2007). Il est possible que le CPF, comme plusieurs
autres insecticides, affecte négativement le systéeme du cytochrome P450 ou le systeme de transport
membranaire mitochondrial des hépatocytes (Elsharkawy et al., 2013). Zhao et al. (2016) ont

prouvé la perturbation du métabolisme énergetique, induits en raison de I'exposition au CPF.

On peut en déduire que la lésion induite par lufenuron, chlorpyrifos et leur combinaison est
provoquée par l'induction du stress oxydatif, qui a été suggéré comme étant un facteur
supplémentaire induisant l'apoptose. Les especes réactives de l'oxygene peuvent servir de
médiateurs communs de la mort cellulaire programmée (apoptose) en réponse a de nombreux

toxiques et conditions pathologiques (Bagchi et al., 1995 ; Bolognesi, 2003 ; Calviello et al., 2006)

Nos résultats sont en accord avec les résultats d'autres études qui ont montré une
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augmentation de la peroxydation lipidique aprés traitement avec des pesticides dans les

mitochondries cérébrales (Lakroun et al., 2015 ; Gasmi et al., 2017), et les mitochondries
hépatiques des rats intoxiqués au méthoxychlor (Latchoumycandane et Mathur, 2002) et au CPF et
leur mixture avec endosulfan (Chebab et al., 2009), méme dans la mitochondrie hépatique du

poisson (Marigoudar et al., 2012).

Les résultats globaux révélent I'effet d'amélioration prononcé de la peroxydation lipidique,
aprés 1’addition de I’huile essentiel chez les rats intoxiqués par LUF, CPF et leur mixture. Ces
résultats concordent avec de nombreux travaux realisés avec d'autres antioxydants contre la toxicité
du chlorpyrifos utilisé seul ou bien en mixture avec des différents pesticides (Khan et al., 2005 ;
Verma et al., 2007 ; Mansour et Mossa, 2009 ; Acker et al., 2012 ; Al-Awthan et al., 2012 ; Ozkan
etal., 2012 ; Elsharkawy et al., 2013 ; Ma et al., 2013). Tanvir et al., 2015 ont prouve la diminution
du taux MDA aprés I'administration du miel. Cette amélioration peut étre due a leur diffusion plus

élevée dans les membranes, en permettant le piégeage des radicaux libres (Uzun et Kalender 2013).

Dans la présente étude, le taux de MDA a été augmenté, tandis que les activités des
antioxydants (GSH, GST, CAT) ont été réduites dans le groupe traité par LUF, CPF et la mixture de
ces derniers. La concentration accrue de MDA dans les groupes traités peut étre attribuée a une
production excessive de ROS par les deux toxiques, ce qui peut avoir provoqué la diminution des
activités des enzymes antioxydantes (Akande et al., 2014). Les travaux menés par Banerjee (1999)

ont clairement démontré que les pesticides avaient une influence sur les enzymes antioxydants.

Nos travaux sont en accord avec les travaux antérieurs (Ajay et al., 2005, Khan et al., 2005 ;
Hai et al., 1997 ; Yurumez et al., 2007 ; Mansour et Mossa 2011 ; Raina et al., 2015). Des résultats
similaires sont rapportés par Deivanayagam et al. (2010) qui ont montré une diminution du niveau
de glutathion et de CAT, mais la teneur en GPx a été significativement augmenté, chez les souris
lorsqu'ils sont traités avec une dose subletale de lufenuron. Une inhibition plus forte du GST a été
obtenue aprés I'exposition au lufenuron par rapport a la buprofézine (Badawy et al., 2013).
L'utilisation de Novaluron (IGR) sur les cellules Paramcium par Rouabhi et Bazouzi (2012) a

provoqué une deplétion du stock de GSH cellulaire.

Les mémes résultats ont été trouvés par Goel et al. (2005) au niveau hépatique des rats, et
Yu et al. (2008) dans la rétine de souris administrées au chlorpyrifos sauf que le GPx a été diminué.
Ainsi les résultats obtenus par Chebab et al. (2009) renforcent I’implication du stress oxydatif, et en
particulier la peroxydation lipidique dans la toxicité de chlorpyrifos et I'endosulfan et suggérent un

effet synergique entre ces deux pesticides agissant en simultanéité.

Par conséquent, Adedara et al. (2015) a révélé une diminution des activités de CAT et de
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GST chez Drosophila melanogaster traité avec CPF. De méme les travaux menés par Banerjee,

(1999) ont clairement démontré que les pesticides avaient une influence sur les enzymes
antioxydants. Bas et Kalender, 2011 indiquent qu'une faible dose de chlorpyrifos provoque une
toxicité cardiaque par I'élévation du taux de MDA et CAT avec diminution du GST, GPx. De plus
la diminution du taux de GSH a été observée chez les souris traitées par chlorpyrifos apres 13 jours
de traitement (Cometa et al., 2007).

Par contre, d'autres chercheurs ont observé une élévation de l'activité CAT (Tuzmen et al.,
2008, Ozkan et al., 2012, Uzun et Kalender, 2013) et au niveau de la GST (Cacciatore et al., 2015).
Aly et al. (2010) ont montré une augmentation du niveau de GSH et de l'activité GPx inchangée,
tandis que Yurumez et al., 2007 a demontré la diminution de ce dernier suite a l'utilisation du OP
pesticide. Ojha et Srivastava (2012) ont constaté une chute significative des teneurs hépatiques en
glutathion réduit suite a l'exposition aux pesticides organophosphorés comparées aux valeurs

témoins.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’effet de deux pesticides et leur
mixture a I’échelle subcellulaire. La préparation mitochondriale des rats hépatiques traités avec ces
xénobioques a démontré une diminution significative du GSH mitochondrial, des niveaux de GST
et de l'activité CAT, mais il y a une augmentation de l'activité GPx. Ceci est en accord avec ceux
obtenus dans des travaux antérieurs sur les mitochondries cérébrales sur différents pesticides (Kaur
et al., 2007, Lakroun et al., 2015, Beghoul et al., 2017). Lukaszewicz-Hussain et Moniuszko-
Jakoniuk (2004) ont découvert les mémes résultats dans les mitochondries du foie de rat. De méme,
Latchoumycandane et Mathur (2002) ont démontré une diminution de l'activité de GPx dans les

fractions mitochondriales des testicules des rats.

L’influence des systemes enzymatiques responsables de la métabolisation d’un pesticide par
présence d’autres pesticides a été rapportée. Canistro et al. (2007) ont montré que le traitement des
souris méales par différentes combinaisons de trois pesticides perturbe 1’activité des enzymes
dépendantes des cytochromes P450 hépatiques d’une maniere trés complexe et imprévisible. Woods
et al., 2002 ont étudié la toxicité aigué des pesticides chlorpyrifos, profenofos et endosulfan,
séparément et en différentes combinaisons. Leurs résultats ont montré un effet synergique entre le
chlorpyrifos et I’endosulfan. Par contre une étude in vivo a également montré que trois pesticides
organophosphores courants, a savoir le malathion, le chlorpyrifos et le méthylparathion, administrés
en mélange avec des rats, n'étaient pas capables de potentialiser la toxicité I'un de l'autre (Ojha et
al., 2013). Nombreux stress cellulaires activent la voie intrinséque qui perturbe la structure et la
fonction des mitochondries (Assefa et al., 2005). Vasseur et al. (1980) ont enregistré une inhibition

totale des taux d’ATP apres deux heures d'exposition a un pesticide, ce qui atteste d'une perturbation
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rapide des activités mitochondriales.

L'exposition des patients pendant 2 ans a la combinaison du chlorpyrifos cyperméthrine,
dans les concentrations actuellement commercialisées, peuvent étre plus toxiques que le
chlorpyrifos seul (lyyadurai et al., 2015). Des études antérieures ont également montré que
I'exposition au chlorpyrifos, séparément ou en mélange cause l'inhibition de la défense antioxydante

et la perturbation de I'équilibre redox dans les tissus du rat (Ojha et al., 2011 ; 2012).

Cependant, I'administration de ces deux pesticides seuls et en mixture augmentent le taux de
peroxydation lipidique hépatique (MDA), avec une deficience dans le systeme de défense. Cette
altération a confirmé que ces xénobiotiques et leur mixture induisent un stress oxydatif. La
perturbation de ces enzymes peut étre due au stress oxydatif de l'intoxication aux pesticides avec un
effet synergique entre le chlorpyriphos et lufenuron.

Dautre part, I'huile essentielle du cumin a tendance de maintenir ou augmenter ces taux

dans les lots supplémenté par ces HE.

Les antioxydants peuvent étre divisés en catégories selon des caractéristiques spécifiques. lIs
comprennent des enzymes telles que la catalase, la glutathion réductase et la glutathion peroxydase
(GPx) ainsi que des métabolites non enzymatiques tels que le glutathion (Uttara et al., 2009 ;
Veskoukis et al., 2012). Les enzymes antioxydantes sont considérées comme la premiere ligne de
défense cellulaire contre les dommages oxydatifs. Ainsi, la GPx est une enzyme antioxydante
essentielle qui neutralise la production de radicaux libres (Messarah et al., 2012). La GPx, qui
nécessite du sélénium comme cofacteur, est présente dans le cytoplasme et les mitochondries et
constitue une voie alternative de la dégradation du H202 (Veskoukis et al., 2012). Elle catalyse la
réaction de H20- et des hydroperoxydes lipidiques avec le GSH (forme réduite du glutathion) pour
former leurs analogues réduits et le GSSG (forme oxydée du glutathion) (Orrenius et al., 2007 ;
Acker et al., 2012). Tout ceci explique l'augmentation de GPx dans notre étude afin de réduire la
génération de ROS provoquée par les pesticides étudiés. Cette augmentation a pu étre produite pour
surmonter la production du peroxyde d’hydrogéne due a la peroxydation lipidique, et a la
diminution de leur neutralisation par la CAT défectueuse ; produite apres exposition aux pesticides
(Samanta et Chainy, 1997).

Les ROS sont générés, en grande partie, de simples électrons qui s’échappe de la chaine
respiratoire mitochondriale et réduisant 1’oxygéne moléculaire. Le role protecteur de la CAT dans
les cellules est lié a la réduction du H>O> délétere (Uttara et al., 2009 ; Schriner et al., 2005 ; Victor,
2013).

Cette enzyme joue un role dans la protection du corps contre les dommages provoqués par le
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stress oxydatif (Shartai et al., 2012). 1l peut piéger le H2O,, et O> qui sont les principaux ROS.

Donc la diminution de cet activité enzymatique conduit & un déséquilibre de I'accumulation de ROS
et de la capacité antioxydante totale (Yu et al., 2008). La localisation subcellulaire de la catalase se
trouve dans les peroxysomes, dans les mitochondries et dans le noyau (Veskoukis et al., 2012).
Kono et Fridovich (1982) ont rapporté que le radical superoxyde pouvait inhiber I'activité de CAT.
Dans la présente étude, il est évident que I'intoxication aux deux pesticides a réduit I'activité du
CAT. Ces résultats ont été confirmés par Manna et al. (2008) et Sbartai et al. (2012) qui ont
expliqué cette diminution par l'augmentation du niveau de ROS résultant de l'exposition a des

concentrations élevées de xenobiotiques.

Cette diminution explique l'altération probable du systeme de transport d'électrons de la
chaine respiratoire qui a provoqué la production intense d'anions superoxydes (Kebieche et al.,
2009). Une étude réalisée par Schriner et al. (2005) ont observé I'effet protecteur de la CAT contre
la toxicité mitochondriale induite par 1’H2O>, des dommages oxydatifs de I'ADN, et I'accumulation
de délétion de I'ADN mitochondrial aurait pu étre beaucoup plus élevée chez les souris, et ils ont
prouvé que la mitochondrie est la principale source de radicaux libres. La réduction de I'activité de
la catalase peut refléter I'incapacité des mitochondries a éliminer I'H2O2 produite par I'activation du
pesticide. De méme, cela peut étre d0 a l'inactivation de I'enzyme causée par une production
supplémentaire de ROS dans les mitochondries (Latchoumycandane et Mathur 2002). Ce
déséquilibre dans I'état d'oxydation cellulaire au moyen des dommages oxydatifs a provoqué des
changements ultra-structurels présentés comme des réponses sous-cellulaires (Marigoudar et al.,
2012). Aussi, les insecticides OPs peuvent affecter le systeme du cytochrome P450 ou le systeme de

transport de la membrane mitochondriale des hépatocytes (Gokcimen, 2007).

Les agents environnementaux sont capables de minimiser les défenses antioxydantes
cellulaires, y compris la déplétion de GSH intracellulaire qui s'est avérée apparaitre par la
conjugaison directe des agents environnementaux au GSH, ou indirectement par l'activité des GSH-

transférases (Franco et al., 2009).

Le glutathion, un tripeptide omniprésent contenant des thiols et un antioxydant cellulaire
important, est connu pour protéger les membranes cellulaires et les lipoprotéines de la
peroxydation, ce qui peut minimiser la peroxydation des lipides dans les systémes biologiques
(Buyukokuroglu, 2008 ; Elsharkawy et al., 2013). Il est principalement présent dans les cellules

sous sa forme réduite (GSH), qui est I'état actif.

Les résultats de la présente étude ont montré que les niveaux de GSH étaient diminués. La
relation entre I'étendue de la peroxydation lipidique et I'état du glutathion au niveau hépatique a une

relation significativement inverse. Le métabolisme des OPs par le biais des CYP et GST, et la
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géneration de ROS ont induit une diminution de la teneur en GSH provoquant la perturbation du

statut redox des cellules (Cacciatore et al., 2015). Au cours de la réaction de détoxification du CPF
par la Cytochrome P-450, il se produit un cycle futile dans lequel une fuite d'anion superoxyde se
produirait (Puntarulo et Cederbaum, 1996). Parmi les nombreuses fonctions importantes du GSH,
elle contribue a I'élimination des électrophiles reactifs (tels que de nombreux métabolites formés par
le systéme du cytochrome P-450) par conjugaison au moyen de GST. En outre, la réduction de la
teneur en GSH est considérée comme un potentiel biomarqueur du stress environnemental. Cette
réduction est due a la conjugaison du GSH avec l'insecticide car le GSH joue un réle important dans
la détoxication des xénobiotiques en tant que cofacteur pour la famille des GST et en tant
qu’antioxydant important pour 1’élimination des ERO (Garg et al., 2009 ; Li et al., 2010 ; EL-
Demerdash et al., 2012). Le GSH piége également les ROS directement ou dans une réaction
catalysée par la GPx en oxydant deux molécules de GSH en une molécule de glutathion disulfure
(GSSG). L'appauvrissement de GSH réduit se traduit par une diminution du pouvoir antioxydant de

la cellule avec accumulation de ROS, et déficiences mitochondriales (Yurumez et al., 2007).

Cependant, un stress oxydant aigu peut supprimer des niveaux de GSH dus a
I'affaiblissement des meécanismes adaptatifs (Zhang et al., 2004). Selon Elia et al. (2003),
I'épuisement de la GSH peut réduire la capacité cellulaire d'éliminer les radicaux libres soulevant le

potentiel oxydant général dans les cellules.

La diminution du GSH peut entrainer une altération des mécanismes de détoxification
métabolique (Verma et al., 2007), car le r6le du GSH dans la détoxification a été démontré dans de
nombreuses études (Lu, 1999 ; Rouabhi et Bazouzi, 2012). Cet antioxydant joue un r6le crucial
dans le maintien de I'homéostasie redox cellulaire (Shi et al., 2004). Bien que les mitochondries
produisent des ROS continues pendant la phosphorylation oxydative, les fuites de superoxyde dans
la chaine de transport d'électrons sont examinées par la superoxyde dismutase mitochondriale et

cytoplasmique (SOD) et les peroxydases en réduisant le taux de GSH (Gasmi et al., 2016).

Une diminution des niveaux de GSH mitochondriale peut donc entrainer I'accumulation de
ROS dans les mitochondries, conduisant a I'apoptose et a la mort cellulaire éventuelle (Raza et al.,
2002, Orrenius et al., 2007, Franco et al., 2009). En conséquence de la génération de ROS dans les
cellules, la dysfonction mitochondriale est causée par la dissipation du potentiel de la membrane
mitochondriale observée dans I'étude de Song et al. (2008). Franco et al. (2009) ont indiqué qu'il a
été démontré que différents pesticides induisent I'apoptose par appauvrissement du glutathion et que

le stress oxydatif déclenche la voie apoptotique mitochondriale intrinséque.

Les mitochondries ne synthétisent pas le GSH (Lu, 1999) mais I'obtiennent du cytosol par un

systtme de transport a plusieurs composants, ce qui explique la capacité remarquable des
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mitochondries a absorber et a conserver le GSH (Martin et al., 2000). Ainsi, nous pouvons

expliquer la diminution de GSH chez les rats traités par le LUF, le CPF, et leur combinaison par
I'inhibition du transport de GSH dans les mitochondries du cytosol, qui est dépendant de I'énergie.
On peut ajouter que Zhao et al. (2016) ont prouvé la perturbation du métabolisme énergeétique,
induits en raison de I'exposition au CPF. Ceci est prouve par Fernandez-Checa et al. (1997) qui ont
constaté que ce transporteur est sélectivement altéré chez les rats nourris a I'alcool et explique la
chute des mitochondries. Les mitochondries produisent de I'O2 « et de I'H20. et devraient étre
désintoxiquées (par le biais du GSH) pour éviter la production de OH- hautement toxique. Ainsi,
lorsque les niveaux de GSH diminuent fortement, 1’H.O> s'accumule, ce qui entraine des dommages

mitochondriaux importants (Martin et al., 2000).

Les glutathion S-transférases (GST) représentent un groupe majeur d'enzymes de
détoxification (Hayes et Pulfordet, 1995) et/ou dans la protection contre les métabolites nocifs
géneérés par la dégradation des macromolécules en raison de leur exposition au stress oxydatif (Che-
Mendoza et al., 2009 ; Rouabhi et al., 2015). Sur la base de nos observations, nous avons observé
une diminution significative de l'activité de la GST cytosolique et dans les mitochondries

hépatiques des rats traités au deux pesticides.

Le GSH protege les cellules contre un stress oxydatif généré par les produits chimiques
environnementaux tels que les pesticides (Che-Mendoza et al., 2009). Il catalyse la conjugaison de
divers substrats électrophiles du groupe thiol du GSH, produisant des formes moins toxiques
(Mansour et Mossa, 2009). La diminution de I’activit¢ de GST observée dans la présente étude
pourrait de loin contribuer a la peroxydation lipidique augmentée, représentée par les niveaux
accrus du MDA (Zaidi et Banu, 2004). En outre, cette diminution refléte 1’insuffisance des niveaux
de GSH (Garg et al., 2008 ; 2009).

Raza et al. (2002) ont montré que la GST purifiée a partir des mitochondries hépatiques de
souris peut jouer un réle important dans la défense contre le stress chimique et oxydatif, et le
maintien d'un état redox mitochondrial favorable durant le métabolisme cellulaire. Hubatsch et al.
(1998) ont demontre que la GST joue un role protecteur important, et que des variations dans son

expression peuvent avoir des conséquences physiopathologiques importantes.

Les enzymes de détoxification peuvent détoxifier non seulement les CPF, mais aussi les
produits oxydatifs toxiques derivés du CPF formés aprés sa dégradation par le P450 (Fujioka et
Casida, 2007). Les GST détoxifient les insecticides organophosphorés en formant une conjugaison
O-désalkylation ou O-dearylation avec le GSH. Cette enzyme détoxifient également les produits

secondaires générés par les ROS avec leur activité antioxydante (Zhang et al., 2015).
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Enfin, le stress oxydatif exercé par les pesticides, seuls ou en mélange, a conduit a la

production de dommages oxydatifs, comme en témoigne I'augmentation des taux de MDA, avec
une diminution du pouvoir antioxydant de la cellule hépatique. Les effets du mélange binaire sur les
parametres du stress oxydatif étaient synergiques et similaires a ceux des pesticides simples. D'autre
part, I'huile essentielle a tendance a maintenir ou a augmenter le pouvoir antioxydant dans les

groupes préventifs.

Halliwell et Gutteridge (1995) ont tenté de définir un antioxydant comme « toute substance
lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations comparées a celles d'un substrat oxydable
(chague molécule organique trouvee in vivo) retarde ou empéche de maniere significative

I'oxydation de ce substrat.

Nos résultats indiquent que l'administration de I'huile essentielle du cumin associée ou non
au pesticides étudiés et leur mixture, a réduit les niveaux de MDA, GPx activité et a augmenté les
taux de GST, CAT et GSH. Cela favorise la restauration des activités enzymatiques perdues lorsque
les animaux sont exposes aux ces xenobiotiques. Ces résultats suggerent une activité antioxydante
du I'huile essentielle du cumin, obtenue dans des études antérieures (Gachkar et al., 2007, Bettaieb
et al., 2010, Einafshar et al., 2012, Patil et al., 2016), et a la capacité de neutraliser les radicaux
libres et empécher l'oxydation des acides gras insaturés (Gachkar et al., 2007). De plus, par leur
activité anti-hyperglycémiante, I'huile essentielle de cumin avait un meilleur effet pour controler le
stress oxydatif dans les modeles des animaux diabétiques (Jagtap et Patil, 2010). Banerjee et al.
(1994) indiquent que les huiles essentielles de certaines épices telles que le cumin sont consommees
par les humains peuvent étre antagoniste contre I'exposition aux composés xénobiotiques, et ils ont

prouveé I'élévation du niveau de GSH apreés I'utilisation d'huile essentielle de cumin.

Le cumin est susceptible de prévenir les mutations car il a augmenté le potentiel antioxydant
des animaux grace aux activités accrues de GST, SOD et CAT ainsi gu'aux niveaux de GSH. En
outre, le cumin pourrait également avoir empéché les mutations en piégeant les radicaux libres et en
les rendant non disponibles pour des interactions avec des cibles critiques telles que I'ADN. Cette
possibilité est soutenue par l'inhibition significative de la peroxydation lipidique par le cumin
(Gagandeep et al., 2003).

Les activités antioxydantes des huiles essentielles présentaient une corrélation positive avec
leurs teneurs en composés phénoliques (Moghaddam et al., 2015 ; Reza et Moghadam, 2015), ce
qui confirme nos résultats car dans notre étude, le composant majeur du I'HEc est le carvacrol
(composé phénolique). L'effet antiradicalaire de I'huile essentielle de cumin était trois fois plus
puissant que le L'hydroxyanisol butylé (BHA) standard et 4,8 fois plus important que le
butylhydroxytoluene (BHT) (Allahghadri et al., 2010). L'activité hépato-protectrice de I'huile

106


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gagandeep%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15087270

essentielle de cumin a été réalisée dans I'étude de Mostafa et al. (2015) qui ont montré une activité

antioxydante et hépatoprotectrice ainsi qu'une protection efficace contre diverses maladies
chroniques par une seule application transdermique de cette huile. Dans les études de Kumar et al.
(2011 ; 2011), les auteurs ont proposé l'utilisation d'antidote comme le cumin peut étre la meilleure
solution contre la néphrotoxicité et I'népatotoxicité induite par I'insecticide organophosphoré. Nos
résultats sont en parfait accord avec cités ci-dessus prouvant I'effet préventif du I'HEc contre la
toxiciteé induite par les deux pesticides testées et leur mixture.

Par ailleurs, I’extrait aqueux de C. cyminum posséde une activité hépatoprotectrice
(Mushtaq et al., 2014) et peut empécher I'augmentation des lipidiques plasmatiques et tissulaires qui
surviennent chez les rats femelles diabétiques alloxaniques (Dhandapani et al., 2002).

111.6. Effets des pesticides et I'huile essentielle sur I’activité de ’acétylcholinestérase (AChE)

Il est connu que la plupart insecticides organophosphorés possedent des effets

neurotoxiques. Récemment, certaines études ont montré cet effet neurotoxique chez d’autres famille

de pesticides (Kamel et Hoppin, 2004).

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme caractéristique des jonctions
neuromusculaires des insectes et des vertébrés responsables de I'nydrolyse du neurotransmetteur
acétylcholine (ACh), de sorte que l'activation des récepteurs cholinergiques est transitoire. L'AChE
des insectes est la principale cible des organismes nuisibles aux OPs en phosphorylant le groupe

hydroxyle sérine situé dans le site actif de I'AChE, inhibe son activité (Ozmen et al., 1999).

Nos résultats ont révélé que chez les groupes de rats traités par le chlorpyrifos, lufenuron et
leur mixture, il y a une diminution de l'activité de I'AChE. Cette diminution peut étre expliquée par
la production et I'accumulation de ROS suite a I'administration de ces pesticides, ce qui entraine des
dommages a I'ADN et aux phospholipides membranaires ainsi qu'une inhibition de I'AChE (Yu et
al., 2008). Le mécanisme principal de la toxicité du CPF implique l'inhibition d'AChE (Yu et al.,
2008 ; Liu et al., 2013), qui régule la neurotransmission aux synapses cholinergiques centrales et
périphériques (Campbell et al., 1997, Steevens et Benson, 1999). L'inhibition persistante de
l'activité de I'AChE empéche la dégradation de [l'acétylcholine (ACh), provoquant son
accumulation, ce qui peut entrainer une hyperstimulation cholinergique (Eaton et al., 2008, Flaskos,
2012). Le principal mécanisme d'action pour les effets toxiques du chlorpyrifos est lié a la capacité
du metabolite oxon du chlorpyrifos a se lier a l'acétylcholinestérase et a I'inhiber de maniere
irréversible dans les tissus cibles, ce qui induit une toxicité aigué par CPF (Chanda et Pope 1996 ;
Verma et al., 2009)

Le chlorpyrifos est activé a I'analogue correspondant de l'oxygene, qui est responsable de sa
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toxicité pour les mammiféres par inhibition de I'AChE. Plus récemment, il a été démontré que

I'exposition a court terme au chlorpyrifos sur le corps entier chez le rat provoquait une inhibition
significative de l'activité de I'AChE dans différents tissus, notamment le foie, les reins et la rate
(Tuzmen et al., 2008).

Nos résultats sont compatibles avec d'autre études (Verma et al., 2007 ; Acker et Nogueira,
2012 ; Wang et al., 2014 ; del Pino et al., 2015). L'activité de I'AChE était fortement inhibée par

lufenuron par rapport au d'autres pesticides IGR (Badawy et al., 2013).

Concernant la mixture, l'interaction des deux insecticides organophosphorés le chlorpyrifos
et le méthyle parathion chez des rats adultes provoque une inhibition de l'acétylcholinestérase
(Karanth et al., 2004). Wang et al. (2013) ont prouvé Il'inhibition de I'activité de I'AChE dans le
cerveau et la moelle épiniére chez des rats traités pendant 90 jours avec du chlorpyrifos et du
carbaryl en association, et était similaire a celle de rats traités avec du chlorpyrifos seul. Ainsi,
Laetz et al. (2009) ont mesuré [linhibition de I'AChE cérébrale aprés I'exposition a des
concentrations sublétales d'organophosphates diazinon, malathion et chlorpyrifos, ainsi que les
carbamates carbaryl et carbofuran. De plus, les deux PO ont produit un plus grand degré de synergie
que les mélanges contenant un ou deux insecticides, et la toxicité de chaque mélange d'insecticides

était synergique.

Ki et al. (2013) ont montré que le CPF induit I'apoptose neuronale en générant des ROS. Les
résultats du Schallreuter et al. (2006) ont démontré que l'oxydation de I'AChE médiée par 1’H20>

contribue de maniere significative au stress oxydatif bien établi.

Sindi et al. (2016) suggérent que des niveaux élevés d'inhibition de cholinestérase peuvent

augmenter la sévérité de certains effets des OPs sur la croissance neuritique.

Apres 30 jours de traitement répété, la dose sans effet observable (NOEL) était de 1,56 mg /
kg / jour pour l'inhibition de l'activité ChE cérébrale induite par le CPF, considérée comme le point

final pertinent pour sa toxicité (Cometa et al., 2007)

Les résultats obtenus par Karanth et al. (2006) suggerent que des difféerences marquées dans
I'accumulation d'acétylcholine peuvent se produire avec des doses de CPF provoquant des degrés

relativement similaires d'inhibition du cholinestérase.

Del Pino et al. (2015) suggérent que le CPF pourrait contribuer a la perte neuronale
cholinergique, car il fournit des preuves directes que le CPF peut étre neurotoxique (en particulier

avec une exposition prolongée) indépendamment de ses effets indirects sur I'acétylcholinestérase.

Une seule dose orale élevée du CPF a provoqué un large spectre de signes cliniques
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caractéristiques de la surstimulation cholinergique. Les femelles étaient clairement plus touchées

que les males (Mattsson et al., 1996).

Nos résultats montrent que le traitement par les huiles essentielles du cumin corrige la
diminution de I’activité de I’AChE engendrée par les pesticides. A notre connaissance, il n’y a pas
de travaux scientifiques antérieurs traitant I’effet des HES sur I’activité de I’AChE. A défaut, nous
nous permettant donc de comparer nos résultats avec ceux des études investiguant I’effet d’autres
antioxydants sur la I’activité I’AChE (Verma et al., 2007 ; Wang et al., 2014). En effet, Verma et
al. (2007) ont trouvé que la combinaison des vitamines C et E a augmente ’activité de I’AChE qui
a été initialement réduite suite a un traitement par le CPF. Wang et al. (2014) quant-a-eux ont

trouvé un résultat comparable en utilisant I'eau riche en hydrogéne comme antioxydant.

Ces résultats peuvent démontrer que I'huile essentielle du cumin peut protéger les rats
contre la neurotoxicité induite par ces pesticides, et les effets protecteurs peuvent étre médiés en

régulant I'état oxydant et antioxydant des rats.

111.7. Effets des pesticides et I'huile essentielle sur la respiration, la perméabilité et le
gonflement mitochondrial

Les facteurs des stress environnementaux peuvent créer un stress oxydatif en agissant sur
une réaction différente a travers des voies métaboliques variables, telles que celles induites par des
enzymes détoxifiantes. Cela peut endommager les mitochondries et leur intégrité dans la cellule
(Franco et al., 2009). La chaine respiratoire mitochondriale est capable d'interférer avec certains
xénobiotiques au cours de leur métabolisme. Les résultats de cette étude ont montré que LUF, CPF,
et leur mixture provoquaient une inhibition de la chaine respiratoire. Cette diminution est
probablement due a I'inhibition du complexe IV et du complexe V qui a été démontré par Delgado
et al. (2006). De la méme maniére, Shartai et al. (2012) ont expliqué que les ROS pouvaient
interagir avec les composants de la chaine respiratoire spécifiqguement sur le site responsable de
I'oxydation du substrat du cycle de Krebs causant un dysfonctionnement mitochondrial conduisant a
l'apoptose. L’atteinte de la chaine respiratoire mitochondriale engendre une hyperproduction
d’espéces oxygénées réactives (Fromenty, 2010). Bernuau et al. (1986) ont découvert que la
respiration mitochondriale des hépatocytes de rat, est inhibée en raison d’une forte diminution des

taux d’ATP.

Cette perturbation au niveau des mitochondries peut étre expliquée également par
I’inhibition de la B-oxydation mitochondriale des acides gras via I’inhibition d’une des enzymes
impliquées dans ce processus métabolique et/ou la déplétion en L-carnitine et en coenzyme A, et
par D’inhibition de la chaine respiratoire via 1’inhibition d’une des enzymes impliquées dans le

transport des électrons ou la phosphorylation oxydative (Fromenty, 2010).
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Le gonflement peut étre expliqué par la stimulation de la perméabilité membranaire des

mitochondries traitées car certains xénobiotiques sont capables d’entrainer une ouverture des pores
transitoiresn de permeabilité mitochondriale (PTPM), tels que les médicaments (Labbe et al., 2008,
Berson et al., 2006 ; Pessayre et al., 2010). Les protéines impliquées dans le PTPM peuvent étre
altérer par la production des ROS par la chaine respiratoire, ou d’autres sources subcellulaires, et/ou
par la production d’un ou de plusieurs métabolites réactifs par I’intermédiaire de cytochromes P450
(Boulassel, 2014). Il semble que ce dernier cas survienne dans notre étude avec le chlorpyrifos qui
est transformé par le cytochrome P450. Une préparation mitochondriale du foie de rat traité par un
pesticide montre une augmentation significative de I'absorption mitochondriale de Ca ?* et les
niveaux de ROS (Binukumar et al., 2010). L'augmentation du Ca 2* et des ROS activent la
transition de perméabilité mitochondriale (Chen et al., 2007). Parathion (insecticide
organophosphoré) est un inhibiteur du complexe 1l, de I'ATP-synthase et du transporteur de
phosphate, et il provoque une diminution du contrdle respiratoire et le potentiel de la membrane

mitochondriale (Gomez et al., 2007).

Les travaux du Lablanche (2012) ont rapporté que I’incubation des cellules humaines en
présence de glucose déclenche une ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale
(PTP). Ainsi, le stress oxydant a un rdle fondamental dans le déclenchement de 1’ouverture de ces
pores ce qui induit la mort cellulaire. Une autre étude a rapporté que les niveaux accrus d/ALAT
dans le sérum peuvent indiquer l'augmentation de la perméabilité, des dommages et/ou de la
nécrose des hépatocytes chez les rats traités au dichlorvos (Binukumar, 2010). Au total, un stress
oxydatif intense occasionne ces transitions de perméabilité mitochondriale qui vont a leur tour
engendrer un stress oxydatif, favorisant 1’auto-entretien des dysfonctionnements des systémes
antioxydants débordés (Hinson et Kadlubar, 1988). Ceci conforte nos résultats, puisque nous avons
également mis en évidence une inhibition des activités enzymatiques antioxydantes
mitochondriales, une hyperglycémie et une augmentation du taux des transaminases en présence de

lufenuron, chlorpyrifos et leur combinaison.

De plus, une diminution du potentiel membranaire mitochondrial réduit et une perméabilité
accrue ont été induite par deltaméthrine (Chen et al., 2007), et I'éthylazinphos qui interagit avec la
bicouche lipidique de la membrane mitochondriale, modifiant I'organisation lipidique et augmentant
la perméabilité protonique de la membrane interne (Videira et al., 2001). Un herbicide a entrainé
une transition de la perméabilité mitochondriale, associée a une oxydation des protéines
membranaires thiol par des espéces réactives de lI'oxygéne (Castilho et al., 1997). Les résultats
suggerent que la transition de perméabilité mitochondriale (MPT) semble étre impliquée dans

I'exécution de I'apoptose dans des cellules hépatiques de rats (Isenberg and Klaunig, 2000).
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Nos résultats mettent en évidence un gonflement mitochondrial et une augmentation de la

perméabilité mitochondriale chez les mitochondries traitées avec le CPF, LUF, et leur combinaison.
Ils sont en parfait accord avec d’autres travaux (Taib et al., 2016 ; Salmi et al., 2017 ; Toualbia et
al., 2017)

Ces résultats sont similaires a ceux rapportés dans Benbouzid et al. (2015) et Rouabhi et al.
(2009) qui ont utilisé deux IGR. Cette inhibition a été également remarqué dans des études testant
I'effet d'autre xénobiotiques sur les mitochondries (Jasso-Chavez et al., 2010 ; Boulassel, 2014)

Kon et al. (2004) suggére que le mécanisme de MPT pourrait étre un des mécanismes
fondamentaux impliqués dans les altérations de la chaine respiratoire en condition d’intoxication au

Xénobiotique.

En fin, I'administration par voie orale a des rats intoxiqués d'un huile essentielle du cumin
pendant 60 jours, a pu maintenir l'intégrité et le fonctionnement mitochondrial grace a I'effet
antioxydant du I'huile essentielle contre les ROS, qui peuvent interagir avec les sites responsables
de l'oxydation provoquant l'apoptose, a l'activité anti-hyperglycémiante, et a I'effet hépatoprotecteur
de I'HEc. Ces résultats sont en accord avec des travaux qui ont étudié l'effet protecteur de la

quarcétine (Gasmi et al., 2017 ; Lakroun et al., 2015)
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L’objectif de cette étude consistait a étudier la toxicité induite par chlopyrifos,
lufenuron et leur mixture au niveau cytosolique hépatique et mitochondrial chez les rats
Wistar, et a évaluer 1’effet protecteur des HEs du Cuminum cyminum contre cette toxicité. Les
résultats indiquent que I’HE du Cuminum cyminum n'a pas affecté la plupart des biomarqueur
étudiés. Ceci peut étre d0 a une activité oxydante dissimulée des huiles essentielles du
Cuminum cyminum lié probablement a la dose utilisée. En revanche, ces pesticides
influencent tous les parameétres étudiés reflétant son habilité a créer un stress oxydatif. En
effet, ils causent une réduction de poids corporel, et une augmentation des poids relatifs de
certains organes (foie et reins), augmentation au niveau des biomarqueurs de la lésion
hépatiqgue (ALT et AST), et rénale (créatinine; uréé), une augmentation du taux des
protéines, des lipides et des glucides, une modification de 1’équilibre pro et anti-oxydant se
manifestant notamment par une augmentation de la peroxydation lipidique (MDA) et de
I’activité du GPx avec une diminution de la quantité de GSH, GST, CAT. En outre, une
diminution de I’activité de I’enzyme acétylcholinestérase a été observée.

Le traitement des mitochodrie isolées de fois par ces pesticides a démontré une
diminution de la respiration mitochondriale (consommation d'Oz), une augmentation de la
perméabilité avec un gonflement mitochondrial.

Parallélement, le traitement des rats par les huiles essentielles du Cuminum cyminum en
présence des deux pesticides a ramené tous les marqueurs biochimiques et oxydatifs a des
niveaux proches de ceux obtenus chez les rats témoins. Ceci souligne ’effet protecteur des
huiles essentielles du Cuminum cyminum contre I’intoxication par ces pesticides en raison de
leurs propriétés antioxydantes prouvée dans la littérature.

Les résultats de la présente étude permettent de conclure que les huiles essentielles du
Cuminum cyminum pourraient s’avérer trés bénéfique lors d’une intoxication par CPF, LUF,
et en mélange. lls peuvent étre proposés alors dans le schéma thérapeutique des personnes
intoxiqués par les pesticides sans risque d’effet secondaires, et peut étre utilisée comme un
antidote contre cette toxicite.

Afin d’approfondir les résultats obtenus dans la présente étude, il nous semble approprié
de conduire des recherches futures axées notamment sur :

- Evaluer la toxicité des huiles essentielles du Cuminum cyminum sur une période

plus longue afin de mettre en évidences leurs effets nocifs sur les rats.



Conclusion

- Approfondir 1’étude par une étude histologique visant a localiser les dégats
tissulaires engendres par les pesticides.

- Définir le ou les composants actifs du I'huile essentielle du Cuminum cyminum
originaires des effets observés.

- Approfondir I’étude par des techniques plus complétes au niveau moléculaire.
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Annexe 1 : Courbes d'étalonnages pour le dosage des métabolites

1. Courbe d'étalonnage pour le dosage des glucides

Tubes Ten e
Solution mére (glucose) (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 O

Réactif d’anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

C4 = 0,0822361 + 0,0064386 C2
S=00156239 R-camé=997% R-camifajust)= 996%

Absorbance (620 nm)
2
|

T T | T T T T T T T T
o 10 20 30 40 50 =] T ] 20 0o

Quantité des glucides (pg/ml)

Tableau/Figure (A) : Réalisation de courbe d'étalonnage pour le dosage des glucides.
2. Courbe d'étalonnage pour le dosage des lipides

Tubes i e 6

Solution mere de lipide (i) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther/chloroforme (pl) 100 80 60 40 20 O

Réactif SPV (m}) 25 25 25 25 25 25

C3 = 00282857 + 0,0019843 C2 '

S = 0,0056207 Recark=987% Recaré(aust) =983 % |

|

|

|

|

3 |
™

w l

S |

S o ‘

- {

= z

2 |
ﬁ

< |

. |

oe 5 !

i o ° 20 0 20 =« 0 e 80 €K we I

Quantité des lipides (ug/ml) 1

Tableau/Figure (B) : Réalisation de courbe d'étalonnage pour le dosage des lipides.



Annexes

3. Courbe d'étalonnage pour le dosage des protéines

Tubes  ha A W e

Solution mére de ’Albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (pul) 100 80 60 40 20 O

Réactif BBC (ml) i 4 4 4 4 4§

C1 =-0,135857 + 0,0083971 C2

$=0,128382 R<caré=882% R-caré(aust)=853%

o8 —i [

* |

|

= os —i |

e | |

7 i * ;
= 04 —
= |
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Tableau/Figure (C) : Réalisation de courbe d'étalonnage pour le dosage des protéines.
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Hepatotoxicity Induced by Chlorpyrifos in "Wistar®' Rats

Hadjer Chenikhar, Belgacem Djabri, Ava Salmi, Chahinez Taib, and Rachid
Rouabhi, Laboratoire des Molécules Bioactives et d”Application, Université de
Tébessa, 12000 Tébessa, Algeria

ABSTRACT

Chenikhar, H., Djabri, B., Salmi, A., Taib, C., and Rouabhi, R. 2018. Hepatotoxicity
induced by chlorpyrifos in “Wistar® rats. Tunisian Journal of Plant Protection 13 (si):
23-30.

Chlompyrifos-ethyl & one of the most widely wsed organophosphonis insecticides for indusirial,
agriculiural and public health purposes. The present work aimed to evaluate the chlospyrifos-ethyl
induced hepatic toxiciny on some parameters of oxidative stress in "Wistar' rats. Afiter daily gavage for
60 days. this imsecticide induced cellular damage in exposed rats through the increase in alanine
arminotransferesse { ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activities. [n addition, liver paranmsebers
showed an increase in hepatic lipid peroxidation as indicated by the malondialdehyde (MDA) contents,
as well as a decrease in the catalase (CAT) activity. A reduction in glutathione (GSH) and glutathione-
S-tramsferase (GST) and an increase in gltsthione peroxidase (GPx) activities were also nated. These
alterations indicated that chlorpyrifos affected the antioxidant system in hepatie tisswe, induced hepatic
damage and consequently triggered the oxidative stress.

Keoywords: Antionidant system, chlorpyrifos-ethyl, hepatic toxicity, lipid peroxidation, oxidative siress

The widespread use of pesticides
in public health and agricultural programs
has caused severe  environmental
pollution and potential health hazards,
including acwte and chronic cases of
human  poisoning.  Organophosphate
mmsccticides (OPl) constitute one of the
most widely used classes of pesticides
being emploved for both agricultural and
landscape pest control (El-Bini Dhouib et
al. 2015; Kamath and Rajimi 2007).
Moreover, residual amounts of pesticides
have been detected in the soil, water
bodies, vegetables, grains, and other food
products (Poet et al. 2004).

Comesponding author: Hadjer Chenskchar
Email: chenikbarhadjoung live fr

Apcepied for publication 23 Japuary 2018

Tumnigian Jaurmal of Plant Protection

Chlorpyrifos (CPF) is one of the
most  widely wsed for domestic,
agricultural, and industnal purposes and
for public health lications  OPI
{Akande 2016; Richardson and Chambers
2005). It 15 able to cause oxidative stress
and histopathologic changes in humans
and amimals, and ® can cause
embryotoxicity, teratogenicity, immune-
logical abnormalities, neurobehavioral
changes, developmental and reproductive
toxicity, neurotoxicity (Breslim et al
199%6; Ki et al. 2013), hematologic
changes (Uzun and Kalender 2013), and
testicular toxicity (Joshi et al. 2007).
These findings on the various toxicities
caused by CPF are of great concern to the
general public.

The principle mode of action of
CPF is the phosphorylation and
subsequent  irreversible  inhibition  of
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acetylcholinesterase (Eaton 2008; Wang
et al. 2013} This enzyme hydrolyses
acetylcholine at cholinergic synapses and
neuro-muscular  junctions and  the
persistent inhibition of its activity causes
neurotoxic effects (Lws et al. 2015)
disrupting cholinergic function in the
nervous system (Lassiter and Brimijoin
2008). CPF has also been shown to chicit
oxidative stress in biological systems
{Ahmed et al. 2010; Alvarez et al. 2008;
Vermact al. 2007).

Onidative stress caused by reactive
oxygen species (ROS) has been reported
in membrane lipid peroxidation, DNA
damage, mutagenesis amnd has  been
associated with the various stages of
tumor formation process (Sidhuet al.
2014). Osadative stress can occur when
there 1= an imbalance between ROS
production and antioxidant defenses
{(Preedy 2013). Acute and chronic
exposure to CPF  has resulted
considerable liver damage, as evidenced
by changes in several liver enzymes
{Goel et al. 2000). Liver is the first organ
exposed to ingested towins  including
pesticides, metals, cic., for
biotransformation.  Therefore,  toxic
responses have been ed to occur
more in the liver as compared to other
organs (Raina et al. 2015) and it is the
organ where activation and detoxification
of CPF take place. It is demonstrated that
OF  pesticides like CPF  caoses
hepatotoxicity by changing the profile of

liver marker enzymes such as alanine

aminotransferase  (ALP),  aspartate
aminotransferase (AST), lactate
déshydrogénase {LDH) and

histopathological changes (Mansour and
Mossa 2009). Therefore, in toxicological
studies histopathological lesions have
been widely used as biomarkers (Ncibi et

al. 2008). For thas reason, the aim of this
work was to study the alterations

hepatic functions and oxidative damage in

Tumnigian Jourmal of Plant Protection

hepatocytes  following  repeated  oral
exposure to CPF during 60 days in
"Wistar' rats.

MATERIALS AND METHODS

DURSBAN 4® {Dow
agrosciences)  contaming 480 g

chlorpyrifos per liter was used in the
present study.

Animals.

Adult female rats of “Wistar’
strain, weighing 190210 g were
purchased from the Pasteur Institute of
Algiers, Algena. They were kept in metal
cages at 2329C, 40-60% relative
humidity, and light/dark cycle of 12 h
These  spleens  received  water  and
standard diet and were subjected to the
force-feeding every day, during a peniod
of 60 days.

Experimental protocol.

The body weight of all the animals
was checked every day. The rats were
randomly divided into two groops
composed cach of five rats. The protocol
of rat treatment is given below:

- Group | (controlk Animals were
administered corn o1l only.

- Group Il (CPF-treated): Animals were
admimistered CPF dissolved in corn ml
(1725 LDsy) (Tanvir et al. 2015).

After 60 days of trcatment, the
blood and hiver tissue were collected for
biochemical examinations as indicated

below.

Biochemical marker enzvmes in
plasma.

After 60 days, rats were fasted
overnight. Then, they were weighed and
sacrificed. The blood samples were
collected from each rat and a 2 ml-sample
was mjected m a glass tube without
EDTA and left for 20 min to coagulate at
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room temperature, and then centnfuged at
3000 rpm for 10 min to obtan serum
samples used for biochemical assays.

Measuorement of malondialdehyde
level.

MDA can be detected by a
colonmetne reaction with thiobarbituric
acid (TBA). It was detected afier
degradation of polyunsaturated fatty acids
3 or 4 Double perowidized bonds. This is
a highly sensitive method for determining
lipid peroxidation in vitro. The assay of
MDA was camed out according to the
method of Esterbawer et al. (1992)
Optical density has been measured at & =
532 nm.

Antioxidant enzymes assay.

Glutathione (GSH)  level was
determmed according to the method of
Ellman et al. {1959). This assay is based

on the measurement of 2-mitro-5-
mercapturic absorbance at 4= 532 nm.
The latter resulted from the reduction of
the acid 5.5°-dithiobis-2-nitrobenzoic acad
(reagent Elleman) by groups (-5H) of
glutathione. Once prepared, it must
undergo homogenate deproteimization (by
0.25% sulfosalicylic acud) to protect the
SH-groups of glutathione.

The enzymatic activity of GPx was
determmed according to  Flohe and
Gunzler (1984) method using Hx0: as
substrate. The spectrophotometric assay
of catalase (CAT) activity was performed
according to Achi {1984). The decrease of
absorbance was noted for 3 min by a
spectrophotometer at a wavelength of 240
nm and an extinction cocfficient & = 0.036
mM-em.

The actwvity of glutathione S-
transferase  (GST)  was  determuned
according to the method of Habig et al
{1974). It is based on the conjugation
reaction between GST and a substrate, the
| -Chlore2 4-dimtrobenzene (CDNB) as a

Tunisian Journal of Flant Protection

cofactor of GST, the conjugation results
in the formaton of a new molecule: 1-5-
glutathionyl 2-4-[d nitrobenzene  to
measure the acthivity of GST.

Statistical analvsis.

Data were cxpressed as mean +
SD of five rats in the group. Significant
differences between the control and the
treated groups were determined by the
Student’s  f-test. Statistical calculations
were carried out using Minitab 171
statistical package and the Excel 16.0
(Microsoft, Inc.). The level of statistical
significance was sct at < (L05.

RESULTS
Effect on liver function biomarkers.
There was a significant increase (P
< 0001y in ALT activity levels 1n
chlorpyrifos (CPF treated mats (58.66 +
2.08 IU/L) compared to control animals
(3200 £ 400 ILVL). Simlarly, the value
of AST was significantly (F = 0.001)
increased in CPF group (62.00 + 2.64
IU/L) compared to control (32.33 + 2.51
IU/L) (Table 1).

Effects of CPF on lipid peroxidation.

Treatment with CPF mduced
significant (P = 0.01) increases in MDA
levels in the treated group (0.632 + 0,140
nmol/mg prot) as compared to control
group (0.557 = 0.07] nmolimg prot)
{ Table 2).

Effects of CPF intoxication on
antioxidant defense system in the liver
tissue.

The administration of CPF caused
significant (P = 0.05) decreases in CAT
(0L099 = 0.015 pmolfmin‘mg prot), GSH
(L158=10F £ 1.093=107 pmol/min/mg
prot) and GST (00003 £ 0.048=10°
umol/min/mg prot) activiies i liver
compared to the control group (0,190 +
0.005 pmolimin/mg prot; 2.460=10°
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£2 376x10F pmol/min/mg prot; 0.006 +
0.1 pmol/min/mg prot, respectively). A
significant (P < 0.05) increase m GPx
activity was also noted following oral

admmistration of CPF to rats (0.574 +
0.056 pmol/min‘mg prot) relative to the
control ones (0.422 £ 0L076 pmol/min/mg

prot) (Table 2).

Tahle 1. Effect of treatmeni with chlorpymifos ({CFF) on hepatic
mjury markers in the plasma of *Wistar’ mis

Liver fumction binmarker
Trestneeni
ALT (T AST (ILAL)
Comienl 3E00 4 4.00 32334251
Chborpyrifos . - azs
(CPF) SR.66 £ 2 08 G20 & 2

Values grven are mcans + 5010 of the resulis abizined from 5 mis.
Means with at least ome common superscripi do nod differ
signifimmly at #=< 0U05. ALT: Alanine aminotransferease, AST:

A spartaie aminoiransfease

s## Very highly significant at P'< 0,001

Tabbe . Effect of chlorpymifos (CPF) on lipidperoxidation, reduced
gluizibiome and activities of enzymatic antioxidanis in the liver of

expenmental animals.

Trestneent Cmprtral Chlorpyrifaes (CPF)
MDA 0557 £ LOTL &3 £ 0140
GRGET OO0 = (DD 003 & 0048 = |F*
=5H U T Bl e S T 1.158=10F = 1093=10™
CAT 0,150 £ (LO0E (DS £ 0] 5%

GPx 0422 £ L0765 574 £ 0.056

MDA (mmolfmg protl, GST {pmol'min‘mg prot), G5H {(pmolfmin'mg
prot, CAT (pmolfmin'meg prot), GPx (pmolfmin'mg prod). Valoes
given are mean + S0 of the results obinined from 5 rais. Means with
least omne common superscript do not differ significantly at P < 0.05.

* Significami at P < 0.05; ** Highly significant at P =< 001; *** Very

highly sigmificant at <L,

DISCUSSION

In the present study, we
demonstrated that CPF administrated to
rats provoked a marked elevation in
serum AST and ALT activitics. These
findings are in accordance with various

Tumnigian Jaurmal of Flant Protection

previous  studies (Ambaliet al. 2011;
Geolet al. 2005; Heikal 2013; Mansour
and Mossa 2011; Mol et al 2008)
These increases could potentially be
attnbuted to the release of these enzymes
from the cytoplasm into the blood
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circulation indicating a necrosis and
inflammatory reactions {Acker et al.
2012; Tanvir et al. 2015), and reflect the
alteration of the membrane permeability
of the hepatocytes (Raina et al. 2015).

Various swudies indicate the
production of reactive oxygen 'ap:v::i:ﬁ
(ROS) as secondary means of toxicity
(Sidhu et al. 2014). "We showed that rats
exposure for 60 days to CPF caused an
increase i malondialdehyde  (MDA)
level, which is the major end products of
lipid peroxidation, in liver of rats. This
effect may be ascribed to an excessive
production of ROS by a pesticide-induced
oxidative cell (Akande et al. 2014). This
result is in agreement with those of other
studies showing an increase in lipid
peroxidation after treatment with CPF
(Gultekin et al. 2000; Kalender et al.
2012; Oyjha et al. 2011; Saulsbury et al
2009; Uzun and Kalender 2013). We have
demonstrated that CPF-mduced injury is
caused by the mmduction of oxidative
stress which was suggested to be an
additional factor inducing apoptosis.
Tuzmen et al. (2008) demonstrated
previously that mts  developed lipid
peroxidation and liver damage subsequent
to CPF exposure.

In the present study, the liver rats
treated with CPF showed significant
decreases in GSH and GST levels and in
CAT activity but there was an increase in
the GPx activity. The perturbation of
these enzymes may be duc to codative
stress of pesticide mtoocation. This is in
accordance  with  previous  works
{(Aggarwal et al. 2014; Ajay et al. 2005;

Mansour and Mossa 2011; Raina et al.
2015). Therefore, Adedara et al (2015)
revealed a decrease of catalase and GST
activitiecs  in  treated  Drosophila
melanogaster following CPF treatments.
Other researchers also recorded an
clevanon in CAT activity {Ozkan et al.
2012; Tuzmen et al. 200%; Uzun and
Kalender 2013) and m GST level
{Cacciatore ct al. 2015). However, Aly et
al. (2010} recorded an increase m GSH
level and GPX activity was unchanged.
Thus, CPF increased rate of hepatic lipid
peroxidation (MDA), with the depletion
in the defense system, suggesting that this
alteration induced by CPF mmvolved an
oxidative stress.

GSH plays a key role in the
detoxification of free radicals. It directly

interacts with high affinity with thiol
groups (-5H) of GSH. The GPx is a key
antioxidant enzyme, which regulates the
level of ROS (GPx is capable not only to
reduce the hydrogen peroxide in water,
but also the resulting hydroperoxides of
oxidation of unsaturated fatty acids).
Concerning the glutathione S-transferase
(GST), this enzyme plays an important
role in detoxafication of xenobiotics.
Catalase (CAT) is the second step in the
enzymatic defense system (Preedy 2013).
To conclude, the results from the
current study indicate that oral exposure
of CPF produces hepatic damage.
Furthermore, the oxidative stress and the
altered antiocodant system m liver are duc
to imbalance between oxdant and
antioxidant levels in hepatic tissues.

RESUME

Chenikhar H., Djabri B., Salmi A., Taib C. et Rouabhi R. 2018. Hépatotoxicité induite
par le chlorpyrifos chez les rats “Wistar’. Tunisian Jouwrnal of Plant Protection 13 (si):

23-30.

Le chlorpyriphos-éthyl est l'un des insecticides organophosphorés les plus largerment uiilisés & des fins
industrielles, agricoles et des applications de la santé publigue. Le présent travail congiste & évaluer la
tonicité hépatique induite par le chlorpyriphos-éthyl sur quelgues paramétres du stress oxydatif. Apeés

Tunigian Journal of Plant Protection
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un gavage quotidien pendant &0 jours, cet insecticide a provoqué des dommages cellulaires chez les
rafs exposds par [Elévation des activitds de lalanine aminotransférase (ALT) et Paspartaie
aminotransferase (ASTL En ouire, les paramdires bépatigues onf monind wee augmentation de la
peracydation lipidigue hépatique qui a éé évalwde par les tenewrs en malondialdébyde (MDA}, ainsi
quiune dirimution de activité de la catalase {CATL Une réduction de la glutathion (G3H) et de la
glutathion-S-transfrase (GST) o upe augmentation des activités de glutathion perosydase (GPx) ot
également éié notdes. Ces altiérations ont indiqué gue le chlorpyrifos a affecté le systéme antiosyvdant
dans le fissu hépatique, & induit des lésions hépatiques ef a déclenchd, par conséquent, le siress
o ydatif.

Mots ol Chlompyripbos-Sthyl, peroxidation lipidique, stress oxydatif, systéme antioxydant, toxicisg
heé paticgus

uﬂﬂi
s 1918 CF aplll gl il by adaay Ml el A allay pdlhly g ke salh Al
Tunisian Jowrnal of Plant Protection 13 (si): 23-30. Syt Al 2= (chlorpyrifos)

Al 30y e liall | el 2 2] Ylanlid 3y 5 e gill dadl 21 a0 (Chlorpyriphos-éthyl) Ll - sy a2 45
s ey e L e gy S i Gl saS0 ae il il B el 38 ity Aalad Gaally
g 3 gl e B s tadl agpall e sdl o 60 B3 Gy ol a3 ey 528l dga)
B i i) Soldasll ARE (AST) Aspartate aminotransferase » (ALT) Aminotransferase
o Liadl 3 Al o MDA) Malondialdehyde 38 5 agls Jhin e 2035 35280 dinall 52840 5 s
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