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Résumé

L’objectif de cette étude était de mettre en évidence les relations entre ’intoxication hépatique
par deus pesticides pyréthrinoides et I’effet protecteur de Punica granatumL. 1753. Dans cette
¢tude, nous avons utilisé deux pesticides ; lambda cyhalotrine et deltamethrine, la Punica
granatum seuls ou en mixture a des doses consécutives de 3,8 mg/kg/j pour le lambda
cyhalothrine, de 50 mg/kg/j pour le deltamethrine et de 50 mg/kg/j pour la Punica granatum,
administrées sub-chroniquement par voie orale pendant 15 jours. L’étude est réalisée sur les
souris de Mus musculus au nombre de 32 agés de 2 a 3 semaines, le poids moyen 38 mg. Les
souris ont été divisées en huit groupes a I’ordre de 04 individus par groupe. Le premier lot a
servi comme témoin et recu I’eau distillée. Les autres groupes ont été traités par les pesticides
et la Punica granatum seul ou en mixture. Nos résultats ont montré que I’exposition aux deux
pesticides a induit des changements dans les paramétres biochimiques et enzymatiques avec
une diminution du taux de protéines et de I’activité de catalase (CAT) contre une
augmentation de l’activité enzymatique de GPx et de MDA qui est un biomarqueur de
peroxydation lipidique. Le traitement des souris avec de la Punica granatum a fait face contre
la toxicité causée par le lambda cyhalothrineet le deltaméthrine, seul ou combinés, par sa

capacité de piéger les radicaux libres et réduire les effets toxiques qui les induits.

Mots clés : Hépatotoxicité, pesticides, Punica granatum, deltaméthrine, Lambda cyhalotrin,

les souris.



Abstract

The objective of this study is to highlight the relationship between hepatic poisoning by
pesticides and the protective effect of Punica granatumL1753. For the realization of this
study, we used two pesticides, lambda cyhalothrin and deltamethrin, Punica granatum alone
or as a mixture at consecutive dose of 3.8 mg / kg / day for lambda cyhalothrin, 50 mg /
kg/day for deltamethrin and 50 mg/kg/day for Punica granatum, administered sub chronically
orally for 15 days. The study is carried out on Mus musculusculus mice of strain BALB / C,
32 of which are 2 to 3 weeks old, with an average weight of 38 g. The mice are divided into
eight groups on the order of 04 individuals per group. The first batch served as a control and
received distilled water. The other groups were treated with pesticides and Punica granatum
alone or as a mixture. The results obtained at the end of our experiment showed that the
pesticide treatment induced changes in the biochemical and enzymatic parameters with a
decrease in the level of protein concentration in the batch treated by the mixture of the two
pesticides. Catalase activity (CAT) experienced a significant decrease against an increase in
the enzyme activity of GPx and MDA which is a biomarker of lipid peroxidation. The
treatment of mice with Punica granatum has faced the toxicity caused by lambda cyhalothrin
and deltamethrin, alone or in combination, by its ability to trap free radicals and reduce the

toxic effects that induce them.

Key words: Hepatotoxicity, pesticides, Punica granatum, deltamethrin, Lambda cyhalothrin,

mice.
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Introduction

Les pesticides sont des composés chimiques dotés de propriétés toxicologiques,
utilisés par les agriculteurs pour lutter contre les animaux ou les plantes jugés nuisibles aux
plantations, ces substances sont considérés comme la troisiéme cause de pollution dans le
monde(Multinger, 2005). L'usage des pesticides a considérablement augmenté au cours des
derniéres décennies créant un danger croissant pour la santé¢ des populations, puisque méme
une exposition de faible intensité a un risque a long terme qui est plus difficiles a apprécier,
cesans parler des effets a court terme qui sont de mieux en mieux connus
(effetsneurologiques, cancers, malformations congénitales, systtme immunitaire affaibli et

troubles de la reproduction) (Baldi et al. 1996 ; Tron et al. 2001).

Les pyréthrinoides, constituent aujourd'hui la famille d'insecticides la plus utilisés. Ils
sont utilisés contre une grande variété d'insectes en agriculture, horticulture, dans le domaine
forestier, en santé publique (dans les hopitaux) et dans les résidences, Les pyréthrinoides les
plus connus et utilisés commercialement sont la perméthrine, la cypermethrine, la cyfluthrine,
la deltaméthrine et lambda cyhalothrine, Ils se retrouvent dans I'environnement
essentiellement en raison de leur usage comme insecticides. Dans l'air, ils sont rapidement
détruits par le soleil. Ils sont fixés fortement aux sols et peuvent étre dégradés par les
organismes présents dans le sol et 1'eau. Si, en général, ils sont relativement peu toxiques pour
les mammiféres, les pyréthroides sont des insecticides de synthése trés toxiques pour les
organismes aquatiques et les animaux a sang froid. La plus faible toxicité chez les
mammifeéres s’explique par une faible absorption par la peau et une transformation rapide

dans I’organisme (Bouvier, 2005).

La grenadien est I’'un des produits les plus riches en antioxydants notamment
lespolyphénols solubles, les tanins et les anthocyanes. Ces constituantprésentent diverses
activités biologiques telles que 1’¢limination des radicaux libres, 1’inhibition de la croissance
microbienne et la diminution des risques de maladies cardiovasculaires, cérébrauxvasculaires
et certains cancers (Mena et al. 2011). Les extraitsdu grenadier peuvent étre utilisés aussi
pour la prévention ou la guérison de 1'athérosclérose,des diarrhées, des ulcéres gastriques et
des maladies li¢es a I’cestrogene telle que la maladie de pageet du mamelon (Holland etal.
2009). C’est pour ces raisons que la culture du grenadien connait un regain d’intérét dans

plusieurs pays en raison d’une demande assez fortede ces fruits sur le marché.



Le but de L’étude :
» Connait les effets toxiques de deux pesticides sur le systéme hépatique de la
souris.
» Connait I’effet protecteur du plant médicinal (Punica granatum L.1753) sur le

systéme hépatique de la souris.
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I. Pesticides et hépato-toxicité
I.1. Pesticides
I.1.1. Définition des pesticides

Le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes les
substances (molécules) ou produits (formulations) qui éliminent les organismes
nuisibles, qu'ils soient utilisés dans le secteur agricole afin d’améliorer les
rendements et la qualit¢ des productions agricoles, ou bien dans d’autres

d’application (Medjdoub, 2013).
I.1.2. Classification des pesticides
I.1.2.1. Classification par cible
Les pesticides peuvent étre classés selon I’organisme ciblé (Tableau 1).

Tableau 1:Classification des pesticides selon les organismes ciblés (Perrine

etBranchet, 2018).
Type de pesticides Organisms vivantsciblés
Acaricides Acariens
Algicides Algues
Avicides Oiseaux
Bactéricides Bactéries
Fongicides Champignons
Herbicides Herbacées
Insecticides Insectes
Mollusquicides Mollusques
Rongicides Rongeurs
Virucides Virus

1.1.2.2. Classification par famille chimique

La classe chimique des pesticides permet d’évaluer leurs propriétés physico
chimiques dont découlent leur efficacit¢ et leur mode d’application (relation
structure/fonction). Il existe plusieurs dizaines de classes chimiques de pesticides

dont quelques-unes sont présentées ci-dessous (Perrine et Branchet, 2018).

1.E
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Tableau 02: Structure chimique formules brutes mode d’action et de quelque

substance actives pesticides appartenant a déférents famille chemique(Perrine et

Branchet, 2018).
Substance Famillechimique | Structure Généralité le mode | Effet
active chimique et | d’action
formule brute
Pyréthrinoides
0l
Deltaméthrine Ol 1.0 Ouverture du
] Insecticide
Lambda canalsodium des
cyhalothrine ‘ ’ nuerons
| Transmission continue
de I'influx nerveux
Convulsion tétanie
CMHQC]S
0 Blocage du transfére | Herbicide
Atranzic Triazinc \ des ¢électrons dans le
CLH T T photosystéme II
e WO W e, | | Blocage
f " photosynthése;
CRHMC]NS mortdu plant
Inhibition de la Fongicide

Tébuconazole | Triazole biosynthése de

I’ergostérol de

} membrane des

champignons

CigtnCIN:0

1.1.3. Famille de pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des insecticides largement utilisés dans la production
agricole partout dans le monde. Ces insecticides lipophiles sont appliqués en
remplacement des organophosphorés, en raison de leur plus faible volatilité et leur
inactivation métabolique rapide (Barr et al. 2010; Elliott, 1976; Morgan et al.
2016) par exemple (Delthaméthrine; Lambda cyhalothrine).

1%
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1.1.3.1.Deltaméthrine

1.1.3.1.1.Définition

La deltaméthrinequi est la matiere active du DECIS est un insecticide de la famille
des pyréthrinoides qui agit principalement au niveau des canaux sodium des fibres
nerveuses qu’elle bloque en position ouvertes. (Rey; 2012).

1.1.3.1.2. Structure chimique

La deltaméthrine (Co; H19B1ry;NO3), a été synthétisée en 1974 puis commercialisée
enl977 (Leahy, 1985). Nom commun DECIS EC 25, et le nom Chimique [1R-
[1a(S) ,3a]- cyano (3-phenoxyphenyl) méthyle 3-(2,2dibromoethenyl)-2,2-
diméthylecyclopropanecarboxylate, parmi les pyréthrinoides, la deltaméthrine est
considéréecomme la plus toxique, car elle n’est ni jamais complétement dégradé ni

rapidement métabolisée et de ce fait s’accumule dans les lipides (Sayeed et al.2003)

X 00

c

Figure 01: Structure chimique de la Delthamthrine(ANSES. 2010).
1.1.3.1.3. Utilisation de deltamethrine
La deltamethrine est trés employée dans le secteur agricole et forestier et depuis
qu’elle a prouvé son efficacité vis-a-vis de nombreux insectes (Villarini et a/.1998).
La deltaméthrine est aussi utilisée dans les programmes de contrdle de la malaria
dans les pays concernés (Yadav et al. 2001). Elle y est aussi utilisée pour r
imprégner les moustiquaires(Darrietetal.1998).
1.1.3.1.4.Mode d’action de deltamethrine
Le mode d’action doit étre essentiellement central dans 1’action, ou au moins
provenir des centres nerveux supérieurs du cerveau. La mort des insectes semble
étre due a des dommages irréversibles au systéme nerveux survenant lorsque

I’empoisonnement dure plus de quelques heures. (Hasibur et al. 2014).

1%
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1.1.3.1.5. Toxicité de délthamétrine

Une abondante littérature disponible sur la toxicocinétique de cet insecticide révele
que, chez les mammiferes, 1'étape primaire de détoxification est le clivage de 1'ester
suivi de I'hydroxylation (Casida et al. 1983). Le taux de désintoxication est tres
¢levé chez les mammiféres que chez les insectes, ce qui conduit a un taux élevé de
toxicité pour les insectes et les mammiferes (Elliot, 1976 ; Aldridge, 1990). En
solution, dans un solvant non aqueux, la deltamethrine présente sa plus faible DL50
de 19mg/kg par voie orale chez la souris et d’environ 130 mg/kg/j chez le rat
(IPCS, 1990). La toxicit¢t de DM par voie cutanée estfaible; la DL50
correspondante est supérieure a 800mg/kg chez le rat et supérieure a 2000 mg/kg
chez le lapin (INRS, 2016). L’intoxication aigu€ se manifeste chez le rat et la souris
par les signes suivants: hyper salivation, diarrhée, dyspnée, faiblesse, défaut de
coordination motrice, hypotonie, tremblements, mouvements cholériformes,
tachycardie, difficultés respiratoires et convulsions cloniques. Les paralysies des
muscles respiratoires sont susceptibles de conduire a la mort. La sévérité des
symptomes est corrélée a la concentration de DM dans le cerveau (He et al, 1989 ;
INRS, 2016). La deltamethrine provoque une salivation excessive, secousses
cloniques, mouvements involontaires, convulsions toniques et cloniques. On a noté
aussi des altérations neurologiques avec démyélinisation (Scassellati et al, 1994 ;
Toumi, 2013).

1.1.3.1.6. Métabolisme

La deltamethrine est métabolisée en composé€s non toxiques par oxydation, par
hydrolyse de la fonction ester et par conversion du groupement cyano en
thiocyanate. Chez 1’homme, elle est rapidement métabolisée au niveau hépatique
avec formation d’acide 3- phénoxybenzoique, d’acide décamétrique

(Ou acide cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl-cyclopropane-1- carboxylique ou
cis-Br2CA). Les métabolites oxydés sont ensuite sulfo- ou gluco- conjugués

facilitant ainsi leur élimination dans les urines (Gasmi S; 2018).

X
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1.1.3.2. Lambda cyhalothrine

1.1.3.2.1. Définition

La lambda cyhalothrine est un insecticide pyréthrinoide de synthése de type II, dont
les utilisations en agriculture sont de plus en plus importantes (Ansari et al. 2012;
Fetoui et al. 2009; lyyadurai et al. 2014).

Cette substance active est constituée de deux des quatre formes énantioméres de
lambda cyhalothrine. Il s’agit d’'une molécule a large spectre contre les insectes
ravageurs des cultures (Fetoui et al. 2009)

1.1.3.2.2. Structure de lambda cyhalothrine

La lambda cyhalothrine présente une structure moléculaireC,3 H19ClF3NO3masse
moléculaire de 449,9 g / mol et sonla solubilité dans I'eau est de 0,005 mg / L. Il est
soluble dans d'autressolvants comme l'acétone, le méthanol, le toluéne, 1'hexane

(Doganetal. 2016) et présente une odeur légere et une vapeur d'équilibre
négligeablepression a 20 °C avec un Pb de 499 °C (Zhao et al. 2008).

CN

\ i
J\ﬂ ﬂ/H |
C=C COOCH 0

Cl’/ \\77/f \Tj:r
CH; CH;

Figure02:Structure chimique de la lambda cyhalothrine(Hrouna
et Soumare, 2010).

CF

1.1.3.2.3. Utilisation de Lamda cyhalothrine

La lambda cyhalothrine est un pyréthrinoide de synthése utilisé pour controler une
large gamme de ravageurs a savoir les 1épidopteres, les hémipteres, les dipteres,

et les coléopteres (Bao et al. 2007). Elle est un important outil utilisé en santé pour
controler les cafards, les moustiques, et les mouches, qui peuvent agir comme des

vecteurs de maladies (Velmurugan et al.2007).

1%
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1.1.3.2.4. Mode d’action

Lambda cyhalothrine agit comme un poison axonique sur le systéme nerveux
périphérique et central de I’insecte (Li Ming, 2008). En effet, le canal sodique
voltagedépendant de la membrane des cellules nerveuses est le principal site
d'action des pyréthrinoides (Li-Ming, 2008). De méme, la montré été que les
pyréthrinoides, plus particulierement la lambda cyhalothrine inhibe la fermeture des
canaux sodiques et donc perturbe le fonctionnement normal du systéme nerveux. La
lambda cyhalothrine pénétre plus précisément la cuticule de l'insecte, perturbe la
conduction nerveuse dans les minutes qui suivent; ce qui conduit a la cessation de
l'alimentation, la perte de controle musculaire, la paralysie et la mort éventuelle

(Li Ming, 2008).

1.1.3.2.5. Toxicité de la lambda cyhalothrine

Comme les autres pyréthrinoides, lambda cyhalothrine est une molécule a potentiel
neurotoxique non seulement pour les insectes, mais aussi pour les mammiferes
(Anadon et al. 2006; Ansari et al. 2012; Aouey et al. 2017; Fetoui et al. 2009).
Cependant, cette substance active est plus toxique chez les insectes que chez les
humains, étant donné la différence inter-espéces dans la sensibilité des canaux
sodiques et des différences de masse et température corporelle (Bradberry et al.
2005). La toxicit¢ de la lambda cyhalothrine chez les animaux a été étudiée
abondamment ces dernieres années, parce que les sujets exposés a ces insecticides
ont montré des changements au niveau du fonctionnement du cerveau impliquant
les systemes dopaminergiques, cholinergiques et sérotoninergiques (Hossain et al.
2005).

1.1.3.2.6. Métabolisme

Des études ont montré que les pyréthrinoides sont métabolisés dans le foie suite a
une rupture de leur liaison ester (Scollon et al.2009). Ceci est catalysé par les
carboxyles stéras humaines (h-CE1 et h-CE2) ou par le cytochrome P450 (Ross et
al. 2006). De plus, les recherches de Ross et al. 2006) ont montré que le taux
d’hydrolyse des métabolites des pyréthrinoides était similaire chez 1’homme, la
souris et le rat. Dans le cas de la lambda cyhalothrine, cette molécule se scinde pour
produire trois principaux métabolites, 1’acide 3-phénoxybenzoique (3-PBA), 1’acide

cis-3-(2-chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-en-1-yl)-2,2-diméthylcyclopropane
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carboxylique (CFMP) et I’acide 3-(4’-hydrodroxybenzoique (4-OH-3-PBA)
(Kaneko et Miyamoto, 2001).

I.1.4. Utilisation des pesticides
Dans 1’agriculture les pesticides sont utilisés pour lutter contre les insectes, les

parasites, les champignons et les herbes estimés nuisibles a la production et a la
conservation de cultures et produits agricoles ainsi que pour le traitement des
locaux. (Ayad et Mokhtari. 2012).

I.1.5. Impact sur I'environnement

Les pesticides peuvent contaminer le sol, I'eau, le gazon et toute autre végétation.
En plus de tuer les insectes ou les mauvaises herbes, les pesticides peuvent étre
toxiques pour une foule d'autres organismes, y compris les oiseaux,poissons,
insectes utiles et plantes non ciblées. Les insecticides sont généralement la classede
pesticides la plus toxique, mais les herbicides peuvent également présenter

desrisques pour les organisations non ciblées (WasimAktar et al. 2009).
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Figure03: Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les
milieux de I’environnement (Ineirs, 2005).
I.1.5 Modes d’exposition de ’homme aux pesticides et effets sur la santé
Les crises sanitaires récentes obligent a mieux comprendre et articuler les liens entre
agriculture, environnement et santé publique. Le risque des pesticides pour I’homme
se situe a I’interface de ces trois domaines. Il s’agit d’un risque global intégratif, qui
nait du cumul des expositions auquel est soumis un €tre vivant. Les voix dermique,

respiratoire (pour les utilisateurs directs de produits phytosanitaires par exemple) et
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orale peuvent étre sollicitées. Il concerne a la fois les professionnels et le grand
public. Des problémes de résidus dans les 1égumes, les fruits, etc., sont aussi mis en
évidence car les aliments constituent une voie majeure d’exposition en raison de

leurs niveaux plus élevés de contamination (Madjdoub, 2013).

{ Chaine alimentaire Envirenmentent
Alimentation \
Habitat
’ < Culture oy
Faune Jardinage Sol, Air,
Flore \ E]evage / Eau
h N
ST S
Transferts inter- Agriculture
. Pesticide ,
compartiments et Elevage

transformations

Figure 04: Modes d’exposition de I’homme et des milieux par les pesticides (CPP,
2002).

I.1.6. Les effets toxiques des pesticides

Plusieurs études de santé ont démontré les risques de toxicité aigue et chroniques

pour les agriculteurs exposés aux pesticides.

I.1.6.1. Toxicité aigue

Les effets liés a une intoxication aigue se produisent généralement tout de suite ou

peu de temps(exposition a court terme) aprés une exposition significative a des

pesticides. L’évaluation de la toxicité aigue d’une maticre active sur I’homme se fait

par le calcul de la DL50 sur un animal de laboratoire : rat, souris, lapin (dose l1étale

50%) qui est une estimation statistique du nombre de milligrammes de la substance

toxique par kilogramme de poids qui va tuer 50% d’une population expérimentale.
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Dans ce systéme, I’OMS considére un pesticides extrémement dangereux (classe I)
ou trés dangereux (classe II) si elle a une valeur DL50 faible (Chiali, 2013).

1.1.6.2. Toxicité chronique

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

(Weinberg, 2009).
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L.2. Systéme hépatique

1.2.1. Foie

Le foie de la souris est un organe asymétrique compos¢ de deux lobes qui, par ses
différentes fonctions, contribue au maintien de 1’homéostasie de 1’organisme. Il
synthétise diverses molécules essentielles et permet d’extraire et de métaboliser les
nutriments et xénobiotiques introduits dans 1’organisme en partie via le systéme
digestif. Le parenchyme (tissu fonctionnel) est composé de sept types cellulaires :
les hépatocytes, les cholangiocytes, les cellules endothéliales sinusoidales, les
cellules de Kiipffer, les lymphocytes, les cellules dendritiques et les cellules
¢toilées. Leur agencement favorise leurs interactions. Ces cellules se rassemblent
dans le lobule hépatique qui comprend une veinule centrolobulaire, autour de
laquelle le parenchyme hépatique se répartit de fagon polygonale avec les angles
constitués d’espaces portes. Ces derniers sont constitués d’une veinule porte, d’une

artériole hépatique et d’un canalicule biliaire.

Meadial koba

Eallbladder

Right loba

Lef lobe

Caudate loba

Right renal fossa

Figure 05 : Le foie de la souris (Hollander F. 1987).
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1.2.2. Hépato- toxicité des pesticides

Le foie est le premier organe qui fait face a toutes les molécules étrangeres
emmengées par la circulation et ¢’est ainsi qu’il est I'un des organes soumis a plus de
dégats. Les transaminases ASAT (Aspartate amino transférase), ALAT (Alanine
amino transférase) et ALKP ou PAL (phosphatases alcalines) sont des enzymes
hépatiques importantes et responsables des processus de détoxication (Abbassy et
al. 2012).Ces enzymes sont sécrétées dans la circulation sanguine et leur taux
augmente dans le sang au cours des lésions hépatocellulaires. Ces variations
peuvent varier en fonction de la durée d'exposition et de la dose. L'augmentation des
activités de ces enzymes dans le sérum est indicative de lésions du foie, des reins et

des muscles (Mairif S.2015).
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II. Stress oxydatif
I1.1. Définition

Le stress oxydatif est un état caractéris€é par un déséquilibre entre la production des
especes réactives de l'oxygene et les capacités antioxydants de l'organisme (enzymes
antioxydants et systémes antioxydants non enzymatiques) (Delattre et al. 2005).Un stress
oxydatif pour étre induit lors de la surproduction d'espéces réactives et /ou par suite de
I'inhibition des systémes antioxydants qui peuvent étre inactivés, soit directement, soit par

défaut de synthése (Pge. Campbell .2004).

S nutrion
cellule Oligoéléments
Hg Pb Glutathion sEg
cd Thiorédoxine Cu
SOD, GPx
s . Ferritine A Zn
Ozone NOx - Spapration g
goudrons Tabac - - ..'-'ugéngmique

“ )

P ollufjon A lcool

Vitamine C, E
| Caroténoides
| Polyphénols

Stress
. Antioxydant

Respiration

mitochondriale

@ \kﬂ )
" Pro-o

Phagocytose

Figure 06 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favie.2006).

I1.2. Radicaux libers
Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche

périphérique, rendant ainsi cette espéce chimique particulierement instable. Lorsque cet
¢lectron célibataire est situé sur un atome d’oxygeéne, on parle alors « d’espéces réactives
de I’oxygéne » (ERO) ou « reactive oxygene species » (RO)(Beaudeux J.2005 ).

I1.2.1. Principales cibles biologiques des radicaux libres

I1.2.1.1. Acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les radicaux libre. La guanine, par exemple, peut
réagir avec OH' pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de

s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de

e
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I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le
déclenchement du cancer et le vieillissement ((Haleng Jet al. 2007).

I1.2.1.2. Oxydation des protéines

Les radicaux libres oxygénés induits des modifications dans les structures primaires,
secondaires et tertiaires des protéines par la formation des dérivés protéiques carbonylés
via plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés
(Gassmi S.2018).

I1.2.1.3. Lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL oxydées,
qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de ces
récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les
macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (role important dans les
premicres €tapes de I’athérosclérose). En outre, ces LDL oxydées sont immunogenes et les
immuns complexes formés peuvent activer la voie classique du complément et générer la
sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les macrophages (Haleng Jet a/.2007).
I1.2.2. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits naturellement par 'organisme (Milane, 2004)

» au niveau de la respiration mitochondriale, lorsque I’oxygéne échappe a la
réduction compléte en H,0, il est estimé 2 a 5% de ’oxygéne consommé au
niveaumitochondrie est transformé en radicaux superoxydes 02° de maniére
continue et physiologique.

» au niveau de certains organites cellulaires tels que les peroxysomes et des
lysosomes, d’autres sources des espéces réactives de I’oxygene (ERO) ont été
identifiées dans la cellule tel que la xanthine oxydase, la famille du cytochrome
P450 et les enzymes de la voie de 1’acide arachidonique (Baraud, 2011). Ont
démontré qu'ils existent des promoteurs de tumeurs qui peuvent induire la
formation de peroxyde dhydrogéne par des leucocytes humains. De plus la
pollution, la cigarette et de nombreux agents chimiques peuvent étre a 1’origine

d'une production accrue de radicaux libres (Frenkel et Chrzan (1987).
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Figure 07: Résumé des sources exogenes et endogénes de radicaux libre (Douaouri,
2018).

I1.2.3. Espéces réactives d’oxygene

L'oxygeéne est un radical libre peu réactif, présent le plus souvent sous forme de
dioxygene(0,). Physiologiquement et dans certain circonstance, il est a l'origine de la
formation de dérivés plus réactifs appelés especes réactives oxygénées (ERO).Ces
molécules sont trées nombreux, de forme radicalaire (contenant un électron non apparié). 11
existe de trés nombreuses ERO mais les plus importants sont I'anion superoxyde (02-), le
peroxyde d'hydrogéne (H,0,), le radical hydroxyle (OH"), 1'hypochlorite (CIO-) et le
peroxynitrite (NO3) (Carole I .2011).

I1.2.3.1. Anion superoxyde O35

Le radical superoxyde est produit partir de I’oxygeéne moléculaire, principalement par les
cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes, macrophages, éosinophiles), et il participe
a l'inactivation des virus et bactéries. Ces cellules sont sources d'une importante quantité
de radicaux libéres dans le milieu environnant et susceptibles d'entrainer des esions
tissulaires séveéres, comme c'est le cas dans, l'activation de la xanthine oxydase par
l'ischémie va provoquer une formation importante de radicaux superoxydes en présence
d'oxygéne lors de la reperd fusion (Favie R.2003)

0,+e” — 05

La NADPH oxydase est ¢galement une source importante d’anion superoxyde

NADPH +20; =————p  NADP+H"+2035

e
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relativement stable, il n'est pas trés toxique pour l'organisme. Mais il est a 1’origine de
cascades de réactions conduisant a la production de molécules trés nocive (Goudable

J.1997).
11.2.3.2. Peroxyde d'hydrogéne ou eau oxygéne H,0,

En milieu protoné, I’anion superoxyde subit généralement une réaction spontanée de

dismutation, aboutissant a la formation de peroxyde d’hydrogene (H,0,) et d’oxygene :
En présence de métaux de transition sous forme réduite, le peroxyde d’hydrogéne se

dégrade radical hydroxyle (OH.), un radical libre trés réactif (réaction de Fenton)

(Renald.S 2011).

H,0, + Fe?" ey H,0, + OH™ + OH

11.2.3.3. Radical hydroxyle OH"

Le radical hydroxyle est un des oxydants les plus réactifs et le plus dangereux du systéme
biologique, le peroxyde d’hydrogene serait transformé en radical hydroxyle par une

succession de réactions en chaine initiée par la réaction de Fenton

Fe?** + H,0, —  Fe3t + OH- + OH

Suivie de la réaction de Haber-Weiss en deux étapes :

@ H,0,+ OH» —— H,0 + 05 +H*"
Et

H,0,+05; — O0,+0H +OH

10k
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Le radical Hydroxyle réagit avec les lipides, polypeptides, protéines, et ADN,

spécifiquement les thiamines et les guanosines (Goudable J.1997).

Peroxyde d’hydrogéne

Réaction de
fenton

anion supcroxyde

Reéaction d’Haber -Weiss

Activationde cascades

des kinases / OH
Oxydationdes protéines /dlca] hydroxyle
Peroxydation lipidique l

Oxydationde 1"ADN

Figure 08 : Schéma des différentes formes des ROS (Blandine C .2006)

I1.3. Stress oxydatif et les conséquences

Le stress oxydatif a été impliqué dans plusieurs maladies incluant le cancer,
l'athérosclérose, le paludisme, le syndrome de la fatigue chronique, la polyarthrite
rhumatoide et des maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, la
maladie d'Alzheimer et la maladie de Huntington. L'évidence indirecte via la surveillance
des biomarqueurs tels que les especes réactives d'oxygene, et la production d'especes
réactives d'azote, la défense antioxydant indique des dommages oxydatifs qui peuvent étre

impliqué dans la pathogenése de ces maladies (Rahman et al. 2012).
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Cerveau :
;lxll:.clmcr " Les articulations : Reins :
= ;r :jnsor{ . Arthrite Glomérulonéphrite
[ efie de memotre Rhumatisme I'insuffisance rénale
Dépression Accident _ .
S chronique
vasculaire cérébral

Les vaisscaux
cardiaques : Yeux ;
Artériosclérose Cataracte Maladie de
hypertension — Stress oxydatif —> ]a rétine

Ischémie
Cardiomyopathic

Arrét cardiaque l

Plusieurs organes :

Cancer ~ o _ Poumons : asthme
Vieillissement Feetus Pré cclampsic la bronchite
Diabéte Retard de croissance chronique
Inflammation intra-utérine f
Infection

Figure 09 : Stress oxydatif et ses conséquences (Douaouri, 2018).

I1.4. Systemes de défenses antioxydants
Les radicaux libres sont produits spontanément et de manicre continue au sein de notre
organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systémes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systémes engendre un
augmentation des dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques
ou non-enzymatiques (Blandin, 2006).
I1.4.1. Systémes de défenses enzymatiques
I1.4.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
Ces métalloprotéines, qui représentent une des premicres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent I’¢limination de 1’anion super-oxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygeéne selon la réaction

suivant (Med liege R. 2007).
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SOD (Cu/Zn)

205 +2H > H,0,+0,

2 H,0, » 2H,0+ 0,

I1.4.1.2. Catalase
Elles réduisent le peroxyde d'hydrogene H202 en libérant de 1'oxygene et de 1'eau selon la

réaction suivante (Goudable J.1997).

CAT

2 H,0, > 2H,0+0,

Le catalase est localisées surtout dans les peroxysomes. Elles n'é1iminent pas la totalité du
peroxyde d'hydrogéne, mais leur role est trés important surtout en présence d'ions ferreux
en permettant d'¢1iminer I'exces de peroxyde d'hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne
puisse pas s’amplifier (Favie R.2003).

I1.4.1.3. Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GRase)

Les GSH-PX réduisent le peroxyde d'hydrogene H,0, et les hydroperoxydes lipidiques.
Pour fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel
elles transferent I’oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSG) elle réduit I’'H, 0,
en HO et les hydroperoxydes (ROOH) en alcools (ROH) selon les réactions
suivent (Favie R. 2003).

GSH-Px
2H,0,+2GSH » GSSG+2H,0

GSH-Px

ROOH + 2GSH >  ROH+H,0 + GSSG

L’efficacit¢ de la GSH-Px est liée a un flux constant de GSH, et elle est couplée a
I’oxydation du glucose-6 phosphate en 6-phospho gluconate, source de NADPH2 qui est

utilisé comme cofacteur par la glutathion réductase (GRase) pour régénérer le GSH :
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GRase
GSSG + NADPH, H » 2GSH + NADP+

La glutathion peroxydase (GSH-Px) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H,0, en H,0 et O3 Il existe également une glutathion
peroxydase associée a la membrane mitochondriale, la phospholipide-hydroperoxyde
glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement impliquée dans la diminution de la
peroxydation lipidique La glutathion réductase, quant a elle, a pour role de régénérer le
GSH a partir du GSSG grace au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons. En
effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire
constamment pour que la GSH-Px maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont

présentes dans le cytosol et dans les mitochondries (Med liege R.2007).

Superoxyde dusmutasel m

D> - O5% < — . H> 0>

GSH Peroxydas

GSH GSSG

GSH Reéductase

NADP NADPH

Figure 10 : Schéma des défenses antioxydants enzymatiques
(Blanine C.2006).
I1.4.2. Systémes antioxydants non enzymatiques
11.4.2.1. Glutathion

Le glutathion joue un role majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides
nucléiques contre 1I’oxydation (Stamlev J.1996). En situation de stress oxydant, son rdle

protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GSHPx.

1.k
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I1 fait aussi l'objet d'interactions synergiques avec d'autres composants du systeéme de
protection antioxydant tels que la vitamine C ou la vitamine E (Goudable J.1997).

11.4.2.2. Malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de décomposition oxydative de lipides
insaturés, comme produit secondaire du métabolisme de 1’acide arachidonique. L’exces de
MDA produit dans un tissu peut se combiner aux groupements aminés libres des protéines
(essentiellement les résidus lysines), conduisant a la formation de produits d’addition
susceptibles d’altérer les propriétés biologiques des protéines concernées. En outre, les
protéines modifiées par le MDA sont immunogenes et peuvent conduire a la formation
d’anticorps dirigés en particulier contre les résidus lysines modifiés par le MDA, comme il
en a déja été détecté chez I’homme, notamment en association avec la maladie

cardiovasculaire (Michel F.et al. 2008).
11.4.2.3. Vitamine C (acide L-ascorbique)

La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie ou
dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un
excellent piégeur des EOA (HOe* ou O02°+-). Elle inhibe également la peroxydation
lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction
avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses contribution au bon
fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthése du collagene et des
globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer. (Med liege R.
2007).

11.4.2.4. Polyphénols

Les polyphénols sont un vaste groupe de molécules possédant plus de deux groupes
aromatiques OH™ et au moins un noyau aromatique benzeéne. Les polyphénols peuvent
inhiber la peroxydation lipidique et détruisent certaines especes réactives telles que HO® et
NO; par abstraction d’un de leurs atomes d’hydrogéne. Certains peuvent réagir
directement avec 1’ion superoxyde 02°-. On a longtemps pens¢ qu’ils pouvaient étre de
bon chélateurs des métaux de transition, cela n’est peut-&tre pas vrai in vivo (Benjamine D

2015).
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Accroissement de SOD

I'effet antioxydant
Y Catalase

glutathion peroxydase

Glutathion, Coenzyme Q10

Figure 11 : Efficacité des divers antioxydants dans le corps humain en neutralisant les

radicaux libres (Dasgupta et Klein, 2014).
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Chapitre 3 : Grenade

II1. Grenade

II1.1. La Généralité sur la grenade

Depuis des milliers d’années, le grenadier, Punica granatumlL.1753, ses fruits ainsi que
ses graines, son €corce et ses fleurs, sont utilisés, au Moyen-Orient et en Asie, régions dont
cet arbuste est originaire, pour leurs propriétés médicinales. D’abord disséminé par les
nomades arabes, puis introduit en Chine au début du IIéme siécle avant JC, le grenadier est
importé a Rome par les Romains de retour des guerres puniques, apres leur victoire sur les
Carthaginois. Plus tard, le grenadier sera introduit dans la péninsule ibérique, ou le nom de

son fruit, la grenade, sera donné a 1’une des plus grandes villes d’Espagne (Elodie W .1982).

II1.2. Nomenclature

Tableau 03: Les Nomenclatures de la Punica granatumlL.1753

Nom scientifique Punicagranatuml..1753
Nom italien Melograno

Nom frangais Grenadien

Nom anglais pomegranate

Nom arabe Romane

Nom espagnol Granado

ITI.3. Origine géographique et aire de répartition du grenadien

Le grenadier est fortement représenté au Moyen-Orient, sa terre d’origine. Ainsi, on le trouve
fréquemment en Afghanistan, Turquie, Transcaucasie, et en Inde. Il est aussi beaucoup cultivé
dans le bassin méditerrané en, Espagne, Italie, Grece, Algérie, Tunisie et Maroc. On Iren
contre déja plus rarement dans le midi de la France, au Portugal, en Bulgarie et en Crimée. De
méme en Amérique, la culture du grenadier reste trés sporadique. Il est présent en

Californie, dans 1’Utah, en Alabama, Louisiane et Floride (Amouretti M. 1992).
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II1.4. Classification de Punica granatum.L 1753
Tableau 04 : Classification de Punica granatum (Spichiger R.2004).

Reégne Planta

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Class Magnoliopsida

Ordre Mpyrtales

Famille Lythraceae

Genre Punica granatumL. 1753

IIL5. Caractéres botaniques

Le grenadier, bien conduit entre en production a partir de la quatrieme année. Il est
déconseille de cueillir par temps humide, car les fruits risquent également de se fendre. Selon
les variétés, la période de maturité des grenades a lieu entre la fin du mois d'aout et de
décembre (Hmid 1.2014). Punica granatum L.1753 est une espéce a feuilles caduques, Elles
sont de forme oblongues, opposées ou sous opposées, luisantes, €troites, entiéres et non
stipulées, de 3 a 7cm de long et de 2cm de large selon les cultivars ; Au stade juvénile, les
feuilles sont de couleur rougeatre puis a la maturité, elles deviennent verdatres (Douaouri
N.2018). La période normale de la floraison de différents cultivars de grenadier se produit
généralement entre mars- avril et juin- aout. Elle dure jusqu’a 10 —12 semaines et voire plus
selon les variétés et les conditions géographiques. Sur le plan de la biologie florale, le
grenadier est une espéce monoique qui développe, sur le méme arbre, des fleurs

hermaphrodites fertiles en formes de «vase", et des fleurs males stériles avec un style tres

court et des ovaires atrophiés (en forme de cloche)(Hmid 1.2014)

Figure 12 : Différentes parties du grenade (Hmid 1.2014)

¥
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I11.6. Propriétés pharmacologiques

Certaines ¢tudes rapportent que 1’écorce, les racines, les feuilles, les fleurs et le tronc ont des
effets médicinaux bénéfiques sur certaines pathologies, principalement dans la prévention et
le traitement du cancer par l'inhibition des facteurs pro-inflammatoires et les initiateurs de la
tumeur et réduisent également la prolifération cellulaire, les maladies cardiovasculaires (effet
anti-athérogene), le diabéte, la maladie d’Alzheimer, le Sida, la dysfonction érectile ainsi que
des propriétés ostrogéniques. En médecine Ayurvédique, le grenadier est considéré comme «
une pharmacie en soi », il est utilisé pour soigner les maladies gastro-intestinales et les
affections parasitaires. L’écorce et les racines sont utilisées traditionnellement pour traiter la
dysenterie, les diarrhées, les ulcéres et pour traiter les aphtes buccaux. Ils sont connus aussi
pour leurs propriétés astringentes, vermifuges et anthelminthiques. L'huile extraite de grenade
peut efficacement interdire la production de prostaglandine ou de leucotriéne par inhibition
des enzymes eicosanoides de la cycloxygénase et de la lipoxygénase de sorte qu'elle peut
augmenter l'application de 'huile ou de ses dérivés comme substances anti-inflammatoires

internes ou externes (Elodie W .1982).
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Tableau 05 : Propriétés pharmacologiques des différentes parties du grenadien (Douaouri N.

2018).
Partie de la plante Activité / effet Résultats de I’étude
L’extrait méthanolique des feuilles a
Feuilles antidiabetique montré un effet antidiabétique remarquable
Antidiabétique, Les feuilles et l'extrait de pelure de
. ’ hvbolinédimi " Puni . s dent 4t
Feuilles ef écorces ypolipédimique e unica granatum. possedent des propriétés
antioxydant antidiabétiques, hypolipédimiques et
antioxydantes significatives
L'extrait des graines et d’écorces a montré
une réduction de I'augmentation de la
Graines et écorces Antidiabétique glycémie induite par l'alloxane. L’extrait

d’écorce a présenté une activité
significativement meilleure que 1'extrait de

graines.

Fleurs

Protection contre la
néphrotoxicité

L'extrait des fleurs du grenadier a un réle
protecteur et améliore la néphrotoxicité

induite par la gentamicine

Supplément de
grenade

Neuro-protecteur

Les enzymes liées a la membrane ont été
modifiées dans les régions du cerveau de
souris Tg2576 traitées avec un régime
témoin, et la supplémentassions en grenade
rétablit les activités des enzymes a des
niveaux comparables aux valeurs notées

dans les controles

Ecorces

Protection contre la

néphrotoxicité

L'administration d’écorce de fruits a
montré une amélioration notable des

anomalies li¢es a la néphrotoxicité.
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I11.7. Propriétés toxicologiques de Punica granatum L.1753

Tableau 06 : Les doses 1étal de la Punica granatum ( extrait méthanolyque) chez les rats et

les souris

L’animal Les rats Les souris

La voie Voie oral intra péritonéale Voie oral intra péritonéale
500mg/kg p.c. | 217mg/kg p.c. 200mg/kg p.c. 187mg/kg p.c.

DL50

Référence (Patel el al. 2008) (Patel C, et al. 2008)

I11.8. Toxicité

L’¢écorce du grenadier, au XIXéme siccle, souvent utilisée pour ses propriétés
anthelminthiques, semble montrer quelques effets secondaires non négligeables. Ainsi, apres
administration d’une décoction d’écorce de racine, il fut observé, chez plusieurs patients,
I’apparition de vertiges, d’étourdissements, d’une sorte d’ivresse, parfois des syncopes, et de
légers mouvements convulsifs. Cependant, ces accidents étant fugaces et ne laissant aucune
trace apres leur manifestation, ils furent tolérés par les médecins de 1’époque (Cazin f. 1987).

II1.9. Composée phénolique de I’extrait

Les composes phénoliques (ou polyphenols) sont des molécules qui appartiennent au
métabolisme secondaire. Les polyphénols constituent un groupe important de métabolites
secondaires, environ 10 000 composes ont été caractérises jusqu’a aujourd’hui. La plupart des
molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides amines aromatiques la tyrosine et
sur tout de la phénylalanine, les flavonoides et les tantines et alcaloides. Variables selon les
parties du plant (Macheix et al. 2005). Les composes phénoliques interviennent dans un
grand nombre de processus physiologiques chez la plante et dans les interactions avec leur
environnement, leur structure leur conférant des fonctions trés spécifiques (Desjardins Y,

2008).
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Tableau 07 : Les composés phénoliques de Punica granatumL.1753.

La classe chimique | Nom de composé Partie de Référence
la plante

Acides] Acide Gallique Jus, Ecorce, Fruit (Belkacem N, 2009)
Hydrox benzoiques Acide Magique Ecorce
Acides Acide Caféique Jus, Ecorce
Hydroxycinnamique
Anthocyanes Deiphinidine Ecorce
Flavonoides Epicatechine Jus, Ecorce

Kaempferol Ecorce
Les tanins Puiucalin Ecorce, Fruit, Feuille

Pedunculagine Ecorce
Les alcaloides Peeiletierme Ecorce, Racine
Stérol cholestérol Ecorce (Ephraimet al. 2006)
Acide Acide gallique Ecorce, Jus
Hydroxydebenzioque
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Materiel et method

I. Matériel biologique
I.1. Animaux

Les animaux utilisés dans cette expérience sont des souris Mus musculusde la
souche BALB/C, en nombre de 32 souris provenant de I’institut pasteur, agés de 02
a 03 semaines d’un poids moyen de 38g. Ce sont des mammiferes de I’ordre des
rongeurs. Largement utilisés dans divers domaines de la recherche (Tableau 5).

Tableau 08 : Classification des souris (Orsini et al. 1983).

Régne Animale
Embranche Vertébreés
Classe Mammifere
Ordre Rongeurs
Sous-ordre Myomorphes
Famille Muridés
Genre Mus

Espéce Musmusculus
Nom Souris

\

N 1 N4

Figure 13:Les souris (BALB/C) (Photo personnelle)l’animalerie de faculté de la
biologie université Tébessa (25/03/2019).
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I1. Matérielle végétale
I1.1.Réalisation de I’extrait hydrométhanoliquede (PunicagranatumlL. 1753)
I1.1.1. Préparation

50¢g S Ecorce.
150ml — Eau distillée.
350ml —m —m—py Méthanol.

I1.1.2. Protocole

Cet extrait nécessaire pour 1’étude biologique est préparé comme suit:

50 g de poudre fine d’écorce de grenadien a été ajouté a 350 ml de méthanol dans
un Erlenmeyer rod¢ et mélangé puis nous avons ajouté 150ml de I’eau distillée.
Lemélange est porté sous macération pendant 2 h sous agitation. L'extrait obtenu est
ensuite refroidi puis filtré a température ambiante, le filtrat est évaporé a sec a 46°C
a l'aide d'un vaporisateur rotatif. Puis L'extrait est vidé dans une boite de Pétri et

placé dans 1’étuve a 40°C pendant 48 h.

Figure 14:L’extraction de plant (Punica granatumlL. 1753) (Photo personnelle)
dans laboratoirede faculté de la biologie université Tébessa (16/03/2019).

I1.1.3. Calcul le rendement

La calcule de rendement d’extrait brut selon la formule suivent :

__ Bpe —Bpv
~ PE

RT x100

RT(%) —» Rendement

Bpe(g) — Boite pétrie apres extrait
Bpv(g) —> Boite pétrie vide

PE (g —» Poids d’extrait

L
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I1I .Matériels chimique

Tableaux 09 : Déférents pesticides utilisée.

Les pesticides

Produit Deltaméthrine Lambda cyhalothrine
Formulation | C;,H{9Br;NO5 C23H19CIF3NO;
Forme Liquide Liquide
Utilisation | Utilisée pour imprégner les | Utilisé en santé pour contrdler les
moustiquaires cafards, les moustiques, et les
mouches
Couleur Blanc Blanc

IV. Conditions d’élevage
Ces souries ont été¢ soumis a une période d’adaptation de 15 jours, aux conditions de
I’animalerie; a une température de 25°C et une photopériode naturelle. Les animaux
¢taient mis dans des cages spéciales a souris, celles-ci sont tapissées d'une litiere
constituée de copeaux de bois. Les cages on été nettoyées et la litiere changée tous les
jours jusqu’a la fin de I’expérimentation, et suivie l'alimentation spécifique (le pain)

et I'eau était remplie dans des biberons.

Figure 15 :Conditions d'¢levage des souris(Photo personnelle) dans I’animalerie

de faculté de biologie d’université de Tébessa(25/03/2019).

1.¥
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IV.1. Traitement des souris

Apres une période d’adaptation de 15 jours nous avons commencé le traitement.
Ces souris ont été réparties en (08) lots égaux a raison de (04) souris par lot, il
s’agit

IV.2.Choix des doses

Pesticide 1 : Déltaméthrin(D) 8.69 mg/kg/j selon la (Samiran.et al,.2010).
Pesticide2: Lambda cyhalothrine(LCT) 1.56 mg /kg/j selon (Samiran,etal.2010).
Extrait : Solution d’extraction hydrométhanolyque de la (Punica granatum) (E)
1.38mg/kg/j

( Mohamed el al. 2013).

Lots Témoin (T): Souris témoins ont regu une eau physiologique par voie orale par
jour pendant 15 jours.

Lot 2 Traité par(D):Souris ont regu par voie orale (gavage) une concentration
50mg/kg/j pendant 15jours.

Lot 3 Traité par (LCT):Souris ont regu par voie orale (gavage) uneconcentration
3.8mg/kg/j pendent 15 jours.

Lot 4 Traité par (E+D): Souris ont regu par voie orale (gavage) une concentration
50 mg/kg/j de extrait, puis apres 2h on traitement par le (D) uneconcentration
50mg/kg/j par voie orale pendent 15 jour.

Lot 5 Traité par (LCT+D): Souris ont re¢u par voie orale une concentration
3.8mg/kg/j de (LCT), puis aprés 2h on traitement par le (D) une concentration
50mg/kg/jpar voie orale pendent 15 jour.

Lot 6 Traité par (E+LCT): Souris ont recu par voie orale une concentration 50
mg/kg/jde extrait, puis aprés 2h on traitement par la (LCT) une concentration
3.8mg/kg/jpar voie orale pendent 15 jour.

Lot 7 Trait par (E) : Souris ont recu par voie orale une concentration 50 mg/kg/jde
extrait pendent 15 jour.

Lot 8 Trait par (E+L+D):Souris ont recu par voie orale une concentration 50
mg/kg/j de extrait, puis aprés 2h on traitement par le (D+LCT) une concentration

(D): 50mg/kg/j, et LCT :3.8mg/kg/j par voie orale pendent 15 jour.

Lk
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Figure 16 : Traitement des souris (Photo personnelles) dans 1’animalerie de
faculté de biologie d’université de Tébessa (27/03/2019).
IV.3. Mesure de poids(g)
La mesure de poids des sourisest effectuée une fois chaque 3 jour pendant la durée

de traitement, a 1’aide d'une balance numérique.

Figure 17:Mesure de poids par la balancenumérique (Photo personnelle) dans
I’animalerie de faculté de biologie d’université de Tébessa (27/03/2019).
V. Sacrifices et extraction d’organes
Apres 15 jours de traitement toutes les souris ont été sacrifiées par décapitation, puis
le foie prélevéet pesé¢ a I’aide d’une balance numérique et rincéavec sérum salin.
Les organes ainsi récupérés ont €été¢ couverts avec du papier aluminium et stockés
dans le congélateur (-80°C) pour les dosages ultérieurs des parameétres du stress

oxydatif.
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4 souris témoins traité par
L’eauphysiologique \

4 souris traitées par D par voie

= arale

4 souris traitées par LTC par
voie oral

4 souris traitées (E+D) par voie

nar voie orale

4 souris traitées par (E+LCT) par
voie

4 souris traitées par E par voie
orale

__| 4 souris traitées par (E+L+D) J
par voie.

— orale
4 souris traitées par (D+LCT)

Sacrifice des souris

|

Prélévement 1’organe

{

Mesure le poids

d’organe et rincage

!

Stockage

Figure 18 : Schéma récapitulatif la premiére parti de protocoleexpérimental.

V.1. Poids relatif du foie

Le poids relatif des foies extraits des souris (PRF de poids corporel) est calculé par

rapport au poids total de la souris selon la formule suivant :

PRF(%) = X100

PRF (%)= PF/PT x 100
PF (g0 —» poids du foie.

PT(g) —» poids total de souris.

VI. Le dosage

Apres la premicre étape de I'é¢tude, vient la phase d'évaluation des parametres du

stress oxydant
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Le Foie

'

Mesure le poids

! ' !
Dosage des parametres du Dosage des parametres
stress oxydant : métabolique :
Gpx, CAT, MDA Protéine, Lipide, Glucide

Figure 19 : Schéma récapitulatif deuxiéme parti de protocole expérimental.

Figure 20: Foie de la souris (Photo personnelle) (18/04/2019).
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VI.1. Préparation des solutions

VI.1.1 Préparation des solutions pour le dosage du stress oxydant

VI.1.1.1. Solution de dosage glutathion peroxydas (Gpx)
Tableau 10 : Protocole de dosage GPX.

Dosage de Gpx
GSH (Glutathion) TCA (Tempo DTNB(5.5’-Dithion-bis-
(0.1 mM) Céphaline Activée) (2-nitrobenzoic acid)
Protocol (01 %) (1.0mM)

Prendre 3.073 mg
de GSH dans 100

ml eau distillée

Dissoudre 01 g de
TCA dans 100 ml

d’eau distillée

Dissoudre 100 mg de
DTNB dans 250 ml de

méthanol absolu

VI.1.1.2. Solution de Pactivité catalase (CAT)

Tableau 11: solution I’activité catalase (CAT).

Dosage de CAT

Protocole

Solution (1)

Solution (2)

Dissoudre 3.12 g de
NaH,P0,(monosodiume
phosphate) dans un 100ml de
I’eau distillé, agiter la solution

pendant 5 min

Prendre 7.16g de Na,H,P0O,
(phosphate monosodique)
dans 100ml de I’eau distillé,

agiter la solution pendant 5 min
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VI1.1.1.3. Solution de dosage du (MDA) Malondialdéhide

Tableau 12 : Les solutions pour le dosage MDA.

0.606 g Tris et
agiter la
solution
ajuster le PH a

7.4

Dosage de MDA
Les
. TBS :( Tris, TCA- BHT Hcl (0,6 M) Tris-TBA
solution
NaCL)
Dissoudre Prendre 20 g | Prélever 5.156 ml | 0.3 g Tris dans
0.878 g de TCA dans 100 | d’Hcl et 100 ml de I’eau
NaCl dans ml d’eau compléter le distillée Dans un
100ml d’eau | distillée pour | volume a 100 ml | autre flacon
Protocol | distillée, puis | obtenir TCA par ’eau distillée | prendre 1.73 g

20 % Dans un | agiter la solution | de TBA et

autre flacon ajouter la
prendre 01 g solution Tris (26
de BHT et mM) avec
ajouter la ’agitation de
solution TCA solution

20% et agiter a
chaud.

VI.1.2. Les solution de dosage métabolique

VI.1.2.1. La solution pour protéine

Tableau 13 : Solution de dosage pour la protéine.

Dosage de protein

Protocol

BCA

BBC

Dissoudre 05 mg de BSA | Dissoudre 33.33 mg de BBC dans
dans 05 ml d’eau distillée. 16.66ml ¢éthanol (95%) puis agiter

pendant 02 Heures. Ajouter 33.33 ml
d’acide ortho phosphorique (85%).
Ajouter 333.333 ml d’eau distillée.
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VI.1.2.2. Les solutions pour les lipides

Tableau 14 : Préparation des solutions pour les lipides.

Les lipides

Solution(1) Solution (2)

Prendre0.38g de  1’acide | Prendre 25 ml d’huile de table. Et
Vallin. Puis ajouter 55ml de | ajouter 10 ml de  solvant
Protocol | I’eau distillé. Ajouter 195 ml | chloroforme/méthanol.et couvrait le
d’acide orthophosphorique a | flacon par le papier aluminium.

(85%). Et couvrit le flacon par

papier aluminium.

VI1.1.2.3. Les solutions pour les glucides

Tableau 15 : préparation des solutions pour les glucides.

Les glucides

Dans un flacon mettons 150 mg d’anthrone. Ajouter 75 ml de 1’acide
Protocol | sulfurique, Puis 25 ml de I’eau distillée.et couvrait le flacon par papier

aluminium

VI.2. Préparation des échantillons

3.25g de foie a été homogénéisés dans 8 ml de solution de tampon (TBS ; pH7, 4)
(Tempo phosphate salive) Ensuite, les homogénats ont été centrifugés a 3000 t/min
pendant 15 min a 4°C et le surnageant résultant a été utilis¢ pour la détermination de
taux de protéine, lipides; glucide; MDA, CAT et I’activité enzymatique de GPX.
VI1.2.1. Dosage des métabolites

VI1.2.1.1. Dosage des protéines (mg)

La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de Bradford (1976) qui
utilise la BSA comme standard, sur le méme échantillon utilisé pour doser les

lipides.
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Protocole

On récupere le culot issu de la deuxieme centrifugation auquel on a ajoutélml du
NaOH (0.1N) et on agiter énergétiquement pour la dissolution des protéines. Apres,
on préleéve, au moyen d’une micropipette, un volume de 100ul auquel on ajoute 4ml
du réactift BBC (Bleu Brillant de Coumassie) (50mg BBC +50ml d’acide
orthophosphorique a 85% et on compléte a 500ml avec 1’eau distillée).

Ainsi une couleur bleue se développe et on passe directement les échantillons pour
lecture a une longueur d’onde595nm.

VI1.2.1.2. Dosage des lipides (mg)

Les lipides tissulaires sont évaluée selon la méthode (Goldsworthy et al. 1972), on
utilise200ul d’homogénat dans 5ml de D’acide trichloracétique 20% (TCA), on
broy¢ et ont filtré ce mélange ; et directement ont appliqué une centrifugation a
5000t/min pendant10min.

Protocole

Le culot est gardé dans tube contient Iml du mélange Ether/Chloroforme, et apres
centrifugé ce mélange a 5000t/min pendant 10min, on préléve 100ul du surnageant,
auquel on ajoute 1ml de I’acide sulfurique et en met aprés agitation les tubes dans
un bain marie al00°C pendant 10 min. Apres refroidissement, on préléve encore
une fois au moyen d’une micropipette 200ul de I’extrait auquel on ajoute 2.5ml du
mélange sulfophosphovanillinique a85% (0.38g vanilline 195ml acide
orthphosphorique et 55ml H,0) et laissé ce mélange 30 min a I’obscurité, la
lecture a une longueur d’onde 530nm.

VI.2.1.3. Dosage des glucides (mg)

Le dosage des glucides solubles totaux a été fait selon la méthode de Dubois,
(1956). L’extraction des sucres solubles consiste a mettre 100ul d’homogénat dans
des Tubes a essai puis a ajouter 2ml d’éthanol a 80%, le tout est laissé¢ 48h.
Protocole

Le dosage se fait par évaporation totale de I’alcool en mettant les tubes a essai dans
un bain marie a 70°C. Apres refroidissement, on compléte le volume de chaque tube
a essai a20ml avec de 1’eau distillée ensuite en préléve 1ml de la solution et on
ajoute 1ml de phénol & 5% en prenant soin de bien agiter. Puis on ajoute 2ml

d’acide sulfurique concentré dans des tubes déposés préalablement dans un bain de
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glace. Enfin le tout est laissé se reposer pendant 25min, puis on procéde a la lecture
a une longueur d’onde de 490nm.

2.2. Evaluation des paramétres du stress oxydant

VI1.2.2.1. Dosage de glutathion peroxydase (GPx) (umol/min/mg)

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler
(1984), en utilisant H,0, comme substrat. Un volume de 0.2ml de cytosol. Est
récupéré dans un tube contenant 0.4ml de GSH 0.ImM et 0.2ml de tampon
phosphate 0.067M, pH7.8.

Protocole

Le mélange est incubé au bain marie a 25°C pendant 05min, ajouter 0.2ml de H, 0,
(1.3 mM) pour initier la réaction. Aprés 10min 1ml de TCA 1% (acide tri chloro-
acétique) est rajouté dans le but d’arréter la réaction et le mélange est mis dans la
glace pendant 30min et centrifugé durant 10min a 3000t/mn. Un volume de 0.48 ml
de surnageant est placé dans une cuve auquel on ajoute 2.2ml de Na,H,P0,0.32M
avec 0.32ml de DNTB 1Mm. Ce mélange formé un composé coloré et sa densité
optique est mesurée a412nm chaque 30sec pendant 05min.

Expression des résultats

La détermination de 1’activité enzymatique du GPx se fait a I’aide de la formule

suivante:

DOéchontillon—DOétalon
DOétalon

GPx (pumol GSH mg de protéine=[( ) X 0. 04]><5mg de

protéine

DO échantillon ——» Densité optique de I’échantillon.
DO étalon —» Densité optique de 1’étalon.
0.04 ——» Concentration de substrat (GSH).

VI.2.2.2. Dosage MDA (nmol/mg/min)

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode (Esterbauer et al. 1992). Peut étre
détecté par une réaction colorimétrique a I’acide thiobarbiturique (TBA). La
détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3ou 4
double liaisons peroxydées, constitue une méthode trés sensible pour déterminer

une lipoperoxydation in vitro.
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Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec 1’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose).Ce chromogene
peut étre donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a530 nm.

Protocole

Prélever 375ul de I’homogénat (surnageant), ajouter 150 ul de la solution TBS (tris
50mM, Na cl 150mM pH?7), puis on ajoute 375 ul de la solution TCA-BHT (TCA
20%, BHT 1%), et vortexer et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10 min, Apres le
vortex, prélever 400 pl du surnageant et ajouter 80 pul du HCL 0.6 M. Puis ajouter
320 pl de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM), puis incuber le mélange
au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes, et a en fin la mesure
I’absorption dans une spectrophotométrie a 530nm.

Expression des résultants

La concentration de MDA a été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction
moléculaire du MDA (a= 1,53 105 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en

(pmol /mg).

MDA (pmol / mg de protéine) = (DO échantillon/1.53 105) / mg de protéine.

VI1.2.2.3. Dosage l'activité Catalase(CAT) (pmol/min/mg).

Le dosage spectrophotométrique de ’activité catalase (CAT) est réalisé suivant la
méthode de (Cakmak et Horst 1991). Pour un volume final de3ml, le mélange
réactionnel contient : 100ul de D’extrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogene H,0, a 0,3% et 285ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2).
L’étalonnage de ’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La réaction
est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée.

La décroissance de 1’absorbance est enregistrée pendant trois minutes par un

spectrophotométre pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient

d’extinction linéique molaire £=39400 pM-1.cm-1.L.
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Expression de ’activité enzymatique

L’activité enzymatique de la catalase est calculée selon la formule suivante :

Act=AAbsx Vr x 1000/Atxex Vsx P

Act: activité enzymatique en (pmol/min/mg) de protéines.

A Abs: différence moyenne de I’absorbance par minute.

Vr : Volume réactionnel (ml).

Vs : volume de I’extrait protéique (ml).

P : teneur en protéines totales en mg.

At: temps de lecture en minute.

E : coefficient d’extinction molaire de H;0,(30 M-1 .Cm-1).

AL : ’absorbance ou la densité optique (sans unité) de la solution pour une longueur
d'onde A.

C : est la concentration de I’espéce absorbante (H,05).
L: est la longueur du trajet optique en cm.
g =AL/LC.
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I. Résultats

I.1. Rendement

Application numérique :
RT =2.22 %

31.69-30.58
_ X

RT = 100

I.2. Effets des pesticides et de la (Punica granatum L.1753) sur les paramétres de

la croissance globale des souris.
Les résultats obtenus lors de 1’évaluation des parameétres de croissance en terme du
gain de poids et le poids relatif durant les 15 jours de traitement des différents groupes
de souris par la lambda cyhalothrine et le Deltaméthrine, Punica granatum et leur

mixture sont illustrés par les figures.

I.2.1. Gain de poids (GP)

Les résultats de 1’évaluation du gain de poids, présentés dans la figure, montrent une
diminution significative (p<0,05) du poids corporel chez les groupes de souris traités
par la LCT, la D et aussi leur combinaison et le mixture E+D+LCT par rapport au

groupe témoin. Ce résultat est presque identique pour le lot traité par 1’extrait (fig21).

M pi pf
40

30 ———
25 -
20 -
15 A

Poids corporl (g)

10 ~

T E D LCT D+LCT E+D E+LCT E+D+LCT

Figure 21: Poids initial des souris au début de traitement et le poids final a la fin de

traitement.

T:témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine E:extrait (punica granatum).
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N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne = ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significativement différentes (P < 0,001).
Pi: Poids initial pf: Poids final.

La figure (22) montre que le lot traité par la Punica granatum a enregistré le gain de
poids le plus faible suivi par le lot témoin. Ces résultats montrent aussi une
diminution significative (p<0,05) de GP chez les souris traités par D et LCT et aussi

leur combinaison et la mixture E+D+LCT par rapport au groupe témoin.

BT NE D WELCT MED+LCT E+D E+LCT M E+D+LCT
25

d
20 _ " N=4
IA\
d . b e ( \
T T T
0 - T T T T T T
T E D LCT

D+LCT E+D E+LCT E+D+LCT

=
ul
]

Gain de poids (g)
=
u o

Les Lots

Figure 22: Evolution du gain de poids corporel (GP) chez les souris témoins et traités
apres 15 jours de traitement par les pesticides et Punica granatul.1753.

T: témoin D: deltaméthrine Lect: lambda cyhalothrine E:extrait (punica granatum,).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne + ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significativement différentes (P < 0,001).

o
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1.2.2. Poids relatif du foie (PRF)

Les résultats obtenus suite a 1’évaluation du PRF montrent une augmentation tres
hautement significative (P <0,001)du poids relatif du foie chez le groupe traité par la
D, LCT et D+LCT et E aussi en comparaison avec le groupe témoin, par contre le
traitement des animaux par le mixture E+D+LCT a donné des résultats similaires par

rapport au lot témoin (figure 23).

BT mE mD mLCT B D+LCT B E+D B E+LCT B E+D+LCT

P=0.001

6 bc b
5 d d
4
3
2
1 -
0 - ; ; ; ; ;

T E LCT

N=4
cd
D+LCT E+D E+LCT  E+D+LCT
Les lots
Figure 23 : Evolution du poids relatif du foie (PRf) chez les animaux apres 15 jours

o
<
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Poids corporel relative des foies ( %)

de traitement par les pesticides et la Punica granatum.
T:témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine E:extrait (punica granatum,).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne = ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significativement différentes (P < 0,001).
I.3. Etude des paramétres biochimiques et enzymatiques

1.3.1. Effet des pesticides et Punica granatum sur les paramétres biochimiques au

niveau hépatique chez les souris
L.3.1.1. Taux des protéines

Les résultats obtenus montrent une diminution trés hautement significative (p<0,001)

du taux des protéines totales du foie chez le lot D et D+LCT et le lot E+D et E+LCT

o
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comparés au témoin. Ces mémes résultats montrent également un état de stabilité¢ dans
la teneur cytosolique en protéines chez les lots traités par E, LCT et mixture

E+D+LCT, par rapport au groupe témoin (fig.24).
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Figure 24 : Variation de teneur en protéines (mg) du foie chez les souris traitées

durant 15 jours de traitement.
T:témoin D: deltaméthrine Lct:lambda cyhalothrine E:extrait (punica granatum,).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne + ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significativement différentes (P < 0,001).

1.2.1.2. Taux des lipides

Une diminution trés hautement significative (p<0,001) du taux des lipides du foie
chez le lot D et D+LCT et le lot E+D et E+LCT comparés au témoin. Ces mémes
résultats montrent également un état de stabilité dans la teneur de lipide chez les lots

traités par, LCT par rapport au groupe témoin (fig.25).
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Figure 25 : Variation de teneur en lipides (mg) du foie chez les souris traités durant

15 jours de traitement.
T:témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine E:extrait (punica granatum,).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne = ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significative différentes (P < 0,001).
1.2.1.3. Taux des glucides

Les résultats présentés une diminution trés hautement significative (p<0,001) du taux
des glucides du foie chez le lot D et D+LCT et le lot E+D et E+LCT et mixture

comparés au témoin. (fig 26).
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Figure 26 : Variation de teneur en glucides (mg) du foie chez les souris traités durant

15 jours de traitement.
T:témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine E:extrait (Punica granatum).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne + ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont tres

hautement significativement différentes (P < 0,001).

1.2.2. Effet des pesticides et la Punica granatum sur les paramétres enzymatiques

chez les souris.

1.2.2.1. Effet des pesticides et la Punica granatum sur les variations de ’activité

de la glutathion peroxydase GPx

Une augmentation trés hautement significative (p<0,001) de P’activit¢ de GPx chez
les lots traités par, D et E+D, E+LCT par rapport au groupe témoin. Par contre, les
résultats montrent une variation trés hautement significative chez les autres groupes

traités (fig27).
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Figure 27: Taux de GPx (nmol/min/mg) chez les souris traités durant 15 jours par les

pesticides et la Punica granatum.
T:témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine E:extrait (Punica granatum).

N : nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres différentes
sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne = ESM. Cette analyse
est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés hautement

significativement différentes (P < 0,001).

1.2.2.2. Effet des pesticides et la Punica granatum sur la teneur de

malondialdéhyde (MDA)

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0,001) du
taux de MDA cytosolique chez les groupes traités par la D, E+D, et E+LCT, par
rapport au groupe témoin. Par contre, les résultats montrent une diminution trés
hautement significative chez les autres groupes traits par E, LCT, D+LCT et la

mixture (fig28.).
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Figure 28 : Taux de MDA (umol/min/mg protéine) chez les souris traités durant 15

jours par les pesticides et la Punica granatum.
T: témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine  E:extrait (punica granatum).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne = ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significative différentes (P < 0,001).
1.2.2.3. Effet des pesticides et la Punica granatum sur la teneur de catalase (CAT)

Les résultats représentés montrent une diminution trés hautement significative
(p<0,001) du taux de CAT du foie chez le lot D et le lot E+D, E+LCT et la mixture
comparés au témoin. Ces mémes résultats montrent également un état d’augmentation

trés hautement significative (p<0.001) chez le lot LCT par rapport au groupe témoin

(fig 29).
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Figure 29 : Taux de CAT (nmol/min/mg) chez les souris traités durant 15 jours par

les pesticides et la punica granatum.
T:témoin D: deltaméthrine Lct: lambda cyhalothrine E:extrait (Punica granatum).

N : le nombre des souris dans chaque lot P : Les moyennes affectées par des lettres
différentes sont statistiquement différentes. Chaque valeur représente la moyenne = ESM.
Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d...) sont trés

hautement significative différentes (P < 0,001).
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I1. Discussion générale

Les effets toxiques de pesticides étudiés sur le systéme hépatique ainsi que ’effet
protecteur de la (Punica granatum) contre la toxicité de ces xénobiotiques ont été
mises en ’évidence par I’investigation des parametres métaboliques, parameétres
enzymatiques, non enzymatique et les parameétres de croissance. Cette ¢tude nous a
permis d’illustrer les relations entre 1’exposition aux pesticides et les effets toxiques

qu’ils induisent en fonction de la matrice d’exposition au niveau de foie.

Le foie est un organe trés sensible qui joue un role majeur dans la maintenance et la
performance d’homéostasie dans notre corps. C’est le principal organe ou les
processus importants comme le métabolisme et la désintoxication ont lieu. Ainsi, le
foie est ’organe le plus expos¢ aux dommages en raison de 1'exposition chronique a la
drogue, les toxiques environnementaux et autres xénobiotiques (Zimmerman et

Ishak, 1994; Lewis, 2004).

La Deltaméthrine est un pyréthrines synthétique qui a été utilisé pour lutter contre les
infestations parasitaires de nombreuses cultures telles que le coton, le café, la tomate
et les céréales. Il est ¢galement largement utilis€¢ dans les programmes de lutte anti
vectorielle. C'est un des groupes d'insecticides les plus efficaces contre les moustiques
vecteurs du paludisme (Husain et al., 1994; Juliet et al., 2001; Kowalczyk - Bronisz

et al., 1990; LukowiczRatajczak et Krechniak, 1992; Mestres et Mestres, 1992).

Le Lambda cyhalothrine, est un pyrétrinoide d’une trés grande activité. Il est efficace
a des taux d’application trés faible. Une étude comparative de [D’efficacité des
insecticides de la famille pyréthrinoides, réalisée sur une variété de tissus, aprés 2 mn
d’exposition, a démontré que la lambda cyhalothrine assomme mieux

Anophelesgambiaeque la perméthrine (Vythilingham et al,. 1999).

Le grenadien, Punica granatum, anciennement connu et apprécié de toutes les
civilisations par sa beauté et la jutosité de son fruit antique doté de riches applications
ethno-médicales (Shah et al. 2011; Chadli et al. 2015). Les fruits du grenadier, avec
leurs graines, écorces, fleurs et jus, ont ét¢ consommés durant des milliers d’années,
en tant que nourriture et remeédes (Holland et al. 2009; Smith, 2014). 11 est présent
dans les anciens textes grecs, égyptiens, les textes bibliques, le Coran et dans les

traditions populaires des différents pays bordant la Méditerranée.
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Le contenu des métabolites principaux (protéines, glucides, lipides) sont des bio
marqueurs jouent un role essentiel particuliecrement dans la reproduction et le
développement. Les protéines ont un role fondamental dans I'organisme de toutes les
especes biologiques vivantes connues (Lewis, 2004). Ces dernicres entrent dans divers
réactions et peuvent assurer la catalyse biochimique, la régulation hormonale et
s’intégrent dans la cellule en tant qu’éléments structuraux en méme temps que les
glucides et les lipides (Jacobe et al. 1961).

Le stress oxydant qui résulte d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres
et leur ¢limination par les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la
progression de plusieur maladies. Les radicaux libres sont trés réactifs et peuvent
attaquer, s’ils ne sont pas détruits, différentes cibles telles que les protéines, I’ADN et
surtout les acides gras poly insaturés (peroxydation lipidique) (Bonne font Rousselot
et al. 2000; Sharma et al. 2000). La cellule a plusieurs facons d'atténuer les effets du
stress oxydatif, soit en réparant les dommages (nucléotides endommagés et
peroxydation lipidique par les produits), soit en réduisant directement 1'état pro-
oxydatif par l'intermédiaire d'antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. Les
antioxydants non enzymatique, vitamine E et C, urate, mélatonine, etc. et
enzymatiques; superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GSH-Px) et
catalase (CAT) etc. ont été montrés pour piéger les radicaux libres et les ROS

(Karaoz et Karaoz, 1992 ; Reiter, 1993 ; Stephen et al. 1997).

I1.1. Effets des pesticides et la punica granatum sur les parametres de la

croissance globale

Les résultats obtenus d’aprés notre étude de 1’effet du traitement par la LCT et la
DM sur le poids corporels des souris montrent qu’il y a une diminution significative
de la croissance corporelle des différents groupes, due peut étre a la réduction de
la consommation alimentaire au cours de I’expérimentation cette diminution traduite,
ainsi que par d’autres médiateurs chimiques tels que certains cytokines pro-
inflammatoires que 1’organisme puisse libérer apres les effets toxiques des pesticides
(Carole et Harve, 2011 ; Viviana, 2015). Ces résultats sont en accord avec les
travaux de (Rezzaget Serouti (2015), qui ont signalé une réduction dans la
consommation de la nourriture chez les souris survenue a une toxicité sub- chronique.
Par ailleurs, 1’utilisation de la Punica granatum a montré une amélioration de

ces parametres pondéraux des animaux. Ceci pourrait étre la conséquence de

o
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son pouvoir antioxydant en normalisant I’homéostasie redox intracellulaire et le
rétablissement de 1’état psychique des animaux (Cliona et al. 2011; Toumi et al.

2013).

Nos résultats de 1’évaluation du PRf montrent une augmentation significative du poids

relatif du foie chez le groupe traité par la DM, LTC et leur mixture.

I1.2. Effets des pesticides et Punica granatum sur les parameétres métaboliques

chez les souris

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative dans les
parametres métaboliques chez les souris traitée par les deux pesticides et I’extrait, par
rapport lot témoin. Le taux de protéine diminuée est expliqué en l'occurrence par une
dénaturation protéique mais aussi par la diminution de la synthese des protéines due a
I’atteinte au systéme transcription-traduction au niveau cellulaire. Une autre
explication serait 1’utilisation excessive des molécules protéique impliquées dans la
défense anti-oxydante contre les ROS libérées suite a la consommation des différents

xénobiotiques.

La diminution de la contenance en lipides indique une dégradation par oxydation et
qui peut étre mise en €vidence par le dosage du MDA. Et la diminution des glucides
se référer a consommation trés élevée des molécules €nergétique nécessaire pour
mener une défense contre les attaques des radicaux libres issus de l’intoxication

(Najib Z, et al.2010).
I1.3. Effets des pesticides sur I’activité de GPx au niveau de foie chez les souris.

Nos résultants montrent une augmentation de ’activité de glutathion peroxydase
(GPx) trés hautement significative, dans le lot traité par le deltamethrine et lambda
cyhalotrine par rapport au témoin, ceci est dii a l'augmentation de la quantité des
radicaux libres au niveau tissulaire et cellulaire hépatique. Contrairement a une autre
¢tude ou les auteurs sont prouvés également que ’activité de Glutathion peroxydase
(GPx) hépatiques a diminué significative chez les souris traitées par la deltaméthrine

(Hasibur et al. 2006).
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I1.4. Effets des pesticides sur ’activité de catalase (CAT) au niveau de foie chez

les souris

L’activité de catalase (CAT) dans le foie de souris traitées par la deltamethrine
présente une diminution trés hautement significative par rapport au
témoin;(Mohamed, 2016) a rapporté des résultats similaires a ceux que nous avons
trouvés. CAT ont diminué dans le groupe intoxiqué par DLM deltamethrine) chez les
souris comparativement au groupe témoin normal, le tissus hépatique apres
administration de DLM (deltamethrine). Toutes ces altérations révelent la présence de
DLM (deltamethrine) stress oxydatif hépatorénal et cérébral résultant d’une

consommation excessive la production de ROS

L’activité de catalase(CAT) dans les lots traités par la lambda cyhalothrine montrer
une augmentation trés hautement significative par rapport le lot de témoin cela
explique diminution d’une consommation ROS. Les résultats obtenus par (Fetoui H,
et al. 2011) ont également montré augmentation au niveau d'activités CAT dans le

traitement au LTC (lambda cyhalothrine) chez les rats wister, les groupes peuvent
impliquer la dismutation de I’anion superoxyde O et la décomposition de H,0, et

peut représenter un aspect de la réponse cellulaire augmentation des niveaux de ROS
induits par la toxicité des LTC.
I1.5. Effets des pesticides sur le malondialdéhyde (MDA) au niveau de foie chez

les souris

Le taux de MDA dans le foie chez les souris traitée par deltamethrine représenté une
augmentation trés hautement significative, par rapport lot témoin. Alors il ya une
autre étude qui présente les mémes résultats, le foie de souris MDA augmenté, tandis
que le GSH dans les tissus, GSH-PX, SOD et CAT ont diminu¢ dans le groupe
intoxiqué au deltamethrine Les especes d'oxygéne réactif (ROS) sont constamment
produites a l'intérieur de l'appareil chez les souris(Ahmed M.et al. 2016).Et 1’activité
de MDA chez les souris traitée Lambda cyhalothrine montrer une diminution trés
hautement significative, par rapport les souris témoin, Cela explique il n’ya pas
peroxydation lipidique, et dans une autre étude mais défirent animal (les rats wister) a
provoqué une augmentation significative de la liaison hépatique MDA, Le foie du rat
trait¢ par LTC a inhibé de nombreuses évacuations, l'infiltration cellulaire et

l'infiltration de 1'eau dans les cellules (Mohamed M et al. 2010).

o
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I1.6. Effet de Punica granatum sur les paramétres de stress oxydatif

Pour la majorité des paramétres étudiés, un apport en extrait d’écorce du grenadier
(Punica granatum) chez les souris traitées par les deux pesticides étudiées a amélioré
le statut Redox des animaux en rétablissant un certain équilibre des métabolites
primaires mais aussi des biomarqueurs enzymatiques et non-enzymatiques explorés.
Ceci peut étre expliqué par la richesse des écorces de grenadier en polyphénols,
molécules dotées d’un immense pouvoir anti-oxydant, di essentiellement a la
présence des fonctions hydroxyle sur le noyau benzéne de ces composés phénoliques.
Les polyphénols qui sont des molécules exclusivement d’origine végétale sont a la
bases de la conception de la plupart des préparations médicamenteuses et ce aux
vertus de leurs activités biologiques diverses. Dans notre étude ils ont démontré un
fort pouvoir thérapeutique contre 1’intoxication aux produits phytosanitaires a savoir

la deltamethrin et lambda cyhalothrine.
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CONCLUSION

Le deltamethrine et lambda cyhalothrine sont des pesticides utilisés a grand échelle, et
un grand nombre d'humains et animaux y sont exposés. Avec cette étude, nous nous sommes
intéressés a 1’é¢tude des effets de ces deux produits phytosanitaires sur le systeme hépatique
chez les souris par administration orale. Pour atteindre notre objectif nous nous somme
procédé a une série d’analyse de parametres de croissance (poids relatif et gain de poids),
enzymatiques (GPx) et (CAT), biomarqueurs de peroxydation lipidique (MDA), et sur les
métabolites (protéines, glucide et lipide) sur des souris pendant 15 jours de traitement par
gavage avec des doses de 3,8mg /kg/j pour lambda cyhalothrine,50mg /kg/j pour le
deltamethrine et 50mg/kg/j pour I’extrait de Punica granatum.

A la lumiére des résultats obtenus nous avons constaté une diminution significative
des indicateurs de croissance tels que le poids corporel et du paramétres biochimiques
(protéines, glucides et lipides) et l’activité¢ catalase (CAT), avec une augmentation de
I’activité enzymatique de GPx et de MDA qui est un biomarqueur de peroxydation lipidique.
Nos résultats indiquent que ces deux pyréthrinoides peuvent causer de multiples troubles
hépatiques chez les souris. L’extrait hydrométhanolique de Punica granatum était en partie
capable de rétablir 1°‘équilibre en terme de certains biomarqueurs biochimiques enzymatiques
et non-enzymatique de stress oxydant. Ces capacité a corriger les troubles causés au niveau
hépatique par une exposition a deux xénobiotiques chimiques confirment I’utilit¢ de produits
naturels d’origine végétale a agir comme €élément protecteur contre la toxicité provoqué par
les produits phytosanitaires chez les mammiféres et leurs potentielle utilisation dans des
formulations visant a atténuer les conséquence d’une éventuelle exposition a de tels composés
dangereux.

En perspectives, il sera souhaitable de développer cette recherche par :

> Etude histopathologie.

» Développer cette étude et I’applique a ’homme pour connaitre les effets produits par

ces pesticides et les éviter grace a un traitement par des plantes telles que la grenadine.
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Annex

Matériels de traitement

- Les flacons

- Les pavettes

- Les ligands

- Balance

- Les micropipettes

Matériels de dissection et de décapitation :

- Ciseaux

- Epingles

- Papier absorbant
- Couteaux

- Pinces

- Pavettes

- Aiguille droite

- Boites

Pince

gants de ménage

Planche de dissection

Lames de rechange pour Scalpel
Papier aluminium

Scalpel

Balance de précision (PHILIPS

précision).

Matériels et Appareils utilisée :

Grande appareils

Petit appareils

Centrifugeuse (SELECTA)
Balance de précision (KERN)
Agitateur magnétique (WITEG)
Réfrigérateur

Bain marie (MEMMERT)
Agitateur Vortex (THERMOS)
Spectrophotometre (UV mini 1240,
SHIMADZU)

YV V V V V V VY

V V V V V V VYV V

Tubes a essai

Tubes secs en verre et en plastique
Cuves pour la spectrophotométrie
Papier d'aluminium

Verre de montre

Micropipettes (10ul a 5000ul)
Eprouvettes graduées

Erlen meyers
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» Etuve (HERAEUS)
> Bain sable

» Mortier + Pilon (Broyeur manuel)

YV V V V V V V V

Papier absorbant
Micropipettes (10ul a 5000ul)
Pissette

Spatule

Portoirs

Entonnoirs

Becher

Papier absorbant

Matériels chimiques :

V V V V V V V V V

Acide sulfurique

GSH

H202

Acide orthophosphorique (a 85 %)
HCl1

NaOH

BSA (Albumine sérum de boeuf)
CDNB

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

Eau distillée

YV V V V V V

YV VY

ASS (Acide sulfosalicylique)
BBC (Bleu Brillant de Coomassie)
Nacl

BHT (Butylhydroxytoluéne)
Meéthanol absolu

EDTA (Acide éthyléne diamine
tétracétique)

TBA

TCA (Trichloro acétique)

Tris
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2. Les courbes d’étalonnage pour les dosages des métabolites
2.1. Courbe d’étalonnage pour dosage de protéine :

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére (BSA) | 0 20 |40 60 | 80 100
Eau distillé (ul) 100 {80 |60 40 |20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 |4 4 4 4

Tableau: réalisation de la gamme d’étalonnage pour les protéines.

Tubes | 0 1 2 3 4 5
DO 0 0,204 | 0,496 | 0,771 | 0,996 | 1,1

Droite d'ajustement s 0.0599620
R carré 98,5 %

C2 = 0,01229 + 0,2329 C1 Reoné jusy 981%
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4

0,2

Absorbance (595nm)
Q2

0,0

0 1 2 3 4 5
Cl

Quantité des protéines (ug/ml)

Figure: courbe d’étalonnage des protéines.
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2.2. Courbe d’étalonnage pour dosage de lipide :

Tableau: Reéalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des lipides.

Tubes 0 1 2 3 4 5
Solution mere (lipide) (ul) 0 20 (40 |60 |80 100
Solvant éther/chloroforme (ul) 100 |80 |60 [40 (20 |O
Réactif SPV (ml) 25 1250250125125 |25

Tableau: réalisation de la gamme d’étalonnage pour les lipides.

Tubes | 0 1 2 3 4 5
DO 0 0,205 | 0,512 | 0,722 | 0,962 | 1,101
5 - s 00447460
Droite d'ajustement Rearré 991 %
DI EENOOREH torieem  90I%
12
E 1,0
=
o
= 0,8
S
e g os
8
= 0,4
®
2 0,2
0,0
0 1 2 3 4 5
c1

Quantité des lipides (ug/ml)

Figure: courbe d’étalonnage des lipides.

2.3. Courbe d’étalonnage pour dosage de glucide.
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Tableau: Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des glucides.

Tubes 0 1 2 3 4
Solution mere (glucose) (ul) 20 (40 |60 |80 | 100
Eau distillé (ul) 100 [80 |60 [40 |20
Réactif d’anthrone (ml) 4 4 4 4 4

Tableau: réalisation de la gamme d’étalonnage pour les glucides.

Tubes 0 1 2 3 4 5
DO 0 0,206 | 0,310 | 0,512 | 0,734 | 0,955
Droite d'ajustement s 00392418
C2 =-0,01581 + 0,1875 C1 Rearré 99.0%
R carre (ajust) 988 %
‘E‘ 10 °
= 0,8
N
0
~ 0,6
g 0
© 04
0 o
|6 0,2 )/
= i
0
< 0,0
0 il 2 3 4 5
o1l

Quantité des glucides (pg/ml)

Figure: courbe d’étalonnage des glucides.
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