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Résumé

L'utilisation des pesticides dans l'usage agriamledomestique n’est pas sans impact négatif
sur la santé humaine et animale. Ces produits ghiesi sont connus pour étre la cause des
nombreuses intoxications pouvant conduire a l'afiparde graves maladies. L'objectif de
notre étude est de déterminer 'effet du pesti¢idtaméthrine) et de testé I'effet de la plante
meédicinale(melissa officinalis)sur cette toxicité, et I'effet de ce pesticidedet plante sur
I'histologie de la glande thyroidienne et les pagtes de stress oxydatif. Les animaux ont
recu, par gavage, des doses de (0.64 mg/kg p.dgkaméthrine et de (150 mg/kg p.c.) du
l'extrait de la plante pendant 23 jours, par latesumesuré le poids des rats pour une
comparaison statistique, aprés avoir I'évaluaties parametres du stress oxydatif, dosage des
protéines, glutathion réduit (GSH), malondialdéhgild®A), glutathion peroxydase (GPx) et
glutathion S-transférase (GST), les résultats reabhtdes perturbations au niveau de la
croissance générale des rats ,et le pesticides iDVbgue également des altérations dans le
bilan de stress oxydatif qui traduit par une péxation de taux de GSH et MDA, I'activité de
Protéine, GPx, GST, apres avoir les différentepeitade préparation pour [|'étude
histologique, ont été observés sous microscopequpti Les résultats montrent des
modifications histopathologiques chez les groupe#és au deltaméthrine. En effet les
résultats illustrent clairement du thyroide révpkr une dégénérescence des cellules de
follicules thyroidiens. Cette étude indique quedzgicité par la DM, seuls ou en mixture,
pourrait endommager les cellules folliculaires detHyroide, et I'utilisation de I'extrait du
plante Melissa officinalisL) comme protectrice contre les effets délétéeres dstigues a
ameélioré de facon trés significative le statut sedant dans le cytosol que dans les

mitochondries de la thyroide total.

Mots clés :deltaméthrineMelissa officinalis stress oxydant, histologie, toxicité, pesticide,

glande thyroidienne, rat



Abstract

he use of pesticides in agricultural or domesti igsnot without a negative impact on human
and animal health. These chemicals are known tth&éeause of many poisonings that can
lead to the onset of serious illnesses. The obedf our study is to determine the effect of
the pesticide (deltamethrin) and to test the eféédhe medicinal plant (melissa officinalis)
on this toxicity, and the effect of this pesticaed plant on the histology of the thyroid gland
and oxidative stress parameters. The animals redeby gavage, doses of (0.64 mg / kg bw)
of deltamethrin and (150 mg / kg bw) of the plartract for 23 days, then measured the
weight of the rats for a statistical comparisorterafhaving evaluated the parameters of
oxidative stress, protein determination, reducedagfhione (GSH), malondialdehyde (MDA),
glutathione peroxidase (GPx) and glutathione Ssfemase (GST), the results show
disturbances at level of the general growth of,ratsd the pesticide DM also causes
alterations in the balance of oxidative stress whranslates by a disturbance of levels of
GSH and MDA, the activity of Protein, GPx, GST,eafthaving the different stages of
preparation for the histological study, were obsdrunder an optical microscope. The results
show histopathological changes in the groups tdeati¢h deltamethrin. Indeed, the results
clearly illustrate the thyroid revealed by a degatien of the cells of thyroid follicles. This
study indicates that toxicity by DM, alone or iméxture, could damage the follicular cells of
the thyroid, and the use of the plant extract (B4l officinalis L) as a protective agent
against the harmful effects of pesticides has imgdovery significantly the redox status both
in the cytosol and in the mitochondria of the teksiroid.

Key words: deltaméthrine,Melissa officinalis , oxidative stress , histology, toxicity,
pesticide, thyroid gland, rat
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INTRODUCTION

Le pesticide encore appelés produits phytosanitaires, qualifiegtoupe de substances
chimiques utilisées pour la prévention, le contaild’élimination d’organismes vivants jugés
nuisibles, principalement aux cultures. C’est alessiom de tout produit fabriqué a partir de
ces substances. On les classe selon leur fonctiomsecticides, fongicides, herbicides,

nématicides, acaricides, rodenticides, @igeffal, 2013) .

Les pesticides constituent un enjeu importantr gaugualité de notre alimentation et de
notre environnement. lls sont aujourd’hui au ccgunel problématique d’ordre aussi bien
environnementale, avec une contamination de laefatide la flore, que sanitaire. En effet, de
leurs propriétés toxiques, les pesticides représéntn réel danger pour I’'homme lorsqu’ils

ne sont pas utilisés dans des conditions apprap(iigeffal, 2013).

Pendant ces années récentes, I'utilisation descjpkest dans l'agriculture avait augmenté.
Cette large diffusion d'utilisation des pesticigeste plus d’exposition des ouvriers agricoles
et industriels aussi bien que la contaminationalenture (Djeffal, 2013).

Parmi les pesticides usuels; les insecticideg qous avons choisis d’étudia
deltaméthrine sont largement utilisés pour différents usagescalgs qui appartiennent
respectivement aux familles des pyréthrinoidesalxi@me génération, photo stable. Elle se
présente sous la forme d'une poudre blanche théatmlesjusqu'a 190°C et faiblement
volatile. Elle est soluble dans les solvants orgaes et sa photo stabilité est de trois a quatre
semaines(Laurence, et al., 2002).

Toutefois, ['utilisation intensive de ce composé emtrainé de graves probléemes
environnementaux et des risques pour la santé mgmaie leur hydrosolubilité et leur
toxicité élevéegTomlin, 2006).

Pendant ces deux décennies, la recherche toxiqalmg’'est concentrée sur I'induction du
stress oxydant (SO) apres I'exposition aux pegigidomme mécanisme possible de la
toxicité. Suite a plusieurs études, les pesticidesmmment les carbamates, avec de telles
propriétés, ont été montrés pour causer la surptmfud’especes réactives oxygenees (ERO)
dans les espaces intra et extracellulaires, ayaunt gesultat la perturbation d’équilibre pro

oxydant/antioxydant cellulaires induisant de cé dai état de stress oxydgmjeffal, 2013).



Quand la formation de ces ERO surpasse la capagtébalayage par les défenses
antioxydantes, les radicaux libres nocifs accuntuleh augmentent la probabilité des
dommages oxydants aux biomolécules critiques tasles enzymes, les protéines, les lipides
membranaires et ’ADNDjeffal, 2013).

La toxicité des carbamates est principalement dawn Fukuto et Ecobichoffrukuto,
1990; Ecobichon, 2001), a l'inhibition de l'activité¢ de I'acétylcholingsrase (AChE),
enzyme impliguée dans la régulation de la neunstrassion, par hydrolyse du
neurotransmetteur. (ACh). Toutefois, des étudesntés ont montré que le stress oxydant
pourrait étre impliqué dans le mécanisme de taxidés carbamates. En effet, ces composés
peuvent induire un stress oxydant entrainant l&gdion des radicaux libres et I'altération du
statut antioxydantKamboj, et al., 2006; Maran, et al., 2009)Plusieurs organes pourraient
étre affectés par l'intoxication aux carbamates\os le cervealfKamboj, et al., 2006) le
systeme reproducteur, le cceur la thyroiféarsan, et al., 1999 les reins(Yarsan, et al.,
1999); et le foie(Ozden, et al., 2009).

La thyroide est une glande endocrine située réspatent a la base du larynx et le long du
duodénum. La thyroide est responsable, de la symttié deux hormones ioddes T4 et la

T3) qui interviennent dans toutes les fonctions vitale I'organisméKress, 2007).

Les dysendocrinies thyroidiennes sont par défimitles altérations fonctionnelles de cette
glande endocrine qui peuvent se traduire par untimmement en hypo ou en hyper de la
glande en question lorsque la sécrétion hormonalke respectivement, diminuée ou

augmentégVigreux, 2009).

Concernant le statut redox cellulaire, aucundeita notre connaissance, n'a été réalisée sur
les effets protecteurs d’'un plante médicindiédissa officinalis chez des rats soumis a la

toxicité par deltaméthrine.

C’est ainsi que nous nous sommes intéresses @pestdre ce travail qui a pour Objectif
d’étudier le stress oxydant induit par un insedgatarbamate ; le deltaméthrine chez le rat et

de tester les effets modulateurs par plante méeinielissa officinalis L

v L'objectif de ce travail est d’évaluer d’'un pesdtieicité précédemment sur I'histologie
de la thyroide des rats wistar males suite a upesixon de dose sublétal par voie
orale. Les résultats de I'observation anatomopathque de ces organes permettront

d’avoir un apercu de I'action combinée de ce piiisur la santé humaine.



v' L'exploration du profil du stress oxydant de largla thyroidienne.

Cette étude est subdivisée en deux parties edgEs)tla premiére partie présente une
synthese bibliographique dans laquelle nous app®rtm premier chapitre qui consiste a
étudier des généralités sur les insecticides caatemet leur toxicité, un second chapitre sont
consacrés a I'étude de la plante médicinales frdisieme chapitre traite les effets du stress
oxydant et les mécanismes de défense contre s ditde quatrieme chapitre, sur L'organe
thyroide, respectivement la deuxieme partie ewpdrtale consiste a analyser les effets
préventifs de I'extrait plante médicinal®kelissa officinalis L sur le stress oxydant induit par
Le deltaméthrine au niveau de la thyroide L'infloendes différents traitements ont été

analysé.
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Chapitre | : les Pesticides

1. Geénéralité sur les pesticides
1.1 Historique

L'utilisation des pesticides en agricultueenonte a l'antiquité. L'usage du soufre parait
remonter a la Grece antiqgue (1000 ans avant Jt@usenic était recommandé par Pline,
naturaliste romain, en tant qu'insecticide et lesdpits arsenicaux ou a base de plomb
(Arséniate de plomb) sont connus en Chine dés lée)8i€cle ; c'est également vers cette
épogue que sont signalées les propriétés insexdicdd tabac et des racines de Derris et de
LonchocarpugGatignol, et al., 2010)La recherche et I'expérimentation de moyens aptes a
lutter contre les maladies des céréales, de la modernterre et de la vigne ; ou a limiter le
développement d’'insectes ravageurs, ont été puttias des périodiques de I'agriculture du
XVllléme siécle(Duval, 2009.)

L'utilisation plus généralisée des pesticides igi $&s progrés de la chimie minérale. Au
XIXe siecle, les traitements fongicides sont a bdsesulfate de cuivre (dont la célebre
bouillie bordelaise) ou a base de mercure ; leectngdes tels l'arsénite de cuivre,
l'acétoarsénite de cuivre, l'arséniate de ploml &rssi leur apparition. Le pyréthre, une
poudre provenant de fleurs du genre chrysanthensirmgoduit comme insecticide a cette
méme époqudDuval, 2009.) Autour de 1920, les insecticides arsenicaux \antune
utilisation intense et on s’apercut alors que tagd et Iegumes traités recélaient des poisons a
des doses qui pouvaient étre mortelles pour lesaomateurs. Ces données ont poussé les
scientifiques a chercher d’autres produits moimgdeeux(Duval, 2009.).

Ce produit domine alors marché des insecticidegujasl début des années 1970. La
seconde guerre mondiale a généré, a travers lberobes engagées pour la mise au point de
gaz de combat, la famille des organophosphoréslgpijis 1945, a connu un développement
considérable, notamment pour certains produits cedenmalathion. Aux Etats-Unis, durant
la période 1950-1955, les herbicides de la fantile urées substituées (linuron, diuron) sont
développés, suivis peu apres par les herbicidegalipe ammonium quaternaire et triazines.
Les fongicides du type benzimidazoles et pyrimidaent de 1966, Suivis par les fongicides
imidazoliques et triazoliques dits fongicides. Ddes années 1970-80, une nouvelle classe
d'insecticides, les pyréthrinoides apparait, dontifmmarché des insecticidd3uval, 2009.)

A partir des années 90, le grand nombre deyits commercialisés et les exigences
réglementaires (homologation, normalisation, eegndent la compétition entre les industries
phytosanitaires de plus en plus séveres. Les indisspréférent axer leurs efforts sur la vente

d’un seul produit optimisé pour un usage bien chlé#ot que de se lancer dans la fabrication



Chapitre | : les Pesticides

simultanée d’autres produits. Pour cette raisos réeherches sont actuellement de plus en
plus orientées vers le perfectionnement des méshatlanalyse de résidus pour la
surveillance et le contrble de la qualité des eatixles aliments, a la protection et a la

réhabilitation de I'environnement et des ressounzgsrellegGatignol, et al., 2010).

1.2 Définition

Les pesticides constituent un enjeu importanirpga qualité de notre alimentation et de
notreenvironnement leur utilisation dans les sectderta production agricole a pour but de
prévenir ou de réduire les pertes causées paralemeurs et peut donc améliorer le
rendement ainsi que la qualité du produit et lazwahutritionnelle des alimen{©erke, et
al., 2004; Cooper, et b, 2007 La plupart de ces pesticides présentent un délgrd de
toxicité car ils sont congus pour tuer certainsaoigmes et de ce fait créer ainsi un risque de
dommaggPower, 2010) Dans ce contexte, l'utilisation des pesticideswdes@ de se€rieuses
préoccupations non seulement pour leurs effetqfiete sur la santé humaine, mais aussi sur
la faune et I'écosystén{@sogwa, et al., 2009\Malgré de nombreuses études sur la toxicité et
le devenir des pesticides, il y a encore des lacwua®s la recherche, ce qui provoque des
incertitudes dans la prédiction de leurs effetergglterme sur la santé et I'environnement
(Damalas DA; Eleftherohorinos 1G, 2011).

Le vocable pesticide regroupe a la fois les pitsd®hytopharmaceutiques destinés a un
usage agricole et les biocides anciennement dénspesécides a usage non agric(iven,
et al., 2002)qui désignent également une substamotive ou une préparation commerciale
constituée d'une ou plusieurs substances actjVagurou, 2006) La substance active
(anciennement appelée matiere active) esulastance ou le microorganisme qui détruit ou

empéche I'agent nuisible pour la culturestiestaller ou de se dévelopg&€amard, 2010) .

1.3 Classification
Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le mérsbnt caractérisés par une telle variété de
structure chimique, de groupes fonctionnels etti/aé que leur classification est complexe
(tableau 01). D’'une maniere générale, ils peuvérg @assés en fonction de la nature de
'espece a combattre mais aussi en fonction detare chimique de la principale substance

active majoritaire qui les compa@Merhi, 2008) .
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1.3.1. Classification chimique
a) Les pesticides inorganiques
lIs sont peu nombreux mais certains sont éslisn trés grande quantité comme le soufre ou
le cuivre. Ce sont des pesticides trés anciens Kemploi est apparu bien avant la chimie
organique de synthése. De cette époque ne sulysiste seul herbicide employé en tant que
désherbant total (chlorate de sodium) et quelqoegi¢ides a base de soufre et cuivre comme
la bouillie bordelaiséFillatre, 2011).

b) Les pesticides organométalliques
Ce sont des fongicides dont la molécule esttitole par un complexe fait d’'un métal
comme le zinc ou le manganése et d'un anion organidithiocarbamate (exemple :

Mancozebe avec le zinc, manébe avec le mangafiébaire, 2011) .

c) Les pesticides organiques
lls sont tres nombreux et appartiennent ardes familles chimiquegTomlin, 2006)

existe actuellement plus de 80 familles ou claskeriques dont les plus connues sont :

Les organochlorés, les organophosphoreés, lesroatba, les pyréthrinoides, les triazines, les
benzimidazoles et d’autres groupes (tels que lev@d&dipiridiniques, organomercuriels,

Organocincades, fenoxo-acétiques, pyréthrineseatdevés triaziniquegBazzi, 2010)

1.3.2 Classification biologique.
En se basant sur le deuxieme critére qui estitn sur le parasite, les pesticides sont
classés en : insecticides, acaricides, fongicidesipiotigues a usage agricole, herbicides,
molluscicides, rodenticides, nématicides, corvisi@&. Bakouri, 2006; Bazzi, 2010).

1.3.3. Classification selon l'usage
Les pesticides sont utilisés dans plusieurs ailogs d’activités pour lutter contre des
organismes vivants nuisibles. Il existe six catéggode pesticides selon leur destination de
traitement, a savoir : les cultures, les batimddkevage, les locaux de stockage des produits

végétaux, les zones non agricoles, les batimehtbdation, 'homme et les animaux.

L’agriculture est de loin l'activité la plus consomatrice de pesticides. L’'usage non agricole

ne représente en effet que 12% du marché g(6likdtre, 2011).



Chapitre | : les Pesticides

Tableau 01: Croisements entre la classification chimiqueetiassification biologiques des

Pegtes(Calvet, 2005).

Groupe

Classe chimique

Exemples de molécules

Antiparasitaire
(Insecticides et

Anticoccidiens)

Insecticides

Minéraux

Arséniate de plomb, fluorure

d’aluminium,

Composés soufrés mercuriqu
séléniés

Organochlorés

DDT
HCH dont le lindane

Organophosphorés Dichlorvos, chlorfenvinphos, phorate
Carbamates Aldicarbe, carbofuran, carbaryl,
benfuracarbe,

Pyréthrinoides

Perméthrine, cyperméthrine,

Deltaméthrine

Macrolides

Endectocides

Ivermectine, doramectine, abamecting

moxidectine, sélénamectine,

éprinomictine

Herbicides minéraux

Sulfates, nitrates, chlorures, chlorat
cyanamide

es,

be

Phytohormones Pichloranne, trichlopyr, fluroxypyr
Herbicides glyphosate

Carbamates Asulame, diallate, sulfallate

Dérivés de l'urée Monuron, diuron, linuron

Divers Triazines, dinitrophénols,

Aminotriazole

Dithiocarbamates Mancozébe, manebe, zinebe, proping

Carbamates Bénomyl, carbendazime
Fongicides Benzimidazolés

Dérivés de l'imidazole

Kétoconazole, niconazolezatil,

Prochloraz
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1.3.4. Selon leur cible
D’apres leur cible, les pesticides sontis#ig en herbicides désignés pour tuer les
mauvaises herbes ; en insecticides pour combatrankectes ; en fongicides qui luttent
contre les champignons ; en acaricides pour tigeadariens ; en hélicidés ou molluscicides
pour éradiquer les nématoceres ; en rodenticidesmttides pour combattre les rongeurs
vertébréqUtip, et al., 2013; Toumi, 2013; Guler, et al., 21D) .

1.3.5. Selon leur persistance dans I'environnement

Les pesticides sont classés en deux types pauxip

v Les pesticides conservatifs (persistants)
Qui ne sont pas éliminés du milieu, qu’ils soieissdus dans I'eau ou fixes sur le matériel

particulaire. Ce sont des pesticides organiqueshimmégradableBelhaouchet, 2011

La classification de Polluants Organiques PensistdPOPs) regroupe tous ces polluants
conservatifs tels que les HAPs, PCBs, dioxinesarfsy dieldrine, chlordane, DDT, HCH,
HCB, lindane, endrine, aldrine, Mirex, toxaphen@podeone, heptachlore. La production et
I'utilisation de ces pesticides ne sont pas autesgpar plusieurs conventions internationales a
cause de leur risque sur 'lhomme et I'environnem@miumi, 2013; Utip, et al., 2013;
Ademe, 2004).

v’ Les pesticides non conservatifs (non persistants)
Qui a terme, disparaissent dans peu de tempssa ciuleur biodégradabilité rapide tels que

certains OP, pyréthrinoides, néonicotinoides gidsticids (Belhaouchet, 2014).

1.3.6. Devenir des pesticides dans I'environnement

Malgré un souci croissant de protection de I'enwrement, lors de [lutilisation des
pesticides, une certaine quantité de ces substaecestrouve dans I'environnemd@atrias-
Estévez, et al., 2008; Pimentel, 1999)es voies de dispersion et de transfert de pestcid
sont nombreuses. Les gouttelettes de ces prodeltgept atteindre directement le sol sans
étre stoppées par le feuillage, ou alors indireetgmlorsque la pluie va lessiver les
gouttelettes, non encore absorbées par les feuiBethaouchet, 2014).Les pesticides
peuvent étre entrainés par dérive loin des zonesulteire visées ou étre directement
volatilisés vers I'atmosphére lors de leur pulwitsn (Toumi, 2013). La présence de
polluants constitue un stress induisant des madifins au niveau physiologique et

métabolique dans l'organism@imbrell, et al., 1994). Ce dernier peut réagir par des
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réponses mécanistiques limitant les effets toxigigsscontaminants en protégeant les cellules
et en facilitant leur excrétion. Bien que les ménmes de défense cellulaire soient
actuellement mieux connus, il est cependant nécesse les approfondir en raison
notamment des interactions existantes entre lesli@étiques présents simultanément dans le
méme milieuTestud, et al., 2007; Guler, et al., 2010) .

1.4. Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement tagisculture, mais aussi dans divers secteurs
(Industries, collectivités territoriales) ainsi go’ usage domestique et vétérinaire. Des
Problemes de résidus dans les léegumes, les frigts..e sont aussi mis en évidence
(Belhaouchet, 2014)Les pesticides peuvent contaminer les organismesis via multiple
voies d’exposition (figure 01). En effet, ceslpahts pouvant pénétrer dans I'organisme par
contact cutané, par ingestion des matrices alinrestaontaminées et encore par inhalation
de l'air pollué(Utip, et al., 2013).La grande variété de produits rend difficile I'avation des
expositions chez les populations, qu'’il s’agissdadpopulation exposée professionnellement

(agriculteurs ou manipulateurs), ou de la poputagiénéraléBourbia, 2013).

Environnement Chaine alimentaire

i

Alimentation Faune
Habitat
Culture Flore
Jardinage
Elevage
Transferts _
inter-compartiments Agriculture
et transformations \ / Elevage
Pesticides

Figure 01 Modes d’exposition des organismes vivant auxigdsss(Barriuso, 2004)
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1.5 Effets toxiques des pesticides
Quel que soit leur rang taxonomique, les étreants ont divers processus et mécanismes
physiologiques en commun. Ce qui fait que les piglsts ont un pouvoir de toxicité envers les

organismes non ciblés tel que I'HomngBaldi, et al., 2013) .

Certaines substances sont rapidement éliminéediff@rentes voies, provoquant une toxicité
aigue, et d’autres peuvent s’accumuler dans I'dsga®, ce qui peut conduire a I'apparition

d’effets toxiques a long tern{&ron, et al., 2001) .

Selon 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé}, facteurs influant sur la toxicité des

pesticides pour 'homme sont : la dose, la voigmbsition, le degré d’absorption, les effets

de la matiére active ainsi que ses métabolites;Uiaulation et la persistance du produit dans
'organisme. L’état de santé de la personne expestaussi un facteur influencant la toxicité

du pesticidgTron, et al., 2001).

1.6 Toxicité aigue
La littérature décrivant l'effet aiglie des paides note principalement : des brdlures
Chimiques au niveau oculaire, des lésions cutardes troubles au niveau du foie et des
effets neurologiques. Une forte intoxication peanhduire a de graves effets pouvant aller
jusqu'a la mort chez certains individus, alors qoair dautres seuls des symptomes

biochimiques pouvaient témoigner I'intoxicati®enzaim, 2019).

1.7 Toxicité chronique et subchronique
La majorité des effets chroniques et sub-cloywes apparaissent aprés des expositions
répétées a de faibles doses de pesticides dammnieme(Benzaim, 2019).Les troubles
neurologiques, les troubles de la reproductional&sations du développement et les cancers
font partie des pathologies les plus étudiées ptemontrer les effets chroniques des
pesticides sur I'étre humain. Cependant d’autrdstefont été réepertoriés tel que l'effet
mutagendBaldi, et al., 2013) .

10
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2. Les pyréthrinoides

2.1 Généralités
Les pyréthrines sont connues depuis 2000 ans. teh & littérature chinoise mentionne
I'utilisation d’insecticides d’origine végétaleples chinois depuis le lersiécle aprés Jésus
Chris. En 1973, la découverte d'une nouvelle sélie pyréthrines synthétiqgues « les
pyréthrinoides » doués d'une photostabilité seaesieht accrue et d'un large spectre
d’efficacité permettant une utilisation agricole méme vétérinaire de ces Pyréthrinoides
(Testud, et al., 2007).En 1973, la découverte d'une nouvelle série deéthyines
synthétiques « les pyréthrinoides » doués d’uneoghabilité sensiblement accrue et d’'un
large spectre d’efficacité permettant une utilmatiagricole et méme vétérinaire de ces
pyréthrinoides(Gasmi, 2018). Les Pyréthrinoides sont des insecticides utilisaésr lutter
contre les parasites des grandes cult(aeschide, betterave, canne a sucre, céréales, pomme
de terre, cotormil) et contre les parasites des arbres fruitiers éétgpsmeqToumi, 2013).

2.2 Classification

Les pyréthrinoides sont classés en deux catégendenction de la présence ou non d'un
radical cyanide. Ainsi, les pyréthrinoides de type(Alléthrine, Tétraméthrine,) sont
dépourvus du radical cyanide alors que les pymitioes de type Il deltaméthrine,
Cyperméthrine) portent le radical cyanidégstud, et al., 2007) L’activité insecticide des
pyréthrinoides dépend par ailleurs de la stérédehila la molécule. Ainsi les pyréthrinoides
ayant une conformation en 1R ou 2S ont une actingécticide alors que les pyréthrinoides
enlS ou 2R n’en ont pas. De méme, les isoméresonisen géneéral plus toxiques que les

isomeres Tran@radberry, et al., 2005).

2.3 Exemple sur les pyréthrinoides : La deltaméthrine
C’est un pyréthrinoide de synthese de type IlI, mis point en 1974 et est utilisé
principalement comme insecticide et répulsif pas insectes en raison de ses propriétés
neurotoxiques. La deltamethrine est un insectinme systémique a action rapide par contact
et ingestionGuler, et al., 2010; Utip, et al., 2013).

La deltaméthrine (voir figure 2 pour la structure ld molécule). Est un pyréthrinoide de
deuxieme génération, photostable. Elle se préssmts la forme d'une poudre blanche
thermostable jusqu'a 190°C et faiblement volatilele est soluble dans les solvants

organiques et sa photostabilité est de trois argsaimaines.

11
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Br

Figure02: Structure de la molécule de deltaméthrine (CZEB#2NO3)(Laurence, et al.,
2002)

12
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2.3.1 Propriétés

La deltaméthrine est caractérisée par les paramgthysicochimiques et toxicologiques

résumes dans tableau 02si apres.

Tableau 02 :Principales propriétés physico-chimiques et toxigigues de la deltaméthrine

(Toumi, 2013).

Nom chimique R-3-(2.2-dibromovinyl) -2,2-diméthylt
cyclopropanecarboxylate de (S)- a-cyand
phénoxybenzyle.

Structure chimique
)\ X /@
N 0 Y
B ™ W 0
0
I
N
Formule chimique C22H19Br2NOs
Masse molaire 505g/mole

Point de fusion

90 °C

Solubilité dans I'eau

<0.0002 mg/l & 25°C

Etat physique Cristaux blancs
DL50 130 mg/kg chez le rat
DJA 100 a 15Qg/kg/j

Effets toxiques

Médiatement toxique : irritation......

13
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2.3.2 Utilisation de la deltaméthrine :

La deltaméthrine est utilisée dans de nombreux dwmaacomme celui de la protection des
cultures (vignes, cultures maraichéres, vergemgncaolza, tabac) ; on l'utilise également
dans I'hygiene publique en usage domestique cdesemouches, moustiques et blattes
(peintures, papiers peints...). Enfin elle permetdéstruction de nombreux vecteurs de
grandes endémies telles la dengue, le paludisnancHbcercose et bien sdr les
trypanosomosegLaurence, et al., 2002) L’efficaité de la deltaméthrine dans la lutte contre
les glossines n'est plus a démontrer nous l'utiise donc comme témoin positif dans notre

étude(Laurence, et al., 2002)

2.3.3 Latoxicité de la deltaméthrine

La toxicité de la deltaméthrine envers les mamnageest faible (ldableau 4 ci-dessous
donne a titre indicatif les DL50 chez le rat). Lalétule de deltaméthrine est dégradée
rapidement méme si elle peut parfois étre stoclkdes ta graisse et donc étre éliminée plus
lentement(Laurence, et al., 2002).

Tableau 3.Toxicité de la deltaméthrine chez le fiadurence, et al., 2002) .

Toxicité de la deltaméthrine

DL50 par voie orale | DL50 par voie percutanée chez le DL50 par inhalation (4h)

chez le rat rat chez le rat

135 a 5000mg/kg >2000mg/kg 2.2mg/l

A moyen et long terme il N’y a donc pas d’effetitpie majeur. Une irritation des muqueuses
et de la peau est possible si des précautions ne pas prises lors de l'utilisation de
l'insecticide. Par voie orale une symptomatologlassique (par action sur le systéme
nerveux) est observée : troubles digestifs, cotitnae musculaires... Aucun pouvoir

tératogene, mutagéne ou cancerigene n'a pu étrermagidencélLaurence, et al., 2002).

14
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La deltaméthrine a donc une large sécurité d’engfce aux transformations métaboliques
rapides subies chez les mammiféres contrairemesigai se passe chez les insectes. On peut
renforcer cette sécurité en utilisant des formafetiparticulieres qui ne modifient pas

I'activité insecticide(Laurence, et al., 2002).

2.3.4 Toxicocinétique de deltaméthrine

» Absorbation
La deltaméthrine est une molécule lipophile, pelutde dans I'eau, pouvant étre absorbée
principalement par voie orale, et secondairemenvgia cutanée ou encore par inhalation
(Utip, et al.,, 2013) Le taux d’absorption de la deltaméthrine par vorale n’est pas
précisément connu ; on peut cependant considéiiéeguimportant, de I'ordre de 90 %. Le
taux d’absorption par inhalation est probablemaitilé et méme par voie cutanée qui est de
I'ordre de 3,6 % chez le rat.

» Distribution
Des études chez les animaux de laboratoires mamjuespres ingestion, la deltaméthrise
distribue dans les différents tissus de l'organisengc une concentration légerement plus
importante dans les graisses (demi-vie de 7 a B)olie pic plasmatique apparait 1 a 2
heures aprés I'administration de la deltaméthrimevpie orale et reste détectable jusqu’a 48
heure. Elle passe dans le lait en faibles propwst{demi-vie estimée a 1 jQufIPCS, 1990).

» Meétabolisme
La deltaméthrine est métabolisée en composés maques par oxydation, par hydrolyse de
la fonction ester et par conversion du groupemgama en thiocyanate. Chez ’lhomme, elle
est rapidement métabolisée au niveau hépatiquefarreation d’acide 3 phénoxybenzoique,
d’acide décamétrique (ou acide cis-3-(2,2-dibreimg) -2,2-diméthyl-cyclopropane-1-
carboxyligue ou cis-Br2CA). Les métabolites oxydéat ensuite sulfo- ou gluco-conjugués,
facilitant ainsi leur élimination dans les uriféBCS, 1990) .

» Elimination
La deltaméthrine est éliminée de facon sensiblerdguivalente, par les urines et les feces
chez le rat et la souris. Chez 'homme, I'élimioaturinaire représente entre 51 et 59 % de la
dose absorbée ; I'élimination fécale de 10 a 26 _&deltaméthrine peut étre éliminée soit
sous forme de 3-PBA, de cis-Br2CA, soit sous foinghangée. La demi-vie d’élimination
varie entre 10 et 13,5 heur@BCS, 1990; Shivanoor, 2014).
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2.4 Mode d’action et toxicité
Le mode d’action des pyréthrinoides (voir le tabldaqui suit) est complexe et encore
imparfaitement éluciél (CARLE, 1985) Comme les autres pyréthrinoides cet insecticide
entraine un dysfonctionnement des canaux sodiumsites d’action concernent aussi bien le
systeme nerveux central que périphérique. Les seffielurotoxiques et neuro-hormonaux
additionnés entrainent certainement des déséasliimiques susceptibles de modifier les
activités des ATPases membranaires qui finissent@aduire a la mor{Laurence, et al.,
2002) .

16
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Tableau. 4.Mode d’action des pyréthrinoid€SARLE, 1985)

Types d’action Site Mécanisme Effets
physiologique
Systemes neuraux | lonophores Na+ Modification des Blocage ou activité
courants ioniques | répétitive
ATPases a P
Niveaux Na+/K+ dépendant | Inhibition d’activité | Epuisement
membranaire Ca++/Mg++dépendar énergétique
Niveaux synaptique | -Récepteurs de I'acid{ -Epuisement -Libération d’acides
s énergetique aminés excitateurs
kainique
, cellulaire endogénes
postsynaptiques
présynaptiques
-Récepteurs de I'acid¢ -Epuisement -Inhibition d’entrée
. énergétique des ions Ca++
kainique
, cellulaire
postsynaptiques
présynaptiques
-Récepteurs -Modification des
-Blocage
nicotiniques courants ioniques .
neuromusculaire
Niveau lonophores Ca++ Modification des| Libération de
courants ioniques | neurohormones
Neuro- hormonal lonophores Na g

Il existe différentes phases d’action des pyrétidas sur les insectes : tout d’abord il y a une
phase d’excitation intense suivie d’'une paralysimégale (effet Knock- Down ou KD).
L’insecte peut par la suite recouvrer ses facuttésrices ou bien mourir selon la dose utilisée
(HERVE, 1982).
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1. Les plantes médicinales

1.1 Les composés phénoliques

1.1.1 Définition
Les polyphénols naturels sont des métabolitesnslixes, ils n’exercent pas de fonction
directe au niveau des activités principales deglaisme végétalGurgnard, 2000). Les,
polyphénols sont des composés organiques qui passédn ou plusieurs noyaux
aromatiques, aux quels sont attachés un ou plgsgaupements hydroxyle8runeton,
1993.

1.1.2 Classification des composés phénoliques
Il existe environ 8000 composés phénoliques, aklEnimolécules a bas poids moléculaire
d’autres hautement polymérisés. lls peuvent é&® di un ou plusieurs résidus sucrés ou ils
peuvent étre liés avec d'autres composés chimigeésjue les acides carboxyliques, les

amines ou les lipide@dartin, et al., 2002).

* Les acides phénoligues Les acides phénoliques englobent les dérives aedéa
benzoique, dont I'acide gallique est le représdrmgencipal (constitués d’'un squelette
a sept carbones) suivis des dérivés d’esters hydimemiques (constitués d'une
structure de type C6-QBarboni, 2006)

» Les acides benzoiques Les acides benzoiques présentent un aspect squededt
sept atomes de carbones. lls sont représentéeparcides p-hydroxy benzoiques,
acides galliques, acides vanilliques, acides sigires, acides salicyliques, acides
protocatéchiques, et les acides gentisiqiRsereau-Gayon, 1968)lls peuvent étre
combinés aux sucres ou aux acides organiques parodebinaisons généralement de
type ester, dont ils sont libérés par hydrolysalale (Ribereau-Gayon, et al., 1972

» Les acides cinnamiques Sont des acides a structure de type C6-C3. bagposés
les plus fréquents soient I'acide p-coumariquesid@a caféique et l'acide fertarique
(Ribereau-Gayon, 1968)

1.1.3 Flavonoides
Les flavonoides sont des molécules tres répondaes le regne végétal. Ce sont des
pigments responsables de coloration jaune, orangerige de différents organes de végétaux.
lls sont rencontrés dans les fruits, |égumes, t@ssbns (vin rouge, thé, café) et plusieurs
plantes médicinale$Ghedira, 2005). Caractérisés par la présence du noyau flavon, les

flavonoides sont des composés a deux cycles baremoigliés par un cycle pyrone (oxygene
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contenu au niveau d’'une pyranriRice-Evans, et al., 19964 I'état naturel, les flavonoides
se trouvent généralement sous forme de glycosldaglycone est cependant la partie non
sucre. L'ensemble des flavanols, flavones, flavaspnisoflavones et des anthocianes

constituent la grande famille des flavonoides.

2- Propriétés des polyphénols
2.1.0Oxydation et activité antioxydante
Les propriétés des antioxydants déecoulent dedsepice des noyaux aromatiques, a doubles
liaisons conjuguées et les groupements hydroxyesigttant le piegeage des radicaux libres
(Knert, et al., 2002).lls permettent de maintenir la qualité du prodtid’augmenter la durée
de conservation de ce dernier. lls peuvent retdedperoxydation des lipides et de minimiser
efficacement les rancissements. L’antioxydant mtdpit étre efficace a faible dose, non

toxique, soluble dans les graisses et stable @gm®oHtuit fini(Poknory, et al., 2001).

2.2.Mécanismes d’oxydation

L’oxydation des lipides peut se faire par plusietoms :

v La photo-oxydation initiée par la lumiere.
v' L’auto-oxydation catalysée par la températurejdas métalliques et les radicaux

libres.
a/-Auto-oxydation

L’oxydation des lipides est une réaction autogétgle. Une réaction est dite d’initiation est
celle produisant un radical libre par éliminatiohydirogéne de l'acide gras, les réactions
s’enchainent ensuite pour produire plusieurs radidédores, ces par combinaison entre eux,

forment des composésae non radicalaires.
b/-Photo-oxydation

La photo-oxydation produit des hydroperoxydes Es@nce d’oxygeéne, d’énergie lumineuse
et de photo sensibilisateutdultin, 1992).
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c/-Voie enzymatique

La lipoxygénase catalyse l'insertion d’'une molécdloxygene sur un acide gras insaturé qui
aboutit a la formation d’hydroperoxyde. Elle agitr des acides gras non estérifiés. Son

activité est souvent couplée avec celle des lipesdss phospholipasésymard, 2003).

2.3. Mécanisme d’action des antioxydants
D’une maniere générale, en s’oxydant lui-méme phpédement qu’un autre, un antioxydant
pourra empécher I'oxydation d’'un autre substrat. tgheffet résulte d’'une structure de
donneurs d’atomes d’hydrogéne ou d’électrons sduaeomatiques, cas des dérivés du
phénol. Les antioxydants interviennent en interrantpa réaction en chaine de peroxydation,
en réagissant rapidement avec un radical d’acide avant que celui-ci ne puisse réagir avec
un autre acide grg8erset, et al., 1996).

2.4.Types d'antioxydants

Les antioxydants sont classés soit en fonctiorededrigine, ce qui donne les naturels ou les

synthétiques, si non selon leur mode d’action é@ngires ou en secondaires.

» Antioxydants synthétigues : Dans [lindustrie alimentaire, les antioxydants
synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole (BH&)butylhydroxytoluene (BHT),
la gallate propylée (PG) et le tetra-butylhydrogume (TBHQ), sont largement utilisés
pour leurs efficacités et leurs couts réduits, camdp aux antioxydants naturels.
Cependant, leurs sécurités est trés discutée euiceoncerne leur substitution aux
antioxydants naturelles, en particulier ceux wgisdans la nourriturisu, et al.,
2003).

» Antioxydants naturels : Plusieurs substances peuvent agir en tant quxydintes
in vivo. Tout en inclut le béta carotene, I'albueifiacide urique, les cestrogenes, les
polyamines, les flavonoides, I'acide ascorbiquectanposés phénoliques, la vitamine
E, etc. lls peuvent stabiliser les membranes pningdiant leur permeéabilité, elles ont
également une capacité de lier les acides grassliBvoboda, et al., 1999).

» Antioxydants synergistes. Ce sont des substances qui ne sont guere aefivéant
gu'antioxydants, et dont les propriétés apparaissartout en présence d’autres

antioxydants. Il en est ainsi des lécithines, dBdes citrique et tartrique, des acides
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aminés (lysine et arginine) de certains flavonaidesurs propriétés peuvent
s'expliquer par un effet chélatant de métaux derfiet et le cuivre aux effets pro-
oxydants a faibles doses. Certains produits ordff@t inhibiteur de la décomposition
des hydroperoxydes, et d'autres semblent régémi@rantioxydants, comme les
tocophérols ou les dérivés de l'acide ascorbiqumaréir de leurs formes oxydées
(Morelle, 1988)

» Antioxydants primaires : lls englobent les composés qui interferent avecytiation
lipidique tout en convertissant les produits d’aatydn de ces derniers (Le, LOOe,
LOe¢) en produits plus stables (LH, LOOH, LOH) cetimarche est assurée grace a
leurs propriétés de donneurs de protons actifgatiecal (As) dérivé de I'antioxydant
se convertit en produit staklkim, et al., 2004)

» Antioxydants secondaires :Gordon en (1990) avant cité que les antioxydants
secondaires sont des composés qui retardent I'tieydéipidique selon différents
modes d’action :

0 Absorption des radiations ultraviolettes ;

o Inactivation de I'oxygéne singlet ;
o0 Chélation des métaux ;
0

Décomposition des hydroperoxydg$azzit, 2008)
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3. La mélisse Mdlissa officinalisL)
3.1Historique de la Mélisse

L’extrait sec de feuilles de Melissélé€lissa officinali} ou les feuilles de Mélisse séchées
sont utilisés dans les médicaments ou les complimaiimentaires L’huile essentielle
extraite peut aussi étre employée. On connait LisB&depuis la Grece antique. Les feuilles
de cette plante ont été utilisées par Théophr&3t2 {287 av. J.-C.) et Hippocrate (460 — 377
av. J.-C.), dans la digestion et pour diminuerdevasité des dépressif@/ichtl, et al., 1999).
On produisait 'Eau de mélisse des Carmes Boyeqiiidel611. Il s’agit d’'une une solution a
base d’alcool plus de la Mélisse et avec aussi @elges et treize autres plantes.
Cette solution présente d'innombrables vertus corfaniditer la digestion et apaiser le mal
des transports, diminuer le stress et la fatigliesi®urs médicaments aujourd’hui contiennent
de la Mélisse officinale qui peuvent étre admiistpar voie orale. Traditionnellement, on
utilise la Mélisse dans le traitement symptomatiges troubles digestifs (digestion lente,
ballonnement épigastrique et flatulences) et dandrditement symptomatique des états
neurotoniquegAfssaps, 1998) Melissa officinalisfait partie de la liste des 34 plantes sorties
du monopole pharmaceutique a la suite du décreét809du 15 juin 1979.Inscrite aussi a la
Pharmacopée francaise pour ses feuilles et ses is@ésrftauries

3.2 Classification

Tableau OBlassification de lanélisse officinalis.

Régne Plantea
Ordre Lamiales
Embranchement Spermaphytes
Sous- embranchement Angiospermes
Famille Lamiacees
Classe Eudicotylédones
Sous- classe Astéridées,
Genre Melissa
Espece Melissaofficinalis L
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On note trois especesfficinalis, inodora et altissima. L’espece officinalis esples utilisée
en thérapeutiquéCarnat, et al., 1998).

Nom botanique :Melissaofficinalis L.
Nom francais : Mélisseofficinale

Nom anglais :Lemon balm

Figure O3/elissa officinalisL. (Kothe, 2007).

3.3 Description botanique
Tres recherchée par les abeilles, le nom de laskElbfficinale (Melissafficinalis vient du
grec melissophullon qui signifie « feuille a abesll ». C’est une plante médicinale et
aromatiqugKothe, 2007).
La Mélisse possede une tige carrée mesurant lesplugent entre 30 et 80 centimetres de
haut, ramifiée, dressée et poussant en to(fiiesby, 2009).
C’est une plante également herbacée vivace dardldades Lamiacées avec des feuilles a
I'odeur et la saveur citronné@sothe, 2007).
Le fruit est un tétrakéne contenant de petitesngeabrunes, foncées et luisantes. La Mélisse

officinale peut parfois, notamment si elle est lige I'état sauvage, étre confondue avec
d’autres plantegwichtl, et al., 1999).
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3.4. Habitat
On rencontre la Mélisse a I'état sauvage dans I'dgé du nord, le sud de I'Europe et en
Asie mineure dans des endroits tels gqu’un boigolel d’une haie, ou un lieu non cultivé et
frais (Wichtl, et al., 1999).

On la cultive aux Etats-Unis, en Europe occidenttlecentrale(OMS , 1999). Plante

d’origine méditerranéenne, rencontrée en Algétie,pousse dans les lieux chauds

3.5Composition

L’huile essentielle (HE) (jusqu’a 0,8 %), contenaets aldéhydes monoterpéniques a odeur
citronnée (géranial, néral et citronellal), des i hydroxycoumariniques comme
'esculétine, des dérivés de I'acide hydroxycinngumi (4 a 7 %) aussi appelés « tanins des
Lamiacées », dont le principal est I'acide rosmqgtia (AR), des acides tri terpéniques
(acides ursolique et oléanolique) et des flavoroitiétérosides de lutéoline, d’apigénine, de

qguercétine, de kaempférol)

La Pharmacopée européenne exige que la feuille diksdd séchée doive contenir au
minimum 4 % de dérivés hydroxycinnamiques totaugriexés en l'acide rosmarinique. Ce
composé phénolique est indiqué pour le traitemest affections cutanées comme I'herpes
labial (Herpés simplex) grace a ses propriétés axydantes et antivirales. La Mélisse
officinale constitue une source naturelle majeu®Rdpar sa teneur élevée (4—7 % des

feuilles séches) par comparaison aux autres laesfdéchtl, et al., 1999).

3.6 Usages traditionnels
* Cette plante est utilisée pour guérir les blessutalmer les dents et apaiser les palpitations.
Elle a un effet bénéfique sur le moral. Son utii@aaccroit longeévitgWichtl, et al., 1999).
> Plante relaxante :La Mélisse est une plante relaxante en cas de siggvdanxiéte,
d'irritabilité et de dépression légére. Elle apadésepalpitations cardiaques d'origine
nerveuse et elle diminue I'émotivité. On recommahdeMélisse lorsque l'anxiété
provoque des troubles digestifs tels que les badorents, les indigestions, les
coliques, les nausées et I'acidiWichtl, et al., 1999).
» Herpés : La Mélisse diminue la fréquence du virus et élimses éruptiongWichtl,
et al., 1999).
» Une plante hormonale :La Mélisse calme I'hyperexcitabilité due aux praids de la
thyroide.(Wichtl, et al., 1999).
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> Autres usages On emploi la Mélisse pour soigner les piqlres ditess, les coupures
et dans la fievréWichtl, et al., 1999).

3.7 Principaux effets
v Antiviral
Tonigue nerveux
Antispasmodique
Relaxant
Favorise I'évacuation des gaz
Stimule la transpiratiofWichtl, et al., 1999)

AN N NN
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Chapitre 03 : Stress oxydatif

1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif, dénommé également stress okydésulte d’'un déséquilibre de la
balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur algslants, ce qui se traduit par des
dommages oxydatifs de I'ensemble des constituaatiislaires : les lipides avec perturbations
des membranes cellulaires, les protéines aveédalbn des récepteurs et des enzymes, les
acides nucléiques avec un risque de mutation eadeérisation. Un stress oxydatif peut donc
se développer suite & une surproduction des oxydamhime les espéces activées d’'oxygene
et/ou a une diminution des systemes de défensexgdtints (La ReSergent, et al., 2000).

Etat de STRESS

Perception des
RESSOURCES

a disposition pour faire
face aux contraintes

Perception des
CONTRAINTES
liées a I'environnement

Figure 04.Balance d’équilibre entre les systéemes pro et apdiants(Faivre, et al., 2006).

Pour éviter les conséquences du stress oxydamstilobligatoire de rétablir I'équilibre
oxydant /antioxydant de lI'organisme dont les antdants, sont des substances naturelles
produites par le corps ou bien apportées par l&tiation qui retardent, empéchent ou
réparent les dégats oxydatffsalliwel, et al., 2008.
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v

2. Especes réactives oxydantes (ERO)
2.1. Définition

Un radical libre (RL): est une entité chimique (atome, molécule ou fragnden

molécule) capable d’exister sous forme indépendacb@tenant au moins un électron

célibataire ou non apparié sur sa couche électnengxterne (ou contenant deux électrons de

méme spin dans une case quantique), ce qui augronengidérablement sa réactivité par

nécessité de se combiner avec un autre électraragteindre la stabilité selon un phénomene

d’oxydation (Bonnefont, et al., 2003; Finaud, et al., 200&a durée de vie est trés courte

(quelgues millisecondes voir quelque nanoseconedes) est symbolisé par un point qui

indique ou I'électron libre se sit&oto, et al., 2008).

Les radicaux libres peuvent étre formés par poisédés :

1. Addition d’un électron libre a un non radical (NRe+— R").

2. Perte d’un électron par un non radical (NR —eR").

3. Scission homolytique d’'une liaison covalente (A-BA +B")
(Bonnefont, et al., 2003).

Il existe majoritairement deux grandes farsilitespéces réactives :

Les espéces réactives oxygénées (ERO ou ROS Réadiixygéne Species)

Egalement désignées dans la littérature de dériggstifs de I'oxygéne ou d’espéces
réactives de lI'oxygene peuvent étre définies cond@& molécules qui contiennent de
'oxygéne mais qui sont plus réactives que I'oxygenesent dans l'air. Les ERO incluent
les radicaux libres comme I'anion superoxyde (O2t-le radical hydroxyle (*OH) et des
composés réactifs oxydants non radicalaires (séedtr@ns libres dans leur couche
externe) comme le peroxyde d’hydrogene (H202),yiene singulet (102) et 'ozone
(O3).

Les espéces réactives azotées (ERA ou RNS Réadiiteogen Species)

Ont été définies comme un sous-groupe d’oxydaétsvés de I'oxyde nitrique ou

monoxyde d’azote (*NO). Ceci a poussé certainsuasita parler de RONS (Reactive
Oxygen and Nitrogen Species) au lieu de ROS posigdér I'ensemble des espéces
réactives oxydantes radicalaires ou non radicalaikdac Laren, 2007) Que nous

désignons par I'abréviation ERO.
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TableauO&Principales espéces réactives oxydantes (ERO) ioygzs

ERO Abréviation

Espéces oxygénéactives EOA
Radical (ion) superoxyde O2e-
Radical hydroperoxyde HO2e
Peroxyde d’hydrogéne H202
Radical hydroxyle *OH
Singulet oxygéne 102
Ozone 03
Espéces azotées actives EAA
Oxyde Nitrique NO
Dioxyde d’azote NO2
Peroxynitrite ONOOQO-

3.1.Formation des especes réactives oxydantes (ERO)

3.1.1. ERO radicalaires
a) L’anion superoxyde (O2e-)
C’est I'une des premiéres ERO a étre formées, despa plus couramment générée par la
cellule ; I'anion superoxyded2es-) peut provenir de plusieurs sources cellulairesstlformé
aprés réduction d’une molécule d’O2 par un élecaban présence d’'un cofacteur NADPH.
Les difféerentes enzymes permettant cette réactot sla NADPH oxydase, la xanthine
oxydase, les cyclo-oxygenases ou COX, les lipo-érgges, les oxyde nitrique synthases
NOS (Nitric Oxyde Synthases), les enzymes du rétisuendoplasmique lisse (cytochrome
P450) et celles de la chaine de transport deg@hsctians la mitochondr{€ai, 2000).
B) Le radical hydroxyle (HOe)

Le radical hydroxyle HO¢) peut étre induit par la réduction de }®BL selon la réaction
d’Haber-Weiss engendrant alors un ion OH- inoffeesun radical hydroxyle HOe.

H202 + O2¢ e HO* + O2 + OH-
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Cette réaction est lente et probablement inopérdante les tissus vivants. Mais en revanche,
en présence de métaux de transition (fer, cuilid0O2 donne naissance vivo via la
réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO+ haeta reactif.

020 + FE+3  mmmmmp 02 + Fet2

H202+ Fe+2 ) OH- + HOe + Fe+3
Il est certainement 'ERO la plus destructrice plaucellule et ses composants. Malgré une
durée de vie trés bréve et I'impossibilité pourdei franchir les membranes, il possede une

trés grande réactivité liée a un potentiel oxydard élev§Bonnefont , et al., 2003).

C) L’oxyde nitrique (NOs)

L’oxyde nitrique est un gaz qui ainsi diffuse beetravers les membranes. Il est synthétisé par
I'enzyme oxyde nitriqgue synthase (NOS) a partif’@& et I'acide aminé Larginine. Il n’est
vraiment délétere pour la cellule que lorsqu’il esésent en quantité importante et qu’il

génere ainsi une autre ERO : le peroxynitrite NB@nefont , et al., 2003)

D) Le peroxyde d’hydrogene (H202)

Le peroxyde d’hydrogen@i202) est une molécule stable, mais diffusable et avecdumée
de vie compatible avec une action a distance ddéisonle production. Il est généré dans le
peroxysome, les microsomes et les mitochondriesiparéaction de dismutatigRamirez,
et al., 2008).

O2¢- + O2¢- + 2H+ ———————— H202 + O2 Réaction de dismutation

La dismutation de O2e- spontanée ou catalyséegsasuperoxydes dismutases est la source
majeure de I'H202. L’'H202 n’est pas un radical dibmais a la capacité de générer des
radicaux hautement réactifs. En présence de métransition (fer et cuivre), I''©, donne
naissance via la réaction de Fenton a un radiaiioltyle HO+ hautement réactBonnefont

, etal., 2003).

e) Le peroxynitrite (NO3-)

Son apparition est extrémement rapide, et se prpduiune réaction entre deux ERO :

02" + NO' — N NO3-
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A l'instar du radical hydroxyle, NO3- est une ER@ gause beaucoup de dommages aux

composants cellulaird8onnefont , et al., 2003).

f) L’acide hypochlorique (HOCI)

Il est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne.dsge facilement a travers les membranes
biologiques, et peut altérer les constituants jjats de la cellule a cause de son fort pouvoir
oxydant (Bonnefont , et al., 2003)

H202 + Cl e HOCI + HO-

Un récapitulatif des principales ERO et de leursnfations est présenté dans la figure qui
suite (Fgure 05)

Figure 05 : Cascade de production des principales ERO : ergerBRO non radicalaires et
en jaune ERO radicalair¢Bavier A. , 1997).

4. Role physiologique des espéces réactives oxydantes

De facon physiologique, les ERO existent dans debules et dans les tissus a des
concentrations faibles mais mesurables (Hallivegle 2008)(Sies, 1991)Elles protégent,
régulent la cellule et permettent de maintenir oegaine homeéostasie de I'état redox de
'organisme. Lorsqu’elles sont produites dans umgartiment cellulaire spécifique, elles
peuvent participer au fonctionnement de certainesyraes, intervenir dans la défense

immunitaire (Oxidative Burst ou Flambée Respir&pimagir en tant que second messager
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cellulaire, intervenir dans les voies de transdurctdu signal et réguler les fonctions

cellulaires(Dikalov, et al., 2007).

5. Les antioxydants

L’'organisme est doté d'un ensemble de systémes é&enses trés efficaces contre la
surproduction d’ERO. Le terme d’antioxydant désigmeate substance qui, présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat dxglaetarde ou inhibe significativement
I'oxydation de ce substrgHalliwell, 1990). Les systémes antioxydants peuvent étre classés
selon leur mode d’action, leur localisation celitdaet leur origingDelattre, et al., 2005).

On distingue classiquement 2 catégories d’antioxigla les antioxydants enzymatiques ;
comprenant des enzymes aux propriétés catalytigpésifiques et les antioxydants non
enzymatiques pour lesquels nous différencierong ceil sont liposolubles et donc répartis
dans les membranes biologiques de ceux qui sombsgttibles et donc plutdt répartis dans le

cytosol, le milieu extracellulaire et le plasma.

Stratégie 1:
piéger < SWTBE&I& ‘

e recycler/ g | Stratégie3: Stratégie 4:
_/ renforcer DrOiger réparer
Radicaux . r - ;
(0", HO", etc.) | Attadu/e ‘ s
) ' i
. T o biomolécules oxydatifs
Espéces réactives (R".ROO", etc)

non radicalaires
(10,, HO®, HOCI, etc.)

Stratégies de lutte par les antioxydants contre le stress oxydant :

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 : - ) = .
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.

Figure06. Stratégies de lutte des antioxydants contredases les conséquences du
stress oxydaniGrandjean, 2005).
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5.1 Antioxydants enzymatiques
L’organisme se défend contre les radicaux en syistié des enzymes qui les neutralisent.
Les principales enzymes antioxydants sont le sugdeodismutase, la glutathion peroxydase
et la catalaséVincent, et al., 2004).

» Superoxyde dismutase (SOD)
Ce sont des métalloenzymes a manganése ou a etixigc présentes dans la mitochondrie.
L’enzyme catalyse la dismutation de I'anion supgdexen peroxyde d’hydrogene qui pourra

étre pris en charge par des enzymes a activitkypdase(Baudin, 2006).

* Glutathion peroxydase (GPx)

La GPx fait partie d'un systeme complet qui joue n@te central dans le mécanisme
d’élimination du H202. La GPx est I'enzyme clef dysteme antioxydant et nécessite la
présence de glutathion réduit (GSH) comme donnégledron. Le glutathion disulfite
(GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par lgaghion réductase (GR) qui utilise le
NADPH comme donneur d’électrgAgarwal, et al., 2005).

5.2 Systéme antioxydant non enzymatique

Ce systeme fait appel a des molécules non enzyneatiglles que les vitamines antioxydante
(vitamine C et vitamine E), les caroténoides etclmmposés phénoliques. Contrairement aux
enzymes antioxydants, ces composés ne sont pdgtgas par I'organisme et doivent étre

apportés par I'alimentatiofGardes-Albert, et al., 2003).

> Vitamine E
La vitamine E ¢-tocophérol) est le principal antioxydant. Elle tralise les radicaux libres
ensuite stoppe la chaine de réactions de perowyddés lipides. Cette vitamine devient a son
tour un radical moins réactif, qui pourra étre régé par I'acide ascorbigBationo, et al.,
2015).

» Vitamine C ou acide ascorbique

L’acide L’ascorbique de formule C6H806 présentexdearbones asymétriques, une fonction
lactone, deux fonctions alcool puis une fonctioe-diol (HO —C = C = OH{Marc, et al.,
2004).
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HO \OH

Figure 07. Structure chimique de la vitamine C.

Elle joue un réle de prévention de I'oxydation démplasma et les fluides extracellulaires,
dont elle est considérée comme le plus importatioxydant (Koolman, et al., 2004)50on
action est directe et indirecte, elle agit direcaemsur les ERO (superoxydes, hydroxyle,
oxygene singulet, radicaux lipidiques) et indirecdat par son action de régénération de la
vitamine E et du GSH. L’organisation spatiale deitamine C lui permet de se lier a la phase
agueuse de la vitamine E oxydée dans la membrdinéate, et de rapidement lui céder son
électron. Aprés avoir cédé son électron, la vitamihforme un radical trés peu réactif, qui
sera ensuite reconverti en vitamine C par une eazyductase, qui utilise du GSH ou par

I'acide alpha-lipoiquéDuarte, et al., 2007).

» L’acide urique
L’acide urique comme produit final du métabolisnes gpurinegBaillie, et al., 2007)ll a été
proposé comme un des meilleurs antioxydants dunal&s vivo, ou il pourraitcontribuer a
35-60% de la capacité antioxydante tot@aring, 2003. Il agit comme un, donneur
d’électrons capable ainsi de stabiliser les radichydroxyles et peroxyle et I'oxygéene
singulet(Powers, et al., 2008)L’acide urique peut étre oxydé en différents prégidiont le

prédominant est l'allantoin@lellsten, 2001) puis est régénéré par la vitamine C4.
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> Le glutathion (GSH)

Le glutathion, sous sa forme réduite, est un ttiepformé par la condensation d’acide
glutamique, de cystéine et de glycine : L-glutamydtéinyl-glycine. C’est le thiol
intracellulaire ubiquiste le plus abondant. Soastion de la GPx, il désintoxique les ERO
(H20,, peroxynitrites, peroxydes lipidiques), en formahi GSSG (glutathion oxydé)
composé de deux molécules de GEduris, 2009).1l est détoxifiant au niveau hépatique et
peut se lier aux métaux toxiques (mercure, arsgadonb,) (Meister, 1991; Lyn Patrick,
2006);. Le GSH intervient également dans le cycle de régdioéd de 2 vitamines

antioxydantes : la vitamine E et la vitamine C.
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Chapitre04 : Glande thyroidienne

1. Geénéralité
La glande thyroide est indispensable au bon fomcément de notre organisme, et les
pathologies dont elle peut étre victime sont reéatient fréquentes. Actrice essentielle au sein
du systeme endocrinien, elle assure un grand nod®fenctions primordiales a I'équilibre du
corps. Elle est pour cela placée sous le contr@el’'lypophyse, elle-méme inféodée a
I'hypothalamus. La synthése et la sécrétion dembpes thyroidiennes sont maintenues dans
des limites étroites par des mécanismes de régulas sensible@erve, 2009).L’hormone
principale fabriquée par la thyroide est la thynexiparticipe a la régulation du métabolisme du
corps et intervient notamment dans les processusralssance, dans la différenciation des
tissus, ainsi que dans la régulation du développenphiysique et menta(Gaulin et
Guelmane, 2013).

2. Morphologie
La thyroide est une glande située dans la pantiéra inférieure du cou, en avant des six
premiers anneaux de la trachée, sous le cartilalfg.est constituée par deux lobes latéraux
ovoides, réunis par un isthme duquel se détactieipamn lobe intermédiaire ou pyramide de
L’alouette, vestige de I'embryogénese (voir figl&). Ce qui lui donne globalement la forme
d’'un H ou d’un papillon. C’est une glande de petidtide, de 5 a 6 cm de hauteur et d’environ 2

cm de largeur et d’épaisseur. Son poids moyena=30d(Brouet, 2011).
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Figure 08Vue antérieure de la thyroigBakhti Sari, 2017) .
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2.1.Vascularisation
La thyroide est richement vascularisée (voir #308). On retrouve deux arteres supérieures
provenant de la carotide externe et deux artérigsienres issues du tronc artériel thyro
bicervico scapulaire. Dans 8 a 10% des cas, oourune artere moyenne. Les veines sont
regroupées en 3 groupes :

» Les veines thyroidiennes supérieures

» Les veines thyroidiennes moyennes

» Les veines thyroidiennes inférieur@oue, 2011)

Figure 09 Vascularisation de la thyroidRyndak-Swiercz, 2010).

(1) Lobe thyroidien droit, (2) Isthme, (3) Pyramidel@elouette (lobe médian), (4) Artere
thyroidienne supérieure, (5) Artére thyroidienrférieure, (6) Artere thyroidienne

moyenne (de Neubauer).
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2.2.Les lymphatiques
Les réseaux lymphatiques intra parenchymateuxaseedvers un réseau sous scapulaire
Largement anastomotique. Les troncs des collecteursne triple destination :

v' Les nceuds lymphatiques jugulo carotidiens (nceUATETNER, de POIRIER...)
v Les nceuds lymphatiques pré laryngés a la hautelarmdembranecrico-
thyroidienne

v -Les nceuds lymphatiques récurrentiels et pré-taché

Le drainage lymphatique de la glande thyroide éstépal et croisé, ce qui implique que tout

geste chirurgical ganglionnaire doit étre bilat¢kamara, 2002).

2.3.L'innervation :

L’innervation de la glande thyroide est double :

v' Sympathique par les rameaux vasculaires des gasgirvicaux.

v' Parasympathique par des filets du nerf laryngérgyméet inférieu(Kamara, 2002).

2.4.Les parathyroides :
Les glandes parathyroides sont des petites gladesines situées a la face postérieure de
la glande thyroide, elles sont généralement au nerdb quatre. De 3 a 5 centimetres de
diameétre, elles sécretent la parathormone (PTH)r§gule les taux de Calcium et de
Phosphore dans le sa(igasson, P. , 2014).

3. Histologie
La thyroide est constituée de lobules, eux-mémdasédi en 20 & 40 follicules. Ce follicule

thyroidien, ou vésicule, est 'unité anatomiquéoectionnelle.

Ces follicules sont constitués d’'une paroi épitiélidélimitant un espace rempli par une

substance amorphe appelée colloide. Deux typeslidéeccomposent I'épithélium :

= Les cellules folliculaires ou thyrocytes, resporesaide la synthese des hormones
thyroidiennes ;
» Les cellules C ou para folliculaires sécrétanhladcalcitoningBrouet, 2011).
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3.1.Les cellules folliculaires
Les cellules folliculaires sont maintenues enttesepar des jonctions serrées, délimitant un
compartiment étanche appelé lumiere folliculaires Gonctions ne sont retrouvées que du
c6té apical. Ce sont des cellules qui synthétimnhormones thyroidiennes. Leur taille et
leur morphologie varient selon I'activité de la e : une cellule plate est relativement
inactive, et une cellule cubique a&i{Brouet, 2011).

3.2.Les cellules C ou parafolliculaires
Ces cellules sont beaucoup moins nombreuses quehyescytes (moins de 0,1% de
parenchyme thyroidien). Non concernées par l'aétithyroidienne. Elles sécretent une
hormone appelée calcitonine, qui a une action hgigémiante. Ce taux de calcitonine est

utilisé comme un marqueur spécifique du cancer ttetude la thyroidéBrouet, 2011)

3.3.Le colloide
Le colloide est une masse pateuse jaune plus awsrabondante selon I'activité de la glande,
contenue dans la lumiére folliculaire. Elle consitune réserve d’hormones thyroidiennes
(Brouet, 2011)

4. Libération des hormones thyroidiennes

La thyroglobuline iodée contenant les hormones fTB4eest capturée par endocytose par le
thyrocyte et forme des compartiments intracellelidans lesquels elle est en contact avec
des enzymes lysosomales. Les hormones T3 et T4libénées dans le cytoplasme par
protéolyse. Les MIT et les DIT sont rapidement déés par une iodotyrosine désiodase. Les
hormones passeraient du cytoplasme aux capills&eguins par diffusion passive ou grace a

des protéines transporteuses encore non identifiées

Dans le plasma, les hormones sont liées a desinestéle liaison : principalement a la

Thyroxine Binding Protein ou TBG, mais aussi aliahine et a la pré-albumine.

La T4 est en réalité un précurseur de la T3, anecdemi-vie beaucoup plus longue (environ
7 jours contre 36h). Au niveau des organes, 20% de& utilisée est d’origine thyroidienne,
le reste provenant de la désiodation de I1§Bréuet, 2011).

5. Facteur de régulation de la sécrétion des hormondisyroidiennes
Cette régulation dépend d'un facteur hypothalamid@e'RH, et d’'une hormone trophique
hypophysaire, la TSKTramalloni, et al., 2005).
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5.1TRH (thyrolibérine)

La thyrolibérine ou TRH (tyrotropinrealizing hormenest un tripéptides.au niveau de la
cellule thyréotrope. La TRH a deux actions :

* Lalibération immédiate de la TSH et I'induction sismthése de la TSH.

e La TRH serait donc responsable du contréle positif niveau de I'hypophyse
(Kamara, 2002).

5.2 Thyrothropine (thyroid-stimulating-hormone ou TSH):

Le TSH est 'une des hormones hypophysaires (fige Elle agit sur la thyroide a trois
niveaux :

v' En stimulant la prolifération des thyrocytes ;

v En activant la biosynthése des hormones thyroiéienn

Synthése des Hormones Thyroidiennes

/ I rt
, 3 ~— . [ Lyansy Ic_r
= Q NIS- & ar
PN I I Te

@
1°- Captation lodure I- “‘..)’ 0,

. -
2°- Oxydation et ® 5,0, Tg+l
Organification: MIT-DIT ge L GOLGL ™& y ( Tg 2 MIT

N pIT
3°- Couplage MIT-DIT: R-TSH j Tg/’;J
T3-T4 MIT/DIT /N
T3 < |— 2
T4 <

T4
4°- Protéolyse Tg: {
Libération HT {- A\

Figure 10.Synthése et sécrétion des hormones thyroidigideddhti Sari, 2017)
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L’activité de la cellule hypophysaire qui sécr&tdlSH est sous contrble :

v' Négatif des hormones thyroidiennes. La T3 et la€ekércent quant a elles un
rétrocontréle négatif, leur augmentation entraine diminution de la sécrétion de la
TRH et une moindre sensibilité de I'antéhypophyd&akhti Sari, 2017)

v Positif de la TRH (thyrotropine-releasing hormod&rigine hypothalamique ; cette
derniere obéit également au rétrocontréle négasd dormones thyroidiennes et a

plusieurs neurotransmetteifigamalloni, et al., 2005)

Hypothalamus TRH
Hypophyse TSH

l@_

Thyroide LVTILE

Transport |Désiodation
T

3

Tissus périphériques gGanes cibles

Figure 11.Régulation de la production de I'hormone thyraidie(Bakhti Sari, 2017)
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5.3 lodure
Son action sur le thyréocyte est trés importanéecdrence en iode comme son inflation est la

cause de multiple thyropathi€Bramalloni, et al., 2005).

5.3 Autres facteurs de régulation

La fonction thyroidienne peut en outre étre modplze:

» Divers neurotransmetteurs (adrénaline...) ;
» Des facteurs de croissance (insuline...) ;

> Des cytokines (interféron, interleukines (Tyramalloni, et al., 2005)

6. Distribution et métabolisme des hormones thyroidienes :
Les hormones thyroidiennes sont hydrophobes é&trsiedonc a des protéines de transport :

v" Non spécifique : albumine (pour une petite partie)

v' Spécifiques : TBG-Thyroxine Binding Globulin (poenviron 60 a 75 %) et TBPA—-
Thyroxin Binding PreAlbumin.

v |l est important de rappeler que seule la fractibre, méme trés minoritaire (0,01 a
0,03% delaT4 et 0,1 a0,4 % de la T3) est active

La totalité de la T4 circulante provient de la proiibn thyroidienne, tandis que la plus

grande partie de la T3 est issue de la conversdpherique de T4 en T3.

La dégradation des HT se fait au niveau du foiduetein par diverses voies : conjugaison
(puis excrétion biliaire), désamination et décastaon de la chaine latérale alanine,

désiodation périphérigu®en Yachou, 2013)

7. Régulation de la fonction thyroidienne
Le principal systéme de régulation est représeatd'axe thyréotrope. Il est complété par un
systeme d'autorégulation thyroidienne. Par aillderstatut nutritionnel influence également
la fonction thyroidienne et en particulier le catgdme des hormones. La TSH agita

différents niveaux :

> Elle contréle et stimule les différentes étapesl’dermone-synthése : capture de
l'iode, iodation de la thyroglobuline, hydrolyse the thyroglobuline et sécrétion
hormonale ;

» Est un facteur de croissance pour la thyroide ;
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» La synthese et la sécrétion de TSH sont sous leaterde plusieurs facteurs, les plus
importants étant le rétrocontréle négatif par lesnfones thyroidiennes et I'action
stimulante de la TRKBen Yachou, 2013)

8. Mécanismes d’action des hormones thyroidiennes
Les hormones thyroidiennes ont un mécanisme dradtitranucléaire en se liant a des
récepteurs spécifiques selon les cellules ciblasT®, dont I'affinité pour ces récepteurs est
bien plus importante que celle de la T4, est, pmite raison, la forme métaboliquement
active. Cette transformation de T4 en T3 va se=fassentiellement au niveau des cellules
cibles et, selon le type de cellule dans lequekerirouve, la quantité d’enzymes capables
d’effectuer cette désiodation sera plus ou moingomante en fonction de la capacité de

réponse attenduyeélarout, 2008).
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1. Matériels et méthode
1.1. Matériel
1.1.1. Les animaux de laboratoire

Notre étude expérimentale a été réalisée 16 ratecblmales de I'espé&attus rattus L, un
mammifére nocturne de I'ordre des rongeurs, fréquent utilisé dans les recherches.

Les animaux proviennent de I'animalerie de I'ingtppasteur d’Alger.

Figure 12.Rat wistanRattus rattus L) (photospersonnél
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1.1.2. Matériel végétal

Melissa officinalis L. est une plante vivance haute de 20 a 40 cm. §es sont dressées et
divisées en plusieurs tiges secondaires dites (rs@s@. Les feuilles grandes et ovales (figure
13).

Figure 13.Melissa officinalis L

« Récolte

L’étude phytochmique a été réalisée sur les pag@tennes (feuilles et tiges) delissa
officinalis et qui a été récoltée de la région de Bir El Ater (90 Kud sle Tébessa) durant le
mois de Mai 2019 (figure 14).
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Figure 14.Localisation 0€ la zoné de’Collecte’de la plandiée Melissa orficinalis)
1.2. Méthodologie
1.2.1. Séchage la plante

Le séchage permet d’éliminer la quantité d’eaunuetedans la plante. C’est une opération
importante qui doit étre faite avant toute utilisaf le séchage a été effectué a 'ombre et a

I'abri de la lumiere.
1.2.2. Extraction

L’extraction d’huile essentielle d&l. officinalis a été conduite en utilisant un appareil
d’extraction de type Clevenger et réalisée au nivda laboratoire de Toxicologie du
département de Biologie Appliguée de la Faculté Seiences Exactes et Sciences de la
Nature et de la Vie, Université Larbi Tebessi, Bsae

1.2.3. Principe

L’hydrodistillation (water distillation) est la ni@&de la plus simple et de ce fait, la plus
anciennement utilisée Le principe consiste a patébullition dans un ballon, un mélange
d’eau et de plante dont on souhaite extraire lthe#sentielle. Les cellules végétales éclatent
et libérent les molécules odorantes, lesquelles @ons entrainées par la vapeur d’eau créée.
Elles passent par un réfrigérant a eau ou elles@mrdensées, puis sont récupérées dans un

récipient(Neche Zidouma, 2019).
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1.2.4. Mode opératoire

L’extraction des HEs de la plante Mélisse officinadté effectuée a I'aide d’'un dispositif de
type Clevenger. Avant 'emploi, 'appareil a étéag avec de I'eau distillée (mis a blanc) afin
d’éliminer les poussiéres et les graisses probad¢mrésentes dans I'appareil pour éviter
toute contamination de I'huile au cours de I'exti@t (Figure 15 ),Cette méthode consiste a
introduire 40 g de matériel végétal dans un baflenl | contenant 450 ml d’eau distillée.
L’ensemble est porté a ébullition pendant 1h 30aniteide d’'un chauf-ballon. Les vapeurs
chargées d’huile essentielle, traversent le réfaigieet se condensent ainsi avant de chuter
dans une ampoule de décantation, I'huile se séparda suite de I'eau par différence de
densité.

Figure 15. Dispositif d’Extraction par hydrodistillation tygélevenger (photos personnel).

1.2.5. Entretien des animaux

Aprés réception, une période d’adaptation de deais mhans I'animalerie de département de
Biologie Appliquée a été respectée. Les conditiétsient comme suit: température
ambiante de 23+2°C, humidité (60 £5%) dans un chabeiere-obscurité de 12 h. Les rats
sont élevés dans des cages en plastique qui gossédas d’'une litiere constituée de copeaux

de bois nettoyées et changée chaque deux jours’qukxfin de I'expérimentation avec un
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by

accés libore a leau et & la nourriture (Figure 1&ps conditions d'élevage et
d’expérimentation sont en accord avec les regld®theque dans I'expérimentation animale.

Figure 16. Elevage des animaux d’expérimentation (photo persite).

1.2.6. Mesure du poids
La mesure de poids est effectuée sur les rats ehjgum d’'une facon réguliere pendant la
durée de I'expérimentation soit au cours d’adaptatbu traitement a l'aide de balance

électronique.

1.2.7. Choix des doses :
Dans cette étude, nous avons utilisé un pestitéddeltaméthrine) et I'huile essentiel d’une
plante médicinaleMelissa officinalis L.) a des doses de 0.64 mg/kg/j pour deltamétteine
150 mg/kg/j pour I'huile par voie orale pendentja@@rs. Le choix de ces doses est basé sur

des études précéedentes.
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1.2.8. Traitement des rats
Les animaux ont été répartis en quatre groupesudéregrats chacun, formant des lots
homogenes. Le traitement est effectué par voieeosal’aide d une micropipette comme
suit (figurel7) :
v" Groupe T : rats témoins ont recu I'eau potable par voie orale
v' Groupe HE : rats traités par I'huile essentielle (HE) paievorale a dose de 150
mg/kg/j jour pendant 3 semaines du traitement.
v" Groupe D : rats traités par la deltaméthrine (D) a dose.@4 thg/kg/j pendant 3
semaines.
v' Groupe HE+D : rats traités par la mixture de la deltaméthringg[@ose de 0.64
mg/kg/j et de I'huile essentielle (HE) de plantediséhale a dose 150 mg/kg/j pendant 3

semaines.

Figure 17.Traitement de rat par voie orale (photos persoapell

1.2.9. Sacrifice et prélevement de la thyroide
A la fin de la période de traitement par deltamathet I'huile de la plant®elissa officinalis,
les animaux sont sacrifiés et ont été ouverts attrent. Aprés dissection, la thyroide a été
rapidement prélevée et divisée sur deux partiegi(Eil8).

Une partie conservée dans une solution de fopmor I'étude histologique et une partie
conservée dans le congélateur pour I'évaluationsttass oxydatif pour le dosage des

51



Matériel et méthodes

protéines, de glutathion réduit (GSH), de malomtibiyde (MDA), de glutathion peroxydase
(GPx) et glutathion S-transférase (GST).

Figure 18. Sacrifice et prélevement de la thyroide (photasgenelle)

(A) : sacrifice des rats, (B) : prélevement dehigdide, (C) : conservation de la thyroide dans
papier aluminium, (D) : conservation d’'une parteela thyroide dans une solution de formol
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2 mois période d’adaptation

1

Lot HE :
Lot T : recevant Recevant 150
I'eau potable mg/kg/j d’huile
essentielle

|

LotD : Lot HE+D :
recevant 0.64
Recevant mg/kg de
0.64mg/kg/j de deltaméthrine
deltaméthrine +150 mg/kg
d’huile

23 jours de traitement

Prélévement de la \

Dosage des paramétres
du stress oxydant

GSH, MDA, GPX,
protéine, GST

Etude histologique :

La thyroide

Figure 19. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3. dosages des parametres de stress oxydatif
3.1. Parametres non enzymatiques
3.1.1. Dosage du Malodialdéhyde MDA
* Principe

Le dosage du MDA est réalisé selon la méth@dgerbaue, et al., 1992).e principe de ce
dosage est basé sur la condensation de MDA enumdade et a chaud avec l'acide
thiobarbiturique, pour former un pigment rose. téimsité de cette coloration est mesurée a

une longueur d’onde de 532 nm.

* Mode opératoire

Prélever 375 ul d’échantillon dans un tube sec

Ajouter 150 ul de (TBS)

Ajouter 375 ul (TCA-BHT), ensuite vortex les tubmsL agitateur.
Centrifugé a 1000 tours pendant 10 minute

400 ul de Surnagent + 80 pul de Hcl +320 pl de fB#\

Vortex et incubé au bain marie 80° C Pendent 1Qutain

AN N N N N

Récupérer le surnage et lire la densité optiqu@dandn contre le blanc

Remarque :le blanc est préparé apres le remplacement d’étbarpar I'eau distillé dans le

tube

3.1.2. Dosage de GSH

* Principe
Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthieq\Weckbercker G, et al., 1988)Le
principe de ce dosage repose sur la mesure deollzdosce de l'acide 2-nitro-5-
mercapturique, ce dernier résulte de la réducteatide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique

(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion.
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e Mode opératoire

Prélever 800 ul d’échantillon

Ajouter 200 ul d’acide sulfosalicylique (0.25 %)
Vortexé les tubes

Laissé 15 minutes dans bain de glace
Centrifugé a 1000 tours pendent 5 minutes
Récupérer 500 pl du surnagent

Ajouter 1 ml (tris-EDTA) (0.02M/ph=9.6)
Mélanger et ajouter 25 pl de DTNB (0.01 M)

Laissé reposer 5 minutes a température ambiant€)25

A N N N Y N N N NN

Lire 'absorbance (A) et mesurée a 412 nm
3.2. Parametres enzymatiques
3.2.1. Dosage de la glutathion peroxydaseR9
* Principe

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée panéhode d€Flohe , et al., 1984)en
utilisant H202 comme substrat. Cette enzyme catdigsydation de GSH par le cuméne-
hydro-peroxyde. En présence de GSH réductase MA@¥H, le glutathion oxydée (GSSG)
est immédiatement converti a sa forme réduite anecoxydation concomitante de NADPH--
NADP+. Le recyclage du GSSG, produit de la GPxmatrd’éviter une sous-estimation de
l'activité de la peroxydase due a un rétrocontridgatif de I'activité par une accumulation
des produits de la réaction.

* Mode opératoire

Prélever 200 ul d’échantillon dans un tube

Ajouter 400 pl de GSH (0.1 mm/ph=7.8)

Incuber dans bain marie a 25°C pendant 5 minutes
Ajouter 200 pul de H202 (1.3 mM) pour initier la céian
Laissé reposer 10 minutes

Ajouter 1 pl de TCA (1%) pour arréter la réaction

Ajouter dans un bain de glace pendant 30 minutes

AN NNV N N NN

Centrifugé a 1000 tours pendant 10 minutes
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v' Récupérer 480 pl de surnagent
v" Ajouter 320 ul de DTNB, 2.2 ml de TP (0.32M)
v’ Lire chaque 15 secondes pendant 1 minutes lestédemptiques a 412 nm contre le

blanc
3.2.2. Dosage de GST
* Principe

La mesure de l'activité de glutathion S-Transfé@8T) est déterminée selon la méthode de
(Habig, et al., 1974)Elle est basée sur la réaction de conjugaisom éntGST et un substrat,
le CDNB (1-Chloro2,4-dinitrobenzéne) en d’'un coéagtle glutathion (GST), la conjugaison
entraine la formation d’'une molécule novelle ; Ghxathionyle 2-4 Di nitrobenzene
permettant de mesurer l'activité de GST. La valder la densité optigue mesurée est
directement proportionnelle a la quantité de comgugprmé elle-méme liée a l'intensité de
lactivité GST.

* Mode opératoire

v' Prélever 200 pl d’échantillon

v' Ajouter 1.2ml du mélange CDNB (1mM)

v' La lecture des absorbances est effectuée pendantimite et chaque 15sec a une

longueur d’onde de 340 nm contre un blanc.
3.3. Parametres métaboliques
3.3.1. Dosage des protéines
* Principe

La concentration des protéines est déterenpar la méthode déBradford, 1976) en
utilisant I'albumine de sérum de boeuf (BSA) comrtandard.Cette méthode se fonde sur
'ajout du colorant, le (BBC), a une solution camdat des protéines (surnagent) afin de
déterminer la concentration en protéines totales.BBC en solution acide posséde la
particularité de se lier aux protéines, par desrattions non covalente (ponts hydrogéne,
interactions hydrophobes et interactions ioniquasgc un effet immeédiat sur son spectre
d'absorption (interaction du colorant principalein@vec des acides aminés basiques (lysine,

arginine, histidine et aromatiques).
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e Mode opératoire

Prélever 250 ul d’échantillon.
Ajouter 75 ul d’eau distillé.
Ajouter 1 ml de BBC.

Laissé reposer 5 minutes.

AN N NN

Lire I'absorbance de I'’échantillon & 595 nm 1 fois

4. Etude histologique

Tableau 07.Produits, instruments et appareils utilisés los différentes étapes de

I'histologie
Produit Instruments Appareils
Eau de robinet Histocassettes Appareil d’enrobage*
Formole (10 %) Paniers Plaque refroidissante*
Paraffine Porte-lame Plaque chauffante*
Ethanol Moules pour I'enrobage Microtome*
Hématoxyline éosine (H&E) Pinces Etuve*
Xyléne Lames et lamelles Automate d’inclusion*
Eukit Pinceau Microscope photonique (OPTIKA

Tous les appareils utilisés sont de la marque Eeica

La technique d’anatomopathologie a été réaliséataratoire de I'hnépital Bougera Boularess
Bekaria wilaya de Tébessa adaptée de I'ouvrageee Hould (1984t qui consiste les

étapes suivantes :
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4.1. Fixation et incubation

La thyroide, précédemment préleves, est fixé dares solution contenant un volume de
formol a 10% dix fois plus important que l'orgari@ette étape a pour but de préserver la
morphologie cellulaire et tissulaire afin de gartiéchantillon dans un état aussi proche que
possible de I'état in vivo tout en renforgant lasistance du tissu.

Les organes ont été par la suite découpés trardeerant puis placés dans des cassettes
d’histologiques marquées avant d’étre plongées dari&rlenmeyer contenant le fixateur. Ces
cassettes ont ensuite été mises dans un pani@pgereil automate de circulation, contenant

12 cuves (figure 20).

Figure 20.Conservation des organes et organes découpésgpbeisonnelle)

4.2. Déshydratation des échantillons
Les échantillons sont ensuite déshydratés pendahedres au minimum pour éliminer I'eau
des tissus et cette opération nécessite le pashagissu dans des bains d’éthanol de
concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%)ddshydratation peut étre accélérée par
I'agitation rapide grace a des automates spécieux.
Effectué par le passage des échantillons dans ci&#snol de concentration croissante (de
70% a 100%) pour une durée d’'une 1h pour chacueite Etape permet d’éliminer I'eau des

tissus pour les préparer a l'inclusion
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4.3. Clarification
Elle est effectuée par passage du panier dandéeexypendant une durée d'une heure. Cette
étape élimine toute trace d’éthanol dans I'échlantil
Inclusion (Imprégnation) : qui s’agit d’'une immemsi des cassettes dans deux bains
successifs de paraffine pendant 90 min chacune demmpérature de 56°C (figure 21).

ooeEe B8 8 !

& 0B0e

N

Figure 21.Fixation (a) et incubation (b) des échantillons

4.4. Enrobage et confection des coupes

Les échantillons ont été délicatement retirés dsseattes avec une pince puis mis dans des
moules en inox avant de les remplir de paraffiqeitle (Figure22). Aprés cela, les moule
sont été déposés sur une plague refroidissantelafgolidifier la paraffine pour la réalisation
des coupes. Cette opération fait appel a des afgparalits a inclusion » refermant un
réservoir de paraffine maintenue a I'état liquide pn systeme de chauffage, un petit robinet
et une plague métallique réfrigérée pour obtensdidification rapide du bloc de paraffine

contenant le tissu.

Figure 22.Enrobage (a) et confection (b) des coupes
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4.5. Coupe et étalement des échantillons

Les coupes sont réalisées a I'aide d’un microtameyérifie la solidité du bloc de par affine
puis en fixe le bloc sur la porte —bloc du microtoet on I'oriente convenablement puis les
rubans de coupes sont effectués a une épaissear amicrons Ces coupes sont étalées et

fixées sur la lame par I'utilisation d’une eau gélause chauffée.

Les lames sont identifiees a I'aide d’un crayoanmtinté puis déposer une goutte de liquide
d’étalement (eau gélatineuse chauffée) sur leqeie déposé le ruban de coupe. Puis ces
lames sont placées sur une plaque chauffante (%0RCyle faciliter I'étalement, ensuite elles

sont placées dans une étuve a 39°C pendant detesh@gure 23)

Figure 23.Coupe (a) et étalement (b) des échantillons

4.6. Déparaffinage et hydratation
Les lames doivent donc étre déparaffinées avant deloration dans 3 bains de xylene
pendant 10 min chacun, puis dans 3 bains d’éthaeaklant 5 min pour le premier bain et un
bain de passage pour les deux autres. L’hydrataerait en plongeant les lames dans
différents bains d’alcool d’ordre décroissant dé098 50% pendant 1 a 5 minutes, puis on

rince avec I'eau courante pendant une minute.
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4.7. Coloration et montage des coupes

La coloration des lames a été faite avec deux anterqui permettent de mettre en évidence
La morphologie cellulaire et tissulaire : 'hémagime basique qui colore le noyau acide
(basophile) en bleu-violet et I'éosine acide qubo® le cytoplasme basique (acidophile) en
rose.

La coloration joue un r6le primordial dans la tgicine histopathologique, suite a cette étape,
les parties élémentaires de la cellule sont biférdnciés.

Les colorations histologiques sont trées nombreutes;oloration utilisée au niveau de

laboratoire est la coloration par I'hnématoxylinesi®e, qui se résume en :

1oXylene. ..o 10 min o Pour déparaffiner

2. Xylene......ooiii 10 min

3XYlene. ... 10 min

4. Alcool 100°C.......ccceevviiiiiiieeeen. .. 5 min Pour enkav’exces
5. Alcool 100°C..........ecevvvivvnennne. ... pa@ssage

6.Alcool 100°C.......ovviviiiiie e passage

7.Eaucourante ............ceiiiiiin e, I'eau robinet

8. I* coloration Hématoxyline de Harris...... 10 a 20min

9. Eau courante............cceeviuiiennnn jusqu’a disparition de ¢auleur bleu des bords des
lames

10. 2eéme coloration Eosine............ccccc.eue.e. 2 a5 min

11. Eaucourante.......c.ocoviiiiiiiinenecne e, jusqu'a disparitionl@eouleur rouge sur les

bords des lames

12. Alcool 100°C..................eevveveee.....Passage

13. Alcool 100°C................coeevveeeee.....Passage
14.Alcool 100°C.............ceveivenneeee......Passage

15. Xylene....cooiii i Passage

16. Xylene.....ccovvvviiiiii e Passage

17. XYlene.....ccovviv i e 10 min des lames
18.MoNtage .....ooveiii Eukit
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» Etape du montage

Le montage est considéré comme étant la derniape éechnique de la préparation des lames
pour la lecture microscopique.

Il consiste a recouvrir I'étalement histologigueeawne lamelle en utilisant un milieu de
montage permanent qui est la résine synthétiqumeelég : d’Eukit (Colle biologique) elle est
d'utilisation trées répandue en raison de son indieeréfraction plus élevé que celui de la
résine naturelle. Le montage permet I'obtentiomdiegré de transparence élevé de point de
vue optique, et de protéger I'étalement qui ne supppas le desséchement, ainsi que de

conserver I'éclat des colorations aussi longtemygsppssible (figure 24).

Figure 24.Coloration (a-b). et montage (c-d) des coupes
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4.8. Observation microscopique
Une fois I'histologie terminée, les lames ont ééayvées a I'aide d’un microscope optique
OPTIKA. Les agrandissements utilisés sont X 10 40X
5. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme dermeyg avec leur écart-type (Moy * écart
type). Les analyses statistiques ont été effestpéar une probabilité définie selon le test de

la variable « t » de Student a I'aide du logiciatiMsoft Excel 2007.
Nous avons effectué trois comparaisons :

* Les groupes traités (E/D/E+D) par rapport au grdaép®in :
v' (*) : Différence significative (p< 0.05)
v' (**) : Différence hautement significative £0.01)

Avec P : Seuil de signification
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Résultats et discussion

1. Résultats
1.1 Effets de traitement sur la croissance corpetle

* Les résultats de I'évaluation du poids corporel tremt une diminution non significative de
poids corporel chez les rats traités par l'huilseesielle deMelissa, et les traités par
deltaméthrine, et les traités par la mixture deadeéthrine et I'huile la plante par rapport aux
rats témoins (Fig. a25).
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Figure 25. Evolution du poids corporel (PC) chez les diffésegroupes traités durant 3
semaines par deltaméthrine et I'huile essential®lelissa officinaliga) : changement
cinétique du poidgb) : Différence entre poids initial et final.
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« Ces mémes résultats montrent également une pdrturbat une diminution non
significative de poids corporel chez le groupetéraiar la mixture de deltaméthrine et de
I'huile, et une diminution aussi non significatichez le groupe traité par deltaméthrine
par rapport au groupe témoin. (Fig. b 25).

1.2 Gain de poids (GP)

Les résultats de I'évaluation du gain de poidsu(ig26). Présentent une diminution non
significative de gain de poids (GP) chez les lcagtds par I'huile en comparaison avec
le lot témoin. Ces résultats montrent aussi unanamgation non significative de GP

chez les rats traités par la mixture de deltan@that d’huile par rapport au groupe
témoin et une diminution aussi non significative G& chez les rats traités par
deltamethrine par rapport aux groupes tém@in.observe une amélioration de gain de
poids a chaque fois qu’on associe I'huilendielisseau pesticide.
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Figure 26.Evolution du gain de poids corporel (GP) chez &s témoins et traités apres 3
semaines par deltaméthrine et I'huile essenti@l®lelissa officinalid..
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1.3Variation de la teneur de protéine (Mg/mg d’échantion) dans les différents
lots expérimentaux
Nos résultats montrent une augmentation hautemgntifisative (p < 0.01) de taux de
protéine dans la glande thyroide chez les traié@dgpdeltaméthrine par rapport aux témoins
et aux traités par I'extrait ddelissa officinaliset aux traités par la mixture de deltaméthrine
et I'extrait demelissa officinalis.

Par contre le reste des groupes n‘ont montré awt@amgement significatif de taux de
protéine.
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Figure 31.Variation de taux de protéine (mg/mg d’échantijldans les différents lots
expérimentaux et la comparaison ente lesTat$ot de témoirHE : lot traité avec I'huile
essentielle de la plankelissa officinalis, D : lot traité avec la deltaméthrindE+D : lot

traité avec I'huile de la plante +deltaméthrine Seuil de signification

(* : p<0.05, ** : p<0.01).
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1.4 Variation de la teneur en GSH (Nmol/mg protéine) das les différents lots

expérimentaux

Nos résultats montrent une augmentation hautemenifisative de la teneur en glutathion

réduit (GSH) dans la glande thyroide chez le lmitérpar DM par rapport au lot témoin et au

lot traité par I'huile essentielle déelissa officinalis,et au lot traité par la mixture d’huile de

Melissa officinaliset la deltaméthrine.

Par contre on observe une diminution significatithez le lot traité par I'huile essentielle et

chez le lot traité par la mixture d’huile essetielt deltaméthrine par rapport aux témoins.
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Taux de GSH (Nmol/mg de pro)

20 A

15 +

10 ~

-

GSH

Lots expérimentaux

n=4

mT
OHE
mD
B HE+D

Figure 27.Variation de la teneur en GSH (Nmol/mg protéidans les différents lots

expérimentaux et la comparaison ente les Totdpt de témoinHE : lot traité avec 'huile

essentielle de la plantédelissa officinalisD : lot traité avec la deltaméthrindE+D : lot

traité avec I'huile essentielle de la plante +delthrinep : Seuil de signification

(* : p<0.05, ** : p<0.01).
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1.5Variation de l'activité enzymatique des GSTs (Nmothg/min) dans les différents lots
expérimentaux

L’administration de la deltaméthrine a 0.64 mg/kgiiez les rats induit une augmentation

hautement significative (g 0.01) de l'activité enzymatique de la glutathiotr&sférase

(GSTs) dans la glande thyroide par rapport a o&moins.

par contre es résultats ne montrent pas aucunatiearisignificative chez les autrgsoupes

traités.

GSTs n=
* %
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Lots expérimentaux

Figure 28 Variation de l'activité enzymatique de GST (Nmolimin) dans les différentslots
expérimentaux et la comparaison ente les Iotslot de témoinHE : lot traité avec I'huile
essentielle de la plankélissa officinalis, D : lot traité avec la deltaméthrind E+D : lot

traité avec I'huile essentielle de la plante + ditadnéthrine, p : Seuil de signification

(* :p<0.05, ** :p<0.01).
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1.6 Variation de l'activité enzymatique du glutathion peroxydase GPx (Mmol/min/mg)
dans les différents lots expérimentaux
Nos résultats révélent une diminution hautemenniigtive (p <0.01) de [l'activité
enzymatique du glutathion peroxydase dans la glahgimide chez le lot traité par la
deltaméthrine a la dose 0.64 mg/kg/j par rappotbatémoin et au lot traité la mixture de la
deltaméthrine et I'huile essentielle Bielissa officinalis.
par contre les résultats ne montrent pas aucunatioar significative chez les autres groupes

traités.
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Figure 29 Variation de I'activité enzymatique de GEBMmol/mg/min) dans les différents
lots expérimentaux et la comparaison ente lesTotdpt de témoinHE : lot traité avec
I'huile de la planteVidlissa officinalis, D : lot traité avec la deltaméthrindE+D : lot traité

avec I'huile la plante + deltaméthrine, p : Se@lsignification (* :<0.05, ** :p<0.01).
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1.7 Variation de la teneur en MDA (Nmol/mg) dans les dférents lots expérimentaux
Nos résultats montrent une augmentation signifreg§p<0.05) de concentration tissulaires de
malondialdéhyde (MDA) dans la glande thyroide che=z traités par la deltaméthrine par
rapport aux témoins et aux traités par I'huileMigissa officinaliset aux traités par la mixture
de deltaméthrine et I'huile essentielleMelissa officinalis.

par contre les résultats ne montrent pas aucunatioar significative chez les autres groupes

traités.
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Figure 30.Variation de teneur de MDA (Nmol/mg) dans les difdéts lots expérimentaux et
la comparaison ente les |0T5; lot de témoinHE : lot traité avec I'huile essentielle de la
planteMelissa officinali : lot traité avec la deltaméthrindE+D : lot traité par la mixture

de I'huile essentielle de la plante et la deltamééh p : Seuil de signification

(* : p<0.05, ** : p<0.01).
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1.8 Effet de traitement sur la thyroide
Les coupes histologiques de : la thyroide destéat®ins et de traités au pesticide et la plante
médicinaleMelissaofficinalis L., colorés a I'hématoxyline-éosine (H&E) ont étiservées et
interprétées dans le but de mettre en évidenceélentuelles altérations tissulaires
provoqueées par ce traitement.
L’observation microscopique de la thyroide des tétsoins a révélé une architecture normale
du tissu contenant :
v' Glande endocrine de type vésiculaire ou follic@laifhyroide entourée d’'une capsule
conjonctive avec travées conjonctive vasculairbslis
v' Dans les lobules, des vésicules avec paroi forrhée deule couche de cellules remplies
de colloide séparées les unes des autres par dsganctif fin, riche en fibres de

réticuline et trés vascularisé.

L'étude histologiqgue de la glande thyroide du geupmoin (planche A) a montré des
follicules avec un épithélium régulier rempli dullotde d’aspect homogene. Chez les
groupes traités au deltaméthrine, nous observoasi@géenérescence hydropique accompagné

d’un épaississement de I'épithélium folliculair&a(zhe B).

Une dispersion colloidale caractérisée par la peesees cellules libres dans la lumiere chez
les rats traité par DM et I'huile ddelissa(planche D) et l'infiltration d’cedeme chez lessrat

traité par I'huile de Melissa (planche C).
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Figure 32.Coupes histologiques de la thyroide (Gr x40 x1@®);(A") de rats témoingB,

B’) : des rats traités respectivement aux doses deOgdfjour au deltaméthrineCj des
rats traités respectivement aux doses de 150 mjgiga I'huileMelissa officinalisL (D) des
rats traités respectivement aux doses de 0.64 mgiagau deltaméthrine et de 150 mg/kg/
jour a I'huile Melissaofficinalis L.

1: La colloide2 : Epithélium simple3: Follicule thyroidienne4 : parathyroide5 : cellule C

* Infiltration d’cedémemmmp Dispersion du colloidesssy/Epaississement de I'épithélium
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2. Discussion

Le stress oxydatif est I'un des principaux amsmes de toxicité associés a une panoplie
des xénobiotiques dans I'environnement, parmi lelsquon retrouve les pesticides et les
produits phytosanitairg&auvverys, et al., 2007; Lukaszewicz-Hussain, 20P8
Dans la présente étude, nous sommes intéressgémisd en évidence d'un éventuel effet
chez le rat exposé a des petites doses plus esalistssibles de la deltaméthrine (DM) et
d’huile de la plante seuls en mixture. Des travhimtogiques étaient plus qu’indispensables
pour cerner, d’'une maniere scientifique.

» Effets de pesticide (DM) etl'huile essentielle Melissa sur les parameétres de la
croissance globale
Les résultats de I'évaluation des parametres pandéuggerent que 'administration de DM
provoque une diminution significative de la crorssa corporelle des différents groupes de
rats. Cette diminution peut étre traduite par layvbation du métabolisme cellulaire sous
l'effet du stress oxydatif engendré par les ROSstaié dans cette étude, ainsi que par
d’autres médiateurs chimiques tels que certainskays pro-inflammatoires que I'organisme
puisse libérer apres les effets toxiques des passi¢Carole, 2011; Viviana, et al., 2015)
Par ailleurs, I'utilisation interne de la plantelissa officinalis, le traitement des troubles
nerveux : stress, anxiété, angoisse, crise de Redblémes cardiaques : tachycardie lutte
contre les infections virales : Herpes labial etigé, zona, névralgies et blessures. Relaxation
des muscles et des nerfs : muscles et nerfs téNgatie Zidouma, 2019).
» Effets de pesticide (DM) et I'huile essentiell®elissa sur I'histologie
La thyroide est une glande endocrine, responsabléa dsynthése et de la sécrétion des
hormones thyroidienne€es dernieres ont un rdle crucial dans la réguiadio métabolisme
glucidique, protéique, lipidique et phosphocalcigiiale, et al., 2006; Wagner, et al., 2008;
Yoshimura, 2013).Cependant, la fonction de la glande thyroidiennerjait étre activée et
altérer ainsi plusieurs processus biochimiques hgsiplogiques, tels que le métabolisme
cellulaire et les parametres de stress oxydantypdthyroidisme fait référence a une
"déficience” de la glande thyroide de telle sori€elie produit trop peu dhormone
thyroidienng(Haddow, 2010).La carence en iode était la principale cause dtmypoidie car
'iode est un oligoélément minéral absolument ngaies a la vie et a la production des
hormones thyroidiennes T3 et T@OMS , 2009). Certaines études ont rapporté que
I'exposition humaine aux pesticides est associéda @erturbation du taux dhormones
thyroidienng(Meeker, et al., 2007; SCHELL, et al., 2004).
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L’'observation histologique a révélé des lésions dellicules thyroidiennes avec une
dispersion colloidale chez les groupes traitéseapbsition au DM est a l'origine des
dommages des follicules de la thyroide et des nésaans le trauma, Les mémes résultats
sont rapportés pour I'imidaclopride et ses métabé®lcomme responsables des Iésions de la
thyroide chez les rongeurs apres une expositiareaagles doses élev@aror, et al., 2010).
L’hypertrophie et I'hyperplasie des cellules épiidiés suite a I'exposition a la deltaméthrine
peuvent avoir contribué a des changements dardandeythyroide une dégénérescence et une
apoptose des cellules folliculaires ont été rem@egichez les rats exposeés la DM.

Dans une autre étude histopathologique de la ttigrdés rats traités au carbendazime a une
dose de 300 mg/100g pendant 30 jours, il a étéléédés changements dégénératifs et
atrophiques dans les cellules épithéliales paradpux cellules témoinGawande, et al.,
2009).

» Effets de pesticide ethuile essentielleMéelissa sur le stress oxydatif

D’apreés les résultats obtenus de cette étude,d®Eipn des animaux au pesticide seuls ou en
mixture présente un déséquilibre du statut redak ¢gtosolique que mitochondrial dans la
thyroide le stress oxydatif caractérisé par ungecsignificative du potentiel antioxydant. En
effet, la peroxydation lipidiqgue est accentuée red perte énorme de la teneur cellulaire en
GSH et l'activité anti oxydases telles que, le GBS,T, MDA, GSH.

Le GSH est un tripeptide bien connu pour étre éméht de la premiere ligne de défense
contre le stress et considéré des lors un compEssniel qui maintient I'intégrité cellulaire
grace a sa propriété réductrice et sa participaitive dans le métabolisme cellulaj8auer,
2014; Aoun, et al., 2016).

Certains des rbles importants de glutathion sorédaction ou I'inactivation des ROS par la
formation de glutathion disulfure (GSSG) et la cggison du glutathion réduit (GSH) pour
I'élimination des xénobiotiqug#\rora, et al., 2016; Di Monte, et al., 2002).

Les résultats obtenus de I'évaluation de GSH tamisdle cytosol que dans la matrice
mitochondriale aprés I'exposition chronique desmanix aux pesticides, ont présenté une
augmentation significative de sa teneur dans Laoilg Ce constat expérimental est tout a
fait en adéquation avec les travaux réalisés(@amakroun, et al., 2016; Beghoul, et al.,
2017). Qui ont rapporté une augmentation de MDA comme tétagicateur de la lipo-
peroxydationmédiée par les ROS sous l'effet de ces pesticidasGPx est une enzyme
antioxydant cléyui regle le niveau des ROS dans les cell(Dedta, et al., 2003; Henine, et
al., 2016).
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Une séléno-enzyme unique dans les cellules de mammijféue catalyse les réactions de
réduction des peroxydes organiques et inorganicgresitilisant le glutathion réduit comme
donneur de protons, ce qui provoque I'oxydationgtigathion réduit (GSH) en glutathion
oxydé (GSSG) et la production d’alcool primaire rtowrique (Cory-Slechta, et al., 2005;
Kebieche, et al., 20095énéralement, la GPx favorisent et accélerent graedt le transfert
de H202 en H20 par des mécanismes différents. ibitibn de GPX, et I'induction de GST
expliquent les quantités élevées des ROS prodajtess 'intoxication par les pesticides DM
seuls ou en mixtureLes résultats de ce travail montrent une dimarutsignificative des
activités enzymatiques de GPx dans les mitochondjiee dans le cytosol de la thyroide
totale, chez les rats exposés chroniguement aux MBS on montre une augmentation
significative chez les rats traité par I'huile Melissa, par contre protéines montrent une
augmentation significative chez les rats traitésid, traduit par la synthése des enzymes et
peptides de défense contre le déséquilibre dusstnegdant, et une diminution chez les rats
traité par I'huile deMelissa officinalis L.

La conjugaison des métabolites réactifs avec GSH ipactiver ces composés et prévenir la
formation des adduits avec 'ADN. Généralementdimentation de I'expression de la GST
est observée quand la cellule est strefBeMonte, et al., 1992) Aussi, les résultats obtenus
de cette étude ont montré une augmentation du Mk tes traités par (DM) et diminution
du MDA chez les traités par I'huile.

Ces résultats sont en accord avec beaucoup derxravasultés dans la littératui@eghoul,

et al.,, 2017; Lin MT, et al., 2005 La famille enzymatique des GSTs est impliquée dess
processus de la détoxification. En outre, une foncimportante de GSTs, en réponse au
stress oxydant est sa capacité de conjuguer le 8&8id les produits de la peroxydation
lipidique (Manawadi, et al., 2010).

L'utilisation d’huile du plante Nlelissa officinalis L)a comme protectrice contre les effets
déléteres des pesticides a amélioré de facon igefficative le statut redox tant dans le
cytosol que dans les mitochondries de la thyrajthd. t

Activités biologiques des huiles essentielles able physiologique des huiles pour le regne
végetal est encore inconnu. Cependant, la divemsii@culaire des métabolites, leur confére
des roles et propriétés biologiqu&teche Zidouma, 2019)

En conclusion cette étude indique que la toxicdé la DM, seuls ou en mixture, pourrait
endommager les cellules folliculaires totales dinyaoide.

En revanche, le traitement par I'huile Mélissaamélioré l'activité de dans la thyroide chez

les rats traités par la DM. Beaucoup d’huiles etsskes ont des propriétés médicinales qui
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ont été utilisées en médecine traditionnelle degegstemps trés anciens et qui sont largement

répandues toujours aujourd’hui.
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L’objectif de ce travail de recherche est d’exptdee statut du stress oxydant induit par un

insecticide carbamate deltaméthrine chez le rateettesté les effets protecteurs de la

Supplémentation en extrait d’'une plante médicinklesssa officinalis L sur cette toxicité

Les résultats obtenus nous ont permis de tirerdaslusions suivantes :

v

v

Des perturbations au niveau de la croissance géngéea rats : (Diminution du poids
corporel durant la période de traitement)

Pesticides DM provoquent également des altératians le bilan de stress oxydatif qui
traduit par une perturbation de taux de GSH et Ma&tivité de Protéine, GPx, GST,
mitochondrial et cytosolique, la respiration, le nfilement et la permeéabilité
mitochondrial

Une modification du statut antioxydant est notéezclees rats qui montrent une
augmentation des teneurs glande thyroidienne ewonaialdéhyde en faveur d’un
stress oxydatif évident. Les teneurs en glutatihémtuit et glutathion peroxydase sont
significativement réduites au niveau GT chez lds teités par deltaméthrine Il est
possible que DM agit comme un générateur de raxilires altérant les systemes de
défense des différents organes.

L’étude histologique réalisée sur des fragments lalethyroide, a montré des
modifications histopathologiques chez les groupa$es au deltaméthrine. En effet les
résultats illustrent clairement de la thyroide tégépar une dégénérescence des
cellules de follicules thyroidiens. Il semble dane le DM est cytotoxique au niveau

de la thyroide.

Nos résultats permettent d’affirmer la toxicité dieitaméthrine chez I'animal de laboratoire.

Les recherches en termes de santé concernant $iégpoaux pesticides ont bien démontré

jusqu’a présent ses effets tres néfastes sur hisgee humain.

En perspective, il serait intéressant de dévelopms recherches d'un point de vue

opérationnel par approfondissement de la connaisssurr I'appréciation de la détoxification

de I'organisme.

Ces travaux ouvrent un certain nombre de perspctv’il serait souhaitable de :

v' De développer le but de cette étude par le dosage@uatres biomarqueurs par des
autres appareille sophistiqués (HPLC, ELISA, CPG...
v" Prolonger la durée d’exposition des animaux afinsdeoir si les perturbations

fonctionnelles et moléculaires pourraient aboutiapparition des pathologies.
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Utiliser des animaux a différents stades de déwaomnt pour voir si I'age
influencerait sur le degré de toxicité du DM

Etudier enfin, autre effet protecteur des antioxydanaturels contre la toxicité induite
par DM chez le rat ou d'autres modeles expérimentaxemple : la thyroide
d’hérisson

Il est aussi intéressant d’approfondir le fonctiement thyroidien par l'utilisation des
techniques biochimique plus crédible telle queutbaadiographie. Cette technique
permet de suivre l'activité d’'une dose traceusel'idele radioactif (k31) dans la
thyroide.

Effectuer des études sur un mélange de ce pestitiden autre afin d’évaluer la
toxicité du mélange.

Il est aussi intéressant d’approfondir le fonctiement thyroidien par I'utilisation de

Les analyses des hormones T4. T3. TSH
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Annexe 01

1. Matériels et appareils utilisée

1.1.Petits matériels

<

/
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Tubes & essai ; Becher.
Papier d'aluminium ; Erlenmeyers
Entonnoirs ; Eprouvettes graduées

Papier Wattman N° 01 ; Portoirs.

(En plastique et en quartz).

Pipettes graduées ; Micropipettes (L8 500Qul). \

Pissette ; Spatule. Verre de montre.

Tubes secs en verre et en plastique ; Tubes Epdendo

Centrifugeuses sigma., Cuves pour la spectrophdt@mé

/

1.2. Grand matériels

/\\\\\\\\\\\\

Réfrigérateur. \

Bain marie (MEMMERT).
Agitateur Vortex (THERMOS).
Spectrophotomeétre (UV mini 1240)
SHIMADZU).

Centrifugeuse (SELECTA).

Etuve (HERAEUS).
Spectrophotometre

Balance analytique

Balance de précision (KERN),

Agitateur magnétique (WITEG). /




1.3.Matériels de dissection

Le matériel nécessaire utilisée darmBdsection et le sacrifice des rats

AN NI NI N NN VN RN

Boites épingles
Scalpel

Gros ciseau

Ciseau fin

Pinces

Kiteur

Papier aluminium
Des tubes secs

Des portes mangers
Aiguilles lancéolées

~

/




2. Produits chimiques

TCA (Trichloro acétique). \

Acide sulfurique.

Acide orthophosphorique (a 85%).
EDTA (Acide éthylene diamine
tétracétique).

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

Sodium phosphate dibasique.
ASS (Acide sulfosalicylique).
Sodium phosphate monobasique.
Acide sulfurique.

BSA (Albumine sérum de boeuf).
Méthanol absolu.

Eau distillée.

NaOH

H202

Glucose. /
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Annexe 02

Tableau. Variation de poids corporel (PC) (g) chez les tétsoins et traités aprés 3 semaines du
traitement

211+8,16  193,5+37,81 187,5+34,20 190,5+25,64

233,548,58 199+35,67  205,25%+40,35 221,25+26,62

Tableau. Variation des paramétres de stress oxydatif, aidn (GSH), Malondialdhyde
(MDA), I'activité enzymatique de la glutathion payalase (GPx), glutathion S transférase (GST)
et la protéine dans la glande thyroide chez les t&noins et traités par deltaméthrine (D),
I'huile essentielle denélissa officinaligHE) et la mixture de Deltaméthrine/I'huile d#glissa

officinalis (D+HE) apres 3 semaines de traitement

T HE D HE+D
10,7145,20 8,95+3,03 21,63+5,07 13,89+4,73
0,54+0,04 0,65+0,03 0,12+0,04 0,47+0,02
3,73+1,36 9,99+2 86 18,55+3,00 13,12+2,92
0,001+0,006 0,002+0,0009  0,006+0,0001  0,002+0,007
0,28+0,19 0,40+0,19 0,85+0,12 0,39+0,09



Annexe 03

1. Préparation des solutions

1.1. Préparation des solutions pour le dosage de stressydant
1.1.1. Solution de dosage de GSH

Tableau les solutions pour le dosage de GSH

Dosage de GSH

EDTA (0,02 M) | EDTA (0,02M)

DTNB (0,01 M)

Acide Salicylique

Solution Tris (0.4 M) (0.25 %)
PH=9,6
Dissoudre 1,87¢g| Dissoudre 5,61g| Dissoudre 200 | Dissoudre 250 mg
EDTA et 12.11g| EDTA dans 750 | mg DTNB dans | d’acide salicylique dans
. ml d’eau distillé , s
Protocoles Tris dans 250 ml 50 ml de 100 ml d’eau distillé
d’'eau distillé méthanol

Puis ajuster ph a
9,6

1.1.2. Solution de dosage de GST

Tableau

:solutions et protocoles de dosage de GST

Dosage de GST

Solutions

CDNB (1,0Mm)

Solution GSH (0,1 M)

Protocoles

Dissoudre 202.55 mg CDNB
dans 50 pl éthanol absolu (%

Dissoudre 153,65 mg de GSH
opans 50 pul d’eau distillé




1.1.3. Solutions de dosage de GPx

Tableau :Les solutions de dosage de GPx

Dosage de GPx

GSH TCA (temps de | DTNB (5,5-Dithiobis (acide 2-
(Glutathion) céphaline nitrobenzoique) (1,0 mM)
(0.1 m™) Activée) (01 g)

Protocole

Prendre 3,073 mg de GSHDissoudre 01 g | Dissoudre 100 mg de DNB dans
dans 100 ml de I'eau de TCA dans 10Q 250 ml de méthanol

distillé ml d’eau distillé

1.1.4. Solution de dosage de protéine

Tableau Les Solution de dosage de protéine

Dosage de protéine

Solutions BSA (mg/ml) BBC

Protocoles Dissoudre 5 mg de BSA Dissoudre 100 mg de BBC
DANS 5 ml d’eau distillé dans 150 ml éthanol (95 %)
puis agiter pendant 2 heures.
Ajouter 100 ml d’acide
Orthophosphorique (85%) et
850 ml d’eau distillé pour

obtenir 1L de solution puis

fait la conservation a 4°C.




1.1.5. Solution de dosage de MDA

Tableau :Les solutions de dosage de MDA

Dosage de MDA

Solution TBS (Tris, Nacl) Hcl (0,6 M) TCA-BHT Tris-TBA
Dissoudre 8,775 gPrélever 5,156 | Ajouter 20 g Ajouter 0,3 g dans
de Nacl dans 1L | ml d'Hcl et TCA dans 100 | 100 ml de 'eau
d’eau distillé, compléter le ml d’eau distillé | distillé
puis 6,06 g Tris et volume a 100 m| pour obtenir Dans un autre flacon

Protocoles | compléter le par I'eau distillé | TCA 20 % prendre 1,73 g de

volume a 1 L par
solution de Nacl
et apres ajuster le
pHa 7,4

puis agiter la

solution

Dans un autre
flacon prendre
01g de BHT et
ajouter la
solution TCA
20% puis agiter
La solution

TBA et ajouter la
solution Tris (26
Mm) puis agiter la

solution.




