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Introduction

Le développement de 1’agriculture est accompagné par 1’utilisation des produits
phytosanitaires partout dans le monde. Cette utilisation a montré ses avantages notamment dans
I’augmentation des rendements de production par 1’élimination ou la réduction des prédateurs des
cultures. Toutefois, dernieres ces bienfaits, ils peuvent se cacher des effets insidieux dont les méfaits
sur I’environnement, sur la qualité des produits agricoles, ainsi que sur la santé des populations (Cisse
., 2006).

Les pesticides sont largement connus par de nombreux effets dommageables qui affectent les
les différents tissus et systémes biologiques. Pour identifier le mécanisme d’action précis de ces
substances chimiques, des études de plus en plus nombreuses examinent, le lien entre 1’exposition a

ces substances et 1’induction d’un stress Oxydant responsable des effets dommageables observés

(Abdollahi et al., 2004).

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie est une pratique aussi vieille que
I’histoire de I’humanité. Au cours des dernieres décennies une attention particuliére a ciblé
I’utilisation des plantes médicinaux dans le traitement, la prévention de certaines maladies et le
rétablissement de la physiologie de certaines fonctions endommageées. Malgré la découverte des
nouveaux composés en chimie de syntheése, les sources naturelles, sont depuis toujours, restent le
principal fournisseur de nouveau médicament et de nouvelles, structures chimiques. Nous assistons
donc a un regain de la phytothérapie surtout pour les produits riches en polyphénols, et principalement
en flavonoides qui ont montré des propriétés biologiques antioxydants intéressantes (Hostettman et
al., 1998 ; Chahine, 2014 ; Georgie et al., 2014). lls possédent potentiellement des activités
biologiques, anti-inflammatoires, anti-cancérigenes, antimicrobiennes et anti-oxydantes (Marfak,
2003).

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail est d’étudier les effets toxiques induits par
I’endosulfan chez le rat wister a la dose de 5.8 mg /kg, aussi bien sur le plan hématologique que sur
le plan biochimique. Il a également été question d’évaluer certains indicateurs biochimiques du stress
oxydatif. D’une autre part de cette étude, on identifie les mécanismes des effets protecteurs des
composantes polyphénoliques implicites dans I’extrait de Cammellia sinensis et on évaluée 1’intérét
et ’efficacité de la plante de thé vert contre le stress oxydant et donc la toxicité des pesticides

organochlorées.




Introduction

Ce manuscrit est organisé en trois chapitres principaux ; un premier chapitre porte sur des
généralités sur les pesticides et une étude detaillée sur I’endosulfan. Nous avons également expliqué

les notions de stress oxydant, les radicaux libres, les antioxydants, et les flavonoides.
Le deuxiéme chapitre rassemble tous les méthodes et les réactifs utilisés pour faire ce travail.

Le troisiéme chapitre représente les résultats et la discussion, et finalement nous avons une conclusion

qui résume tous les résultats obtenus.
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Chapitre | : Rappel bibliographique

I. Généralité sur les pesticides
I .1. Définition

L’étymologie du mot pesticide s'est construite a partir du suffixe «-cide » qui signifie « tuer »
et de la racine anglaise pest (animal, insecte ou plante nuisible) provenant du latin Pestis (peste)
qui désignait le fléau en général. Donc les pesticides sont des composes chimiques dotés de
propriétés toxicologiques (El Habib, 2013). Le terme « pesticides » désigne principalement les
substances ou les préparations utilisées pour la prévention, le controle ou I’élimination
d’organismes (plantes, animaux, champignons ou bactéries) jugés indésirables car provoquant des
dommages aux denrées alimentaires, aux produits agricoles, au bois et aux produits ligneux, ou

aux aliments pour animaux (Ménard et al., 2014).
1.2. L’importance d’utilisation des pesticides

Le principal usage des pesticides est la protection des cultures, on parle alors de pesticide a
usage agricole. Leur emploi est massif (Camard et Magdelaine, 2001) dans les secteurs agricoles,
industriels et médicaux constitue donc une réelle menace mondiale (Jawich, 2006). Au niveau
national, 6 a 9 % des tonnages seraient destinés a un usage non agricole (Airparif, 2016)
Regroupant 1’'usage domestique (traitement des parasites, soin des animaux), 1’'usage industriel
(traitement des bois et des textiles) (Damien et al., 2010), et I’'usage médicinal aussi pour but de
I’amélioration de la santé publique, en particulier en luttant contre les insectes, vecteurs de
pathologies contre certaines maladies comme paludisme, typhus et autres épidémies (Benziane,
2012).

1.3. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété de
structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activit¢ que leur classification est complexe.
D’une maniere générale, ils peuvent étre classé€s en fonction de la nature de I’espece a combattre
mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les compose (El
mrabet et al., 2008).

1.3.1. Selon les organismes vivants ciblés

Il existe principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires :
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1.3.1.1. Les fongicides

Tres fréquemment employés contre les maladies cryptogamiques, les fongicides assurent une
excellente protection contre le développement des champignons parasites et permettent 1’obtention
de plantes saines. On distingue deux grands groupes de fongicides : les fongicides minéraux et les
fongicides organiques qui sont majoritairement des produits de synthese (Alain et al., 2004). Ils
peuvent agir difféeremment sur les plantes par I’inhibition de systeme respiratoire ou la division
cellulaire et d’autre par la perturbation la biosynthése des acide aminés, des protéines ou le

métabolisme des glucides.
1.3.1.2. Les herbicides

Les herbicides représentent les pesticides les plus utilisés dans le monde toutes cultures
confondues (El mrabet et al., 2008). Ils permettent d’éliminer les mauvaises herbes. Ce sont des
phénoxydes, des triazines, des amides, des dinitro-anilines dérivés d’urée, des sulfonylurées et
uraciles (Benziane, 2014). lls possedent différents modes d’action sur les plantes et peuvent agir
comme des perturbateurs de la régulation d’'une hormone « I’auxine », et des inhibiteurs de la
division cellulaire, de la synthese des lipides, de cellulose ou des acides aminés ou encore affecter
la photosynthése.

1.3.1.3. Les insecticides

Les insecticides sont utilisés pour la protection des plants contre les insectes. lls interviennent
en les tuant ou en empéchant leur reproduction, ce sont souvent les plus toxiques (Christine,
2008 ; El mrabet et al., 2008). lls peuvent agir sur le systéme nerveux (inhibition de
I’acétylcholinestérase, ouverture du canal sodium), la respiration cellulaire (inhibition du transport
des électrons dans la mitochondrie). Enfin, ces substances peuvent agir par contact (sur les
parasites cibles), ingestion, pression de vapeur.

1.3.2. Selon leurs caractéristiques chimiques

Les principaux groupes chimiques comprennent les organochlorés, les organophosphores, les

carbamates, les pyréthrinoides (EI mrabet et al., 2008).
1.3.2.1. Les organochlorés

Les pesticides organochlorés sont des dérivés chlorés d’hydrocarbures cycliques et/ou

aromatiques, chimiquement trés stables, ils sont parmi les plus anciens et les plus persistants (ex.
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DDT). lls sont surtout utilisés comme insecticides en agriculture et dans les métiers du bois. Ils
ont une action sur le systeme nerveux central (Camard et Magdelaine, 2001 ; Damien et al., 2010).
Ces produits sont trés efficaces mais se dégradent trés lentement dans 1’environnement. Certains
continuent cependant a étre utilisés en particulier pour lutter contre les moustiques dans les pays

infestés par le paludisme (Bernard, 2014).
1.3.2.1. Les organophosphorés

Les pesticides organophosphorés sont des dérivés de molécules de phosphore, Leur action ne
se prolonge pas dans le temps (Camard et Magdelaine, 2001).1ls ont des effets neurotoxiques sur
les vertébrés. Ils peuvent étre utilisés comme insecticides, désherbants ou comme antiparasitaires.

Le plus connu est le malathion (insecticide et antiparasitaire) (Bernard, 2014).
1.3.2.3. Les pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des dérivés du pyréthre, ils sont des produits qui présentent, en
général, une toxicité moindre que les organophosphorés et carbamates ; une faible persistance et
s’emploient a des faibles doses (Sament, 2010). Ils sont utilisés comme insecticides ou comme
répulsifs (en particulier contre les moustiques), ce sont des composes de synthese qui peuvent étre
trés toxiques pour de nombreux organismes mais qui présentent I’avantage de se dégrader trés vite

dans I’environnement (Bernard, 2014).
1.3.2.4. Les carbamates

Les carbamates sont des dérivés de 1’acide carbamique (Alin et al., 2004), ils sont utilisés
comme insecticides et fongicides. L’un des plus connu est le carbofuran (Bernard, 2014). Leur
demi-vie s’étend de quelques jours a plusieurs mois, voire plusieurs années dans les eaux
souterraines. Ces pesticides sont solubles dans 1’eau, leur toxicité est variable d’une molécule a

I’autre. Par exemple, le carbamyl est peu toxique pour les homéothermes (Errami, 2012).
1.4. La toxicité des pesticides

La toxicité des pesticides dépend d’un certain nombre de facteurs parmi lesquels on cite la
nature de la formulation (solide, liquide ou gaz), les moyens d’application et d’emploi
(pulvérisation, dispersion, etc) et les conditions d’utilisation. Mais le facteur principal qui
conditionne la toxicité de ces produits concerne le mode de pénétration et le devenir du produit

dans I’organisme (EI bakouri, 2006). Deux types d’intoxication peuvent étre mis en évidence :
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L’intoxication aigué se manifeste généralement immédiatement ou peu de temps (quelques
minutes, heures ou jours) apres une exposition unique ou de courte durée a un pesticide. Le délai
d’apparition des effets varie en fonction de la toxicité intrinséque du produit utilisé, de la dose
recue, de la voie d’absorption et de la susceptibilité de la personne (Samuel et ST-Laurent, 2001).
Le risque d'exposition est important, chez les agriculteurs qui utilisent fréquemment des doses
importantes de produits. Les effets observés sont des brilures au niveau des yeux, des Iésions
cutanées, des troubles neurologiques et hépatiques, des manifestations digestives et respiratoires,

des troubles cutanés ou muqueux et rhino-pharyngiques (Camard et Magdelaine, 2001).

L’intoxication chronique survient suite a [’absorption répétée pendant plusieurs jours,
plusieurs mois et méme plusieurs années, de faibles doses de pesticides qui peuvent s’accumuler
dans I’organisme. Elle peut étre aussi le résultat d’intoxications aigués répétées (Samuel et ST-

Laurent, 2001). Ces effets chroniques sont plus difficiles a apprécier (Aire parif, 2016).
I.5. Les impacts des pesticides

L'exposition humaine et environnementale aux pesticides dangereux est une source de graves
problémes de santé dans toutes les régions du monde, surtout dans les pays en développement et

les pays a économie en transition.
1.5.1. Effets neurologiques

Plusieurs pesticides peuvent €tre responsables d’effets neurologiques et ce, tant lors d’une
exposition aigué que d’une exposition chronique. En vertu de leur mécanisme d’action sur les
neurones sensoriels et moteurs, les insecticides plus particulierement (organochlorés,
pyréthrinoides, organophosphorés et carbamates) sont plus susceptibles de provoquer une
neurotoxicité (Samuel et ST-Laurent, 2001). De maniére générale, I’exposition aux pesticides sur
des longues durées provoquerait des troubles psychologiques et en particulier des syndromes
dépressifs. En particulier, la survenue de suicides dans un groupe d’agriculteurs serait liée a
I’utilisation de produits phytosanitaires. Cependant, il convient de rester prudent quant a cette

association car de nombreux autres facteurs sont a prendre en compte (Aire parif, 2016).
1.5.2. Effets sur le systeme immunitaire

Certaines études récentes indiquent la probabilité d’une relation entre les pesticides et

I’augmentation des risques de maladies infectieuses. La chute de production d’anticorps et des
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réactions d’hypersensibilité retardées pourrait aussi étre associée a 1’exposition a ces produits
(Samuel et ST-Laurent L, 2001).

L'exposition aux pesticides peut compromettre le systeme immunitaire ce qui augmente le
risque de maladies infectieuses et de cancer. Cela devient particulierement préoccupant quand le
systeme immunitaire est déja compromis par d'autres facteurs, telle que la malnutrition. Certains
pesticides altérent le développement des organes du systeme immunitaire comme le thymus et la
rate et portent des atteintes a la capacité des globules blancs et des lymphocytes a tuer les

bactéries, les virus et les cellules cancéreuses (IPEN, 2009).
1.5.3. Effets sur le systéme endocrinien

Aujourd’hui les chercheurs s’interrogent sur 1I’hypothése selon laquelle une exposition a des
Substances exogeénes possédant des effets sur le systeme endocrinien, pourrait étre a I'origine
d'une grande variété d'effets délétéres sur I’organisme tels des cancers, des atteintes de la fonction,

ainsi que des effets sur le systeme immunitaire et sur la fonction thyroidienne (Merhi, 2008).

Certaines substances de synthese, dont les pesticides, peuvent perturber le systeme hormonal
ou endocrinien et provoquer un déséquilibre physiologique. Parmi les effets possibles chez

I’humain, on peut noter I’obésité, la décalcification des os et le diabéte (Samuel et ST-Laurent,

2001).
1.5.4. Effets sur la reproduction et le développement

Certains pesticides peuvent étre liés a un certain nombre de problémes de reproduction, y
compris des anomalies congénitales, la stérilité, les grossesses prolongées, I'avortement spontané,
les mort-nés, les naissances prématurées, le retard de croissance intra-utérin, mortalité périnatale,
I'endométriose, et la baisse de spermatozoides. Des études épidémiologiques ont établi un lien
entre I’exposition des parents a certains pesticides et des anomalies du tube neural, des
malformations congénitales cardiaques, la fente labiale et la fente palatine, les malformations
congénitales musculo-squelettiques, anomalies du tractus urinaire et anomalies des organes

génitaux masculins (IPEN, 2009).
1.5.5. Effets sur le systéme respiratoire

Parmi les symptdmes respiratoires, tels que la toux, la respiration sifflante et I'inflammation
des voies respiratoires, sont fréguemment observés chez les personnes exposées aux pesticides

(Jallow et al., 2017). Certaines études ont montré que 1’exposition chronique aux pesticides peut
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jouer un role dans le développement de certaines pathologies respiratoires comme 1’asthme et la
bronchite chronique (Merhi, 2008), maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) et cancer
du poumon (Jallow et al., 2017).

1.5.6. Pesticides et cancer

Il est connu que beaucoup de matic¢res actives des pesticides sont a I’origine ou sont
soupconnés d’étre a 1’origine du cancer. Les pesticides sont associés, soit par des ¢léments de
preuve en laboratoire ou des études épidémiologiques, a une longue liste de cancers, y compris le
myeélome multiple, les sarcomes des tissus mous, le sarcome d'Ewing, le lymphome, le lymphome
non hodgkinien, la leucémie, le mélanome, le neuroblastome, les tumeurs a cellules germinales, le
rétinopathie (tumeur de I'ceil) et le cancer de I'cesophage, de I’estomac, de la prostate, du testicule,
du sein, de l'ovaire, du col de l'utérus, de la vessie thyroide, des poumons, du cerveau, des reins,

du pancréas, du foie, du colon et du rectum (IPEN, 2009).
1.6. Endosulfan
1.6.1. Définition

L'endosulfan (6, 7, 8, 9, 10, 10-hexachloro-1, 5, 5a, 6, 9, 9a-hexahydro-6, 9-méthano-2, 4, 3-
benzodioxathiépin-3-oxyde) est un pesticide, appartenant a la famille chimique des organochlorés,
sous-classe des chlorodiénes chlorés, contenant une seule double liaison(Figurel). Il est utilisé
pour contrbler plus de 100 différents insectes nuisibles qui infestent un grand nombre de cultures
(Gary et al., 2008). Il a été répertorié comme un polluant organique persistant (POP) par le
Stockholm Convention et suppression progressive de tous les produits manufacturés et utilisées a
I'échelle mondiale (Hua Du et al., 2015). Il se présente sous la forme de deux isomeres (Tableau
1), représentés dans des proportions différentes dans la forme commerciale, I’isomére alpha étant
présent a hauteur de 70% et I’isomeére béta a hauteur de 30%, en plus d’impuretés et de produits de
dégradation. L’endosulfan alpha est plus toxique que l’isomére béta, Sa dose journaliere

admissible est de 6 ug par Kilo de poids corporel (Dorothée et al., 2011).




Chapitre | :

Rappel bibliographique

1

Clx //JVN C'I-—-- )

Figure 1 : la structure chimique d’endosulfan (Gouzy et Brignon, 2006)

Le tableau ci-dessous montre les caractéristiques des composés de la famille de I’endosulfan

Tableau 1 : Caractéristiques des composées de la famille de I’endosulfan (Brignon et Gouzy,

2006).

Substance chimique

Endosulfan
CoHsCls03S

a-endosulfan
CoHsCle03S

b-endosulfan
CoHsCls03S

Endosulfan alcohol
CoHsCle02

Endosulfan sulfate
CoHsCls04S

Synonymes
Endosulphan
Thiodan
Rasayansulfan

Thiosulfan

Endosulfan |

Endosulphan

sulfate d’endosulfan

sulfate d’endosulfan

Formule développée

cl Cl

cl o]

Cl

Cl
Cl q QD
.fSw.b
9]
Cl Cl
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1.6.2. Propriétés physico-chimiques

L’endosulfan, de poids moléculaire de 406.9 g/mol, est trés lipophile et donc peu soluble dans
I’eau. Ses vapeurs sont stables dans I’atmosphére, ce qui lui permet de se propager par voie
aerienne. Il est tres peu hydrosoluble avec une solubilité de 0.32 mg/L dans I’eau a 20°C
(FOOTPRINT, 2011).

e Le point de fusion de I’endosulfan de qualité technique se situe entre 70 et 100 °C (Mackay et
al., 1997).

e La pression de vapeur (0,83m Pa a 25°C) ; Ainsi que la constante calculée de la loi de Henry
(1 .48 Pa m®mol 1) (FOOTPRINT, 2011).

e Ladose létale 50% [DL so0 (mg/kg)] d’endosulfan chez les rats est 30 mg /kg et leur demie vie
dans le sol est d’environ 50 jours (Testud et Grillet, 2007). et selon Dorothéeet al., d’environ

35 jours.
1.6.3. Utilisation de I’endosulfan

L’endosulfan est un insecticide/acaricide par contact et ingestion. Il est utilisé sur les grandes
cultures (céréales, cruciféres oléagineuses, féveroles, poids protéagineux, pomme de terre) les
arbres fruitiers (abricotier, cassissier, framboisier, noisetier, noyer, pécher, poirier cognassier) et

les cultures Iégumiéres (Brignon et Gouzy, 2006).

Il a aussi été utilise pour lutter efficacement contre de nombreuses espéces nuisibles
broyeuses, suceuses et foreuses, en particulier les pucerons, thrips, coléopteres, chenilles
phyllophages, acariens, foreurs de tige ou de bois, vers gris, vers du cotonnier, punaises,

aleurodes, cicadelles, escargots des rizieres et mouches tsé-tsé (UNEP, 2009).
1.6.4. Les voies d’exposition I’endosulfan

Les voies d’exposition a I’endosulfan sont la voie orale par ingestion de nourriture
contaminée (poissons, Iégumes) pour la population générale, la voie pulmonaire surtout pour les
professionnels et enfin la voie cutanée car 1’endosulfan est liposoluble. Il est hautement toxique et

peut étre mortel pour toutes les voies d’exposition (Dorothée et al, 2011).
1.6.5. La toxicité d’endosulfan

L’endosulfan représente ’une des causes principales d’intoxications aigués, Seules les

expositions accidentelles ou volontaires importantes (comme les suicides) ont permis de decrire
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les effets toxiques de I’endosulfan sur ’Homme. Les professionnels manipulant ce pesticide dans
I’agriculture, la viticulture et I’horticulture sont bien évidemment les plus a risque vis-a-vis d’une
toxicite aigle. 1l peut causer des effets toxiques dans presque tous les tissus humains et animaux, y
compris le foie, les poumons, le systeme nerveux central, le systeme geénital, le pancréas
(Dorothée et al., 2011 ; Ozlem, 2011).

L’exposition répétée a I’endosulfan est trés toxique pour nombreux organismes vivants ;
chez les humains, un lien a été établi entre les troubles physiques congénitaux, le retard mental et
les déceés d’ouvriéres agricoles dans les pays en voie de développement d’Afrique, d’Asie du sud
et d’Amérique latine, d’une part, et une utilisation excessive, des application inappropriées de
I’endosulfan d’autre part (UNEP, 2009).

I1. Le stress oxydant et les pesticides
11 .1. Définition de stress oxydant

La notion de stress oxydant cellulaire ou encore stress oxydatif cellulaire a été largement
employée depuis la découverte dans les années 1930 des especes radicalaires qui en sont la cause
(Lenzi, 2011). En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydant comme I’incapacité de
I’organisme a se défendre contre l’agression des espeéces oxygénées activées, suite a un
déséquilibre li¢, soit a une production accrue d’EOA, soit a une diminution de la capacité de

défense antioxydant (Defraigne et Pincemail, 2008 ; Lenzi, 2011 ;Alin et al., 2016).
11.2. Le stress oxydant induit par les pesticides

Les pesticides sont largement connus pour avoir de nombreux effets dommageables sur les
différents tissus et systémes biologiques. Pour tenter d’identifier le mécanisme d’action précis de
ses substances chimiques, des études de plus en plus nombreuses examinent, le lien entre
I’exposition a ces substances et I’induction d’un stress oxydant responsable des -effets
dommageables observés (Abdollahi et al., 2004). La toxicité induite par des nombreux pesticides
appartenant a différentes classes chimiques est associée par une accumulation d’especes réactives
de I’oxygeéne et de produit dérivants de lipides membranaires endommageés tels que les substances
réactives de I’acide thiobarbituriques et diénes conjugués (possamai et al., 2006). Les mécanismes
moléculaires par lesquels les pesticides provoquent un stress oxydant peuvent étre multiples,
I’induction des cytochromes P450 représente toutefois la piste la plus intéressante. Les pesticides
se caractérisent, en effet, par leur capacité a induire des enzymes hépatiques détoxifiantes, de type

monooxygénase, a cytochrome P450 assurant la transformation de la plus part de ces molécules en
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leurs métabolites excrétables de 1’organisme. Or, il est bien établi que les monooxygénases
produisent au cours de leur cycle catalytique des ROS responsables de multiples dommage
cellulaire caractérisent le stress oxydant (Perret et pompon, 1998).

11.3. Les radicaux libres
11.3.1. Définition

Un radical libre peut étre défini comme toute espece chimique, moléculaire et active générée a
partir d'especes réactives de I'oxygene (ROS), capable de I'existence indépendante qui contient un
ou plusieurs électrons non appariés dans les orbitales atomiques ou moléculaires externe (Mustafa
et al., 2015; Valko et al., 2006 ; Dominique et al., 2003 ; Lobo et al., 2010 ; Siahpoosh et
Soleimani, 2016). Beaucoup de radicaux sont instables et trés réactifs et représentent trés
dommageables composes (Lobo et al., 2010 ; Alzoghaibi, 2013) qui entrainent des altérations des
composants cellulaires par réactions chimiques des espéces oxygénées réactives avec les lipides,
les protéines et les acides nucléiques Cellulaires (Boureille et Chamoin, 2012). Les principaux
espéces réactives d’oxygenes(ROS) sont : le super oxyde dismutase O2°, I’oxygene singlet (*Oy),
le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radicale d’hydroxyle (OH°), nitric oxide (NO), Chlirid
hydroxyle(HOCI) (Ben salama, 2012).

11.3.2. Les sources des radicaux libres de I’oxygene :
Des radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogénes

Qu’exogenes. Sans vouloir faire du finalisme, nous pouvons considérer que certaines de ces
productions sont volontairement programmées par 1’organisme a des fins de défense ou d’envoi
des signaux (El-Demerdash et al, 2013).

11.3.2.1. Les ERO d’origines endogénes
11.3.2.1.1. Respiration mitochondriale

La réduction a quatre électrons de l'oxygéne se produit dans le systeme de transport
d'électrons mitochondrial de toutes les cellules subissant la respiration aérobie. On estime que 2-
3% d'O2 consommeé par les mitochondries est incomplétement réduite, ce qui donne les ROS et 1-
5% meéne a la production H20>. 1l est bien documenté que les mitochondries sont une source de
H.02, Cependant, la sortie de O2" de la mitochondrie dans le cytosol doit encore étre
définitivement établi (Mohammed et al., 2015).
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11.3.2.1.2. NADPH oxydase

Une source majeure de ROS dans les cellules vasculaires est le NADPH oxydase, qui se
compose des sous-unités de la membrane (Wassmann et al., 2004). L'explosion respiratoire est le
processus par lequel les cellules phagocytaires consomment de grandes des quantités d'oxygene
pendant la phagocytose, principalement via l'activation de la NADPH oxydase et la libération d'O>
(Asima et al., 2014)

NADH oxydase
NADPH + H"+202 ——— 202 +NADP~* + 2H*

11.3.2.1.3. Xanthine Oxidase

La xanthine oxydase catalyse l'oxydation de la molécule de xanthine et de 1’hypoxanthine
pendant le métabolisme des purines. Cette enzyme réduit 1’oxygéne moléculaire, conduisant a la
formation des deux superoxyde et peroxyde d'hydrogene. Il est capable de produire de grandes
quantités de ROS (Wassmann et al., 2004).

A Xantine oxydase A .
Xanthine + 202+ H2O ———  — Acide urique + 202°" + 2H*

11.3.2.1.4. Les peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de production d’H20. cellulaire. Toutefois,
I’H20> est utilisé comme substrat de la catalase paroxysmale (enzyme antioxydant) afin de realiser
des réactions de peroxydation d’autre substrat. Ces réactions sont importantes dans le processus de
détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible quantité d’H-O> produite a niveau
des peroxysomes pourrait échapper a la catalase (Garait, 2006).

11.2.2.2. Les ERO d’origines exogenes

Les radicaux libres exogenes proviennent d'un apport extérieur, lors d'une Exposition a un
environnement toxique. Les sources environnementales des toxines qui peuvent pénétrer au corps

humain et induire la formation de radicaux libres comprennent :

e Les rayonnements qu’ils s’agissent des rayons ionisants X ou gamma, ou des rayons
ultraviolets capables de produire des anions superoxydes ou de 1’oxygéne singulet aprés

activation de photosensibilisants (Favier, 2006).
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e Les Xénobiotiques et de nombreux médicaments contribuent & la formation de radicaux libres
dans le corps (Asima et al., 2014).

e La production excessive de ROS est causée par les facteurs environnementaux, c'est-a-dire une
forme intensifiée du style de vie moderne (apport alimentaire excessif, inactivité, tabagisme),
mais aussi, par exemple, la malnutrition, consommation d'alcool et maladies infectieuses.

Cela peut suggérer que les troubles psychiatriques (Asima et al., 2014).

e L'exercice physique induit une augmentation de la production de radicaux libres et d'autres
especes réactives de l'oxygene (ROS), La production élevée de ROS responsable des

dommages musculaires (Belviranli et Okudan, 2015).
11.4. Les dommages oxydatifs des macromolécules

Les scientifiques élaborent également de multiples expériences in vitro qui montrent la toxicité
des radicaux libres responsables de dégats cellulaires importants (Defraigne et Pincemail, 2008)
ils peuvent endommager I’intégrité des molécules biologiques, y compris I'ADN, les protéines et
les lipides impliqués dans le maintien biologique de I’organisme (Zorawar, 2018) et entrainent

aussi a la perturbation du métabolisme et de la physiologie (Colakoglu et al., 2017).
11.4.1. Dommage de I'ADN

Les especes réactives de l'oxygéne constituent la plus importante source endogéne qui
endommage I'ADN, Cet dernier soumis a l'attaque par différentes especes radicales génére une
large modification covalente telles des délitions/insertion de nucléotide (purines et pyrimidines),
des cassures simple et double brins, des pontages inter et intra brin et des pontages inter et intra
protéine (Powers et al., 2010) Si elles ne sont pas réparées, les modifications des bases de I'ADN

conduisent a leur tour a des défauts génétiques(Zegarac, 2017).
11.4.2. Oxydation des protéines

Les protéines peuvent étre endommagées par une réaction directe avec les ROS (Powers et al.,
2010). Cela peut affecter de nombreux types de protéines, interférant avec l'activité enzymatique
et la fonction des protéines structurelles (Sarma et al., 2010).

L'oxydation des protéines peut entrainer une fragmentation au niveau des résidus d'acides
aminés, la formation de liaisons croisées protéine-protéine et l'oxydation du squelette de la
protéine, ce qui conduit finalement a une perte de fonction. Les protéines endommagées affectent

les voies intracellulaires et contribuent a différents troubles et maladies (Zegarac, 2017) et peut
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affecter aussi ’activité enzymatique, la stabilit¢ thermique et la susceptibilité a la protéolyse, qui

conduit au vieillissement (Mustafa et al., 2015).
11.4.3. Peroxydation lipidique

Les lipides peuvent étre oxydés par de nombreux ROS et radicaux (Powers et al., 2010) la
peroxydation des lipides est la dégradation des acides gras membranaires. Elle constitue par
conséquent un indice de dommages oxydatifs effectués aux lipides. Ces dommages peuvent
entrainer une perte de la fluidité et de I‘élasticitt de la membrane, une altération du

fonctionnement cellulaire et méme une rupture des cellules (Zegarac, 2017).

La peroxydation des lipides peut également affecter négativement la fonction des protéines
liées a la membrane telles que l'activité des enzymes et les récepteurs et du transport membranaire
(Lobo et al., 2010 ; Sarma et al., 2010).

11.5. Les antioxydants et systeme de défense
11.5.1. Définition

Un antioxydant est une substance organique ou minérale susceptible de prévenir ou de réduire
le stress oxydant dans I’organisme vivant a faible concentration, elle prévient ou retarde
significativement les dommages oxydatifs des molécules biologiques, I’antioxydant a pour de
conserver 1’homéostasie du statut redox intracellulaire et d’empécher ainsi a travers les différents
mécanismes la dénaturation des molécules cibles en éliminant les ROS et en réparant les dégats

qui en résultent(Clémentine, 2014 ; Colakoglu et al., 2017 ; Siahpoosh et Soleimani, 2016).
11.5.2. Systémes de défense enzymatique

Les antioxydants enzymatiques (La superoxyde dismutase, La catalase, la glutathion)
Sont considéré comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre les ROS.
11.5.2.1. Super oxyde dismutase (SOD)

Des plus importantes enzymes antioxydantes présentes dans le corps humain est la
superoxyde dismutase (Shazia et al., 2012). Il est une métalloprotéine, considérée étre la premiére
ligne de défense contre la formation de radicaux libres (Dilip et al., 2014). Il catalyse la
dégradation de lI'anion superoxyde en oxygéne et en peroxyde d’hydrogene. Les SOD sont une
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classe d'enzymes étroitement apparentées, présentes dans presque toutes les cellules aerobies et

dans les fluides extracellulaires (Lobo et al., 2010).
02°+2H ——— H202+07" (Nimse et al., 2015).

Trois isoformes différentes de SOD ont été identifiees chez I'nomme selon le cofacteur
métallique (Manganese, Cuivre ou Zinc) sont : la SOD mitochondriale, la SOD cytosolique, et la
SOD extracellulaire (Wassmann et al., 2004 ; Lobo et al., 2010 ; Shazia et al., 2012).

11.5.2.2. La catalase

La catalase est une enzyme antioxydante intracellulaire qui est principalement située dans les
peroxysomes cellulaires (80%) et dans une certaine mesure dans le cytosol (20%) (Dilip et al.,
2014 ; Kevin et al., 2012), elle est trouvée dans presque tous les organismes vivants, qui sont
exposés a l'oxygéne (Lobo et al., 2010) elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon la
réaction suivante (Marfak, 2003).

2H202 —»  2H20 + Oz (Starlin et al, 2013).
11.5.2.3. Les glutathion peroxydases et réductases

Le systeme de glutathion comprend la glutathion réductase, les glutathion peroxydases et les
glutathion S-transférases. Ce systeme se trouve chez les animaux, les plantes et les micro-

organismes (Lobo et al., 2010).

Le glutathion réductase (GR) est une oxydoréductase NADPH-dépendant, coopérant avec la
glutathion peroxydase. Il catalyse la conversion du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion réduit
(GSH) (Csiszar et al., 2016).

Le glutathion peroxydase (GPX) convertit le glutathion (GSH), un tripeptide constitué de
glutamate, de cystéine et de glycine, glutathion oxydé et, au cours de ce processus, réduit H.O> en
H->0 et hydroperoxydes lipidiques (ROOH) en alcools stables. La réaction GPX est couplée a la
glutathion réductase (GSSG-R), qui maintient un niveau de glutathion (GSH) (Asima et al., 2014).
La GPX joue également un role majeur dans la régulation de I'état redox intracellulaire des

cellules vasculaires (figure 2) (Wassmann et al., 2004).
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Figure 2 : L’activité de balayage radical de SOD, CAT et GPx (Nimse et al, 2015).
11.5.3. Systéme de défense non enzymatique :
11.5.3.1. Oligoéléments

Zinc (Zn), cuivre (Cu), manganese (Mn), fer (Fe) et le sélénium (Se) sont des composants
clés des enzymes avec des fonctions antioxydantes et sont désignés comme micronutriments
antioxydants. Zn, Mn et Cu sont des cofacteurs du superoxyde dismutase (Cu / Zn-SOD). Fe est
un composant de la catalase. C’est un antioxydant majeur sous la forme de sélénoprotéines atténue
les effets cytotoxiques des ROS. Les céréales contiennent de la sélénométhionine, un acide aminé
naturel qui est la source nutritionnelle la plus importante de Se. Lorsque Se-GPX est inhibé dans
des conditions physiologiques, notamment un état de carence, il conduit a la toxicité par
I'augmentation de I'02°, °NON, et peroxydation lipidique. Donc, I’équilibre alimentaire suivi par la
bonne absorption de ces micronutriments est essentiel pour maintenir I'noméostasie redox (Asima
etal., 2014).

11.5.3.2. Glutathion

Le glutathion est un peptide contenant de la cystéine que I'on trouve dans la plupart des
formes de vie aérobies, il a des propriétés antioxydants puisque le groupe thiol dans son acide
aminé cystéine est un agent réducteur et peut étre oxydé de facon réversible (Lobo et al., 2010)
Ceci est omniprésent (Asima et al., 2014). Le glutathion (GSH) joue un réle unique et essentiel
dans la préservation des formes actives de divers antioxydants de faible taille (vitamines C, E,

ubiquinone, polyphénols) (Defraigne et Pincemail, 2008).
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11.5.3.3. Vitamine C

L'acide ascorbique ou "vitamine C" est un antioxydant monosaccharide trouvé chez les
animaux et les plantes. En revanche il ne peut pas étre synthétisé chez 1’homme (Lobo et al.,
2010). 1l existe physiologiquement sous la forme de 1’anion ascorbate (Descamps et al., 2006). La
vitamine C donne des électrons a d'autres composés et empéche leur oxydation (Asima et al.,
2014). C’est un agent réducteur et peut réduire et ainsi neutraliser les ROS tels que le peroxyde
d'’hydrogéne (Lobo et al., 2010).

11.5.3.4. Vitamine E

Est un compose lipophile mono phénolique (Descamps et al., 2006 ) qui sont des vitamines
liposolubles ayant des propriétés antioxydantes, piégeant les radicaux libres (Lobo et al., 2010) la
vitamine E, comme la vitamine C, est tres efficace du fait de sa faible propension a étre un
donneur d’¢lectrons. Elle agit principalement par le transfert direct d’atomes d’hydrogéne
(Pourrut, 2008) elle joue un réle important et abondant qui protége la membrane cellulaire de la

peroxydation lipidique (Asima et al., 2014).
11.5.3.5. Les caroténoides

Les caroténoides, y compris la vitamine A, qui se trouve dans les aliments, est appelée
caroténoides ou provitamine A. Fruits jaunes et oranges ainsi que légumes a feuilles vertes
fournissent la plupart des caroténoides a notre alimentation. Alpha- et béta-caroténe, lycopéne et
cryptoxanthine sont les principaux caroténoides dans la nourriture ainsi que dans le corps) (Asima
et al., 2014). IIs peuvent réduire ou piéger les especes réactives de 1’oxygene et interférer avec des
réactions radicalaires. lls peuvent ainsi bloquer ou limiter la peroxydation lipidique (Descamps et
al., 2006).

11.5.3.6. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires végétaux contenant des proprietés
oxydatives, inflammatoires et / ou effets métaboliques aider a protéger les maladies chroniques
contre les dommages causes par les radicaux libres (Lacroix et al., 2017). Les polyphénols sont un
grand groupe de composés omniprésents dans les aliments et les boissons d'origine végétale tels
que le thé, le café, le vin, fruits, legumes, céréales a grains entiers et cacao. Ils sont les plus

antioxydants abondants dans l'alimentation humaine (Fantini et al., 2015 ; Zamora-Ros et al.,
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2014). lls possédent dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (Parrl et Bolwell, 2000).

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, ils sont composés de 15
atomes de carbone avec 2 anneaux aromatiques (anneaux A et B) reliés par un pont & 3 carbones
se lie avec 1 oxygene et 2 carbones de I'anneau A, formant un troisieme anneau a 6 carbones
(Figure 3) (Fantinie et al., 2015). les flavonoides divisent en plusieurs classes : les flavonols,

isoflavones, flavones , et flavanones (Tapas et al., 2008 ).

HO

OH O

Figure 3 : Structure de base des flavonoides (Lugasi et al., 2003).
11.5.3.6.1. L’effet anti —oxydante de polyphénols

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,
Chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygeéne dans des systémes fermés. Les polyphénols,
naturellement presents dans les aliments ou formés au cours des procédes de transformation sont

considérés comme éliminateurs des radicaux libres (Chew et al., 2009).
11.5.3.6.2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou du cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils
entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systeme
de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du cuivre pour le
superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par

la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de Fenton (Nkhili 2009).

H202 + Fe?* (Cu") » OH+"OH + Fe3* (Cu?*)

La chélation des ions métalliques par les flavonoides nécessite trois sites principaux :

- Noyau catéchol sur le cycle B
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- Les groupe 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C.
- Le groupe 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Van acker et al., 1996).
11.5.3.6.3. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de

déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel redox,
Les polyphénols, plus particulierement les flavonoides (FI-OH), sont thermodynamiquement

Capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROO"), alkoxyles (RO") et
hydroxyle par transfert d’hydrogéne (Figure 4) (NKkhili, 2009).

F1-OH + X° > F1-O° + XH
O p—
O = =M L T |
k\__ J}_,"
i L
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Figure 4 : Le piégeage des especes réactives de I'oxygeéne par les flavonoides (Prochazkova et al,
2011).

11.5.3.6.4. Inhibition enzymatique

Les phénoménes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in vitro,
Particulierement dans le cas des flavonoides : inhibition d’une grande variété d’enzymes (Galati et
al., 2002). Afin de préciser le mécanisme d’action de ’activité inhibitrice des flavonoides, des
études ont été réalisées sur I’effet de la quercétine sur 1’oxydation de I’acide linoléique par une
lipoxygénase. Ces auteurs ont constaté que le mécanisme d’inhibition des lipoxygénases par la
quercétine ne serait pas dii & une complexation ou & une oxydation du Fe?" mais plutdt & une
inhibition irréversible résultant de liaisons covalentes entre I’enzyme et les dérivés oxydés de la

querceétine (quinone ou radical phénoxy) (Chebil, 2006).




Partie expérimentale
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L’objectif de ce travail est I’étude de I’effet toxique de 1’endosulfan et la prévention par

I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis chez les rats Wistar albinos.

Les travaux d’étude de mon mémoire ont été réalisés au niveau de laboratoire de

pharmacologie de I’université de Jijel en collaboration avec le service de laboratoire des analyses

de I’hopital d’El-Milia.

I. Matériel et méthodes

1.1 Matériel

1.1.1 Entretien des animaux

Notre étude expérimental a porté sur des rats Wistar albinos adultes, femelles, pesant 180g
-260 g (Institut Pasteur, Alger), acclimatées a une température ambiante (22°C - 26°C). Les rats
ont eu un régime Standard de laboratoire. Les rats restent dans 1’animalerie une semaine avant de

faire le travail pour 1’adaptation.
1.1.2 Matériel végétal : le thé vert

On a utilisé les feuilles de la plante de Thé vert « Camellia sinensis L. »(Figure5).

1.1.2.1 Classification systématique
La classification de Camellia sinensis L. est la suivante :
Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Théales

Famille Theaceae

Genre Camellia

Espéce Camellia sinensis L.
Nom commun Théier, thé vert, thé

Figure 5 : la photographique de Camellia sinensis
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1.1.2.2 Description botanique

A 1’¢état naturel, le théier est un petit arbre trés rameux, de 5 a 10 métres de haut et pouvant
atteindre 15 metres. Les fleurs de théier sont des petites fleurs blanches a jaune claire, odorantes,
axillaires et solitaires. Leur taille varie et peut aller jusqu’a 3 centimetres (cm). Elles portent 5 a 7
pétales, et cinq sépales persistants, de nombreuses étamines, et un ovaire triloculaire (Kabouche,
2010 ; Sanchez-Alonso et al., 2007).

Les feuilles de théier représentent la partie la plus importante de point de vue utilisation.
Elles sont alternes, persistantes, leur forme est allongeée, elliptiques, brillantes avec une face en
vert foncé le pétiole est court et mesure de 4 a 10mm, la base est canée et I'apex est aigue a
acuminer et des marges dentées (Kabouche, 2010).

Le fruit est une capsule loculicide trigone, ne renfermant qu’une ou deux graines
oléagineuses, exalbuminées, entourées d’un tégument sans arille (Marthe, 2009). Le théier possede

un systéme racinaire pivotant et sa durée de vie est en moyenne de 50ans (Marcel, 2002).

Le thé est une plante médicinale qui a été employée pendant des siécles comme remedes
des maladies humaines parce qu’elle contient des composants de valeurs thérapeutiques (Marie,
2009). Dans notre travail, on utilise le thé vert comme source de polyphénols pour prévenir la
toxicité des pesticides.

1.1.3 Matériel chimique : L’endosulfan

C’est un pesticide appartient de la famille des organochlorés, la posologie recommandée
pour réaliser cette étude était de 5.8mg/Kg. C’est la dose rencontrée chez certains 1égumes

cultivés dans la région de Jijel.
1.2 Méthodes
1.2.1 Extraction des polyphénols
L’extraction a été réalisee selon le protocole inspire par Bruneton (1993).

+ Séchage : apres le lavage de thé vert, ces derniéres sont séchées a I’aire libre pendant une
semaine a 1’abri de la lumiére et de ’humidité.

+ Broyage : le broyage est effectué a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une
poudre tres fine.

+ Macération : 400g de poudre sont mis dans 41 d’une solution hydro-éthonolique (8 :2) et

laisser macérer pendant 5 jours puis la macérat est filtré.
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+ Evaporation : pour éliminer 1’éthanol nous avons passé le macérat par la Rota-vapeur a une
température de 55-60°C a une vitesse maximale jusqu’a I’obtention d’une petite quantité
de la phase aqueuse.

+ Lyophilisation : la phase aqueuse obtenue aprés 1’évaporation est lyophilisée par le

lyophilisateur pour obtenir les extraits en poudre de polyphénols de teste de thé vert.
1.2.2 Traitement des animaux :
Les rats (n=18) sont répartis en 3 lots expeérimentaux a raison de 6 rats par lot :

Lot 1 : Animaux témoin (control) recevant quotidiennement I’huile de mais par gavage gastrique

chaque jour pendant 10 jours.

Lot 2 : Animaux intoxiqués recevant quotidiennement par gavage gastrique une dose de 5.8mg /Kg

d’endosulfan chaque jours pendant 10 jours.

Lot 3: Animaux préventifs recevant quotidiennement par gavage gastrique une dose de 100
mg /Kg de l'extrait éthanolique de thé vert suive d’une dose de 5.8 mg /kg d’endosulfan apres 30
minutes, chaque jour pendant 10 jours.

1.2.3 Prélévement sanguin :

A I’aide d’un tube hématocrite on préléve le sang par ponction introduisant son bout
délicatement au niveau de sinus rétro orbitaire aprés un jeune de 12 h. le sang est récupéré dans
des tubes héparines afin de doser les paramétres sanguins et dans des tubes secs afin d’étudier les

parametres biochimiques.
1.2.4 Sacrifice des animaux et prélevement des organes (foies, reins, et pancréas)

Cette opération est effectuée dans le but de la préparation d’une fraction cytosolique et
faire les dosages des paramétres de stress oxydatif. A la fin de la période de traitement, tous les
animaux ont été sacrifiés (jour 11), suivant les régles de I’euthanasie par 1’anesthésie (le
chloroforme). Les organes (foies, reins et les pancréas) sont prélevés afin de réaliser les dosages

des parametres de stress oxydatif (MDA, SOD, catalase) segmenté et conservé a 4°C.




Chapitre 11 : Mateériel et Méthodes

1.2.5 Préparation de la fraction cytosolique

Pour obtenir la fraction cytosolique du pancréas, du foie et des reins, ces organes ont été
Homogénéisés avec 3 volume de tampon phosphate 0.1M (KH2POs), cet homogénat a éte
centrifugé a 2000 Tpm pendant 15 min a 4°C pour éliminer les débris cellulaires, le surnageant
obtenu a été récupéré et centrifugé a 9600 Tpm pendant 30 min a 4°C, le surnageant final est
considéré comme fraction cytosolique utilisé pour le dosage de différents parametres du stress
(Igbal et al., 2003).

1.2.6. Les paramétres sanguins

La numération des parametres sanguins est réalisée automatiquement par I’appareil

d’Hémogramme qui calcule de fagon automatique le nombre des GB, GR et les plaquettes.
1.2.6.1 Les globules blancs

Le nombre des globules blancs fournit des données sur la capacité du corps a combattre les
infections. Un nombre élevé de globules blancs indique que le corps est en train de lutter contre
une infection, tandis qu’un petit nombre de ces globules signifie que le corps a perdu une partie de

sa capacité de combattre les infections (Kaplan, 1984).
1.2.6.2 Les globules rouges

La numeération des globules rouges fournit des données sur la capacité du corps a transmettre
de I’oxygene aux cellules, elle fournit également de I’information sur la taille des globules rouges.
Les valeurs les plus importantes sont I’hémoglobine et I’hématocrite qui mesurent la capacité

d’oxygéner le corps. Un taux faible des deux valeurs est un signe d’anémie (Kaplan, 1984).
1.2.6.3 Les plaquettes

Les plaquettes sanguines ont un réle tres important dans la coagulation. Une diminution trop
importante du taux de plaquettes entraine un risque hémorragique (a envisager avant une
intervention chirurgicale par exemple). Une augmentation du taux entraine au contraire un risque

de thrombose par formation d’agrégats plaquettaires (Kaplan, 1984).
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1.2.7 Les paramétres biochimiques
1.2.7.1 Dosage du glucose

Le glucose représente le taux de sucre dans le sang. Un taux de sucre élevé dans le sang
(hyperglycémie) et celle-ci peut étre ’indice du diabéte, un taux de sucre faible dans le sang
(hypoglycémie) qui a plusieurs ordres de cause : Soit un exces d’insuline, soit un défaut de la
production de glucose (Kaplan, 1984).

La détermination enzymatique du glucose se fait selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase A .
Glucose +O2+H20 ——— —  Acide gluconique +H202

; . ) . Péroxydase A L
2H202+Phénol+4-Amino-antipyrine ———— Quinoneimine rose +4H20

On utilise le sérum non hémolysé de chaque rat; on le met dans la cuve du
spectrophotométre a une température de 37°C et a une longueur d’ondes de 505nm. Comme il est
montré dans le Tableau 2.

+ Protocole de dosage du glucose
Le dosage du glucose est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Etape de dosage du glucose (Trinder, 1969 ; Dingeon, 1975 ; lott, 1975 ; Kaplan,
1984).

Blanc Standard Echantillon
Standard (glucose) 10ul
Echantillon 10ul
Réactif de travail 1 mi Iml iml

(R1+R2)

Mélanger, lire les DO aprés une incubation de 10minutes a 37°C ou 30mn a 20-25°C.la

coloration est stable 30 minutes

+ Les réactifs de dosage du glucose sont rapportés dans le tableau 3
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Tableau 3 : Les réactifs de dosage de glucose (Kaplan, 1984).

Réactif 1 Tampon tris PH =7 100 mmol/I
Solution tampon phénol 0,03 mmol/I
Réactif 2 Glucose oxydase 10000 u /I
Ezymes Péroxydase 1000 u/l
Amio 4-atipyrine 2,6 mmol/l
Réactif 3 Glucose 100 mg/dl
Standard 19/
5,56mmol/I

+ Le calcule de concentration de Glucose se fait par la formule suivante :
D.O Echantillon

Glucose (g /1) = Xn Avec n=I (g/l)

DO Standard

1.2.7.2 Dosage de I’urée

Dosage de I'urée est 'un des dosages les plus fréquemment effectués, il permet en une
premiére approximation de rechercher une insuffisance rénale avec le dosage concomitant de la

créatinine (Siby, 2008). L’urée est dosée en cinétique selon la réaction suivante :

; Uréase
Urée + H:.O —— 2NH3z + CO2

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent en
formant un composé de couleur verte (dicarboxylindophenol) dont ’intensité est proportionnelle
a la concentration en urée. On utilise le sérum non hémolysé de chaque rat et on le met dans la
cuve du spectrophotométre a une température de 25-30-37°C et a longueur d’onde de 590 nm

comme il est montré dans le tableau 4.
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+ Protocole de dosage de I’urée
Le dosage de I'urée est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 4

Tableau 4 : Etape de dosage de 1’urée (Mackey et al., 1927 ; Balleterl et al., 1859).

Blanc Etalon Echantillon
Etalon - 10 pl -
Echantillon - - 10 pl
Réactif de travail 1ml 1ml Iml
A (1+2+4)

Mélanger, incuber 5mn a 37 ou 10min, & 20-25°C ; Ajouter ensuite.

Réactif 4 1ml 1ml 1mi
Mélanger, incuber 5 min, a 37° C ou 10 min ; a 20°-25°C.

Lire contre le blanc.

Stabilité de la coloration 2 heures a’ 1’abri de 1a lumiére.

+ Les réactifs de dosage de I’urée sont rapportés dans le tableau 5

Tableau 5 : Les réactifs de dosage de I’urée (Balleterl et al., 1961).

Réactif 1 Tampon

Réactif 2 EDTA 2 mmol/I
Salicylate de sodium 60 mmol/I
Nitro prussaiate de sodium 32 mmol/Il
Uréase 30 000 u/l
Phosphate PH6.7 60 mmol/I

Réactif 3 Etalon urée 0,50 g/l

8,325

mmol/Il

Réactif 4 hypochlorite de sodium 40 mmol /I

10x[] hydroxyde de sodium 150 mmol/I
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+ Le calcule de concentration de I’urée se fait par la formule suivante :
A.DO Echantillon

Urée (g /) = Xn avec : n=0.50 (g/I)

A.DO Etalon
1.2.7.3 Dosage de creéatinine

La créatinine dans I’organisme provient dans la dégradation de la créatinine qui est d’une
part contenue dans I’alimentation et d’autre part produite par 1’organisme (principalement
localisée dans les muscles), la créatinine est exclusivement éliminée par les reins, ce qui en fait un
tres bon marqueur de fonction rénal (siby, 2008). La créatinine forme en milieu alcalin un
complexe coloré avec 1’acide picrique. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle

a la concentration de créatinine (larsen, 1972).

On utilise le sérum ou le plasma hépariné sans hémolyse de chaque rat et on le met dans la
cuve du spectrophotométre a une température de 20-30 ou 37°C et a’ longueur d’onde de 492nm

comme le tableau 6 montre :

Tableau 6 : protocole de dosage de la créatinine (larsen, 1972).

Standard Echantillon
Standard 100
Echantillon 100pl
Réactif de travail 1ml 1mil
(R1+R2)

Mélanger et lire les densités optiques DO1, aprées 30 sec.

Lire ensuite DO2 exactement 1 min apres.

+ Les réactifs de dosage de la créatinine sont rapportés dans le tableau 7.




Chapitre 11 : Mateériel et Méthodes

Tableau 7 : Les reactifs de dosage de la créatinine (larsen, 1972).

Réactif 1 hydroxyde de sodium 1,6mol/I
Réactif 2 acide picrique 17,.5mmol/I
Réactif 3 créatinine 2 mg/dl
Standard 20 mg/I
176,8umol/I

+ Le calcule de concentration de la créatinine se fait par la formule suivante :

A.DO Echantillon

Créatinine = Xn avec : n=20 (mg/l)

A.DO Standard

1.2.7.4 Dosage de triglycérides (TG)

Le dosage de TG est effectué selon la méthode de Fossati et de Prencipe (1982), c’est une
méthode enzymatique et colorimétrique. Par 1’action des lipases, les TG sont hydrolysés en
glycérol et en acide gras libre. Le glycérol est ensuite transformé selon le schéma réactionnel

suivant :

Lipoprotéine lipase

Triglucirides+H202 Glycerol +free fatty acids

Glycerol Kinase

Glycerol + ATP ——m—— Glycerol -3- phosphate +ADP

Oxydase

Glycerol -3- phosphate + O2 ——  H202+Dihydroxyacetone Phosphate

. Peroxydase .
H202+P-Chlorophenol+4-Aminophenazone ——— Quinone Rose + H202
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+ Protocole de dosage de triglycérides

Le dosage de triglycérides est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 8

Tableau 8 : protocole de dosage de triglycérides (Fossati et principe, 1982).

Blanc Standard Echantillon
Standard - 10 pl -
Echantillon - - 10 pl
Réactif de travail 1ml 1ml Iml
(R1+R2)

+ Les réactifs de dosage de triglycérides sont rapportés dans le tableau 9

Tableau 9 : Les réactifs de dosage de triglycérides (Fossati et principe, 1982).

Réactif 1 Tampon pipes PH7.2 50mmol/I
Solution tampon chloro-4-phénol 2mmol/I
Réactif 2 Lipoprotéine lipase 150000pl
Glycérokinase 800 pl
Glycerrol 3-P-Oxydase 4000 pl
Peroxydase 440 pl
Amino4-Antipyrine 0.7mmol/I
ATP 0.3 mmol/l
Réactif 3 standard glycérols 2 mg/dl
Standard (en trioléine) 20 g/l
2,28umol/I

+ Le calcule de concentration de triglycérides est faits par la formule suivante :
A.DO Echantillon

Triglycérides = X n avec : n=2 (g/l)

A.DO Standard
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1.2.7.5 Mesure de marqueur enzymatique GPT-ALAT

ALAT (alanine aminotransférase) est aussi une enzyme des transaminases qu’abonde

dans le foie, toute altération de cet organe libere ALAT (siby, 2008).
+ Principe de dosage

Le principe de ce dosage est la détermination cinétique de 1’activité alanine amino
transférase, la réaction est initiée par addition de 1I’échantillon du patient au réactif, le schéma

réactionnel est le suivant :
. GPT
2-oxoglutarate + L-Alanine —  Glutamate +pyruvate

LDH
Pyruvate +NADH+H* — Lactate +NAD*

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité

d’alanine transférase dans 1’échantillon (Bergmeyer et al., 1978 ; Bergmeyer et Horder, 1980).

On utilise le sérum ou le plasma hépariné sans hémolyse de chaque rat et on le met dans la
cuve du spectrophotomeétre a une température de 25 a 37 et a la longueur d’onde de 340nm comme

il est montré dans le tableau 10.
+ Protocole de dosage de GPT — ALAT
Le dosage de GPT — ALAT est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 10 :

Tableau 10 : protocole de dosage de GPT — ALAT (Bergmeyer et al., 1978 ; Bergmeyer et
Horder, 1980).

Solution de travail 1ml 3ml
(R1+R2)

Pré-incuber a la température choisie (25.30 ou 37°C)
Echantillon 100pl 300ul

Mélanger et incuber 1 minute, mesurer la diminution de la densité optique par minute

pendant 1 a 3 minutes

+ Les réactifs de dosage GPT — ALAT sont rapportés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Les réactifs de dosage de GPT — ALAT (Bergmeyer et al., 1978).

Réactif 1 Tampon tris pH 7,5 4 30°C 100 mmol/I
Solution tampon alanine 500 mmol/I
Réactif 2 NADH 0,18 mmol/I
Substrat LDH 1200 u/l
Oxoglutarate 15 mmol/I

+ Le calcule de concentration de GPT — ALAT se fait par la formule suivante :

A.DO/min x 1750 =U/I

1.2.7.6 Mesure de marqueur enzymatique GOT-ASAT

ASAT (aspartate amino transférase) est un enzyme majeur des transaminases de la cytolyse
hépatique, libérées dans le sang lorsque la membrane de la cellule hépatique est lésée, et on la
trouve surtout dans le foie et le coeur mais aussi dans les muscles squelettiques et les reins (Calay

et Gayraude, 2009).
+ Principe de dosage

Le principe de ce dosage est la détermination cinétique de I’activité aspartate amino
transférase, la réaction est initiée par addition de I’échantillon du patient au réactif, le schéma

réactionnel est le suivant :
GOT
2-oxoglutarate + L-Aspartate — Glutamate + oxaloacetate

MDH
Oxalocetate + NADH+H* — Malate +NAD*

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

I’activité aspartate aminotransférase dans 1’échantillon (Bergmeyer et al., 1976).

On utilise le sérum ou le plasma héparine sans hémolyse de chaque rat on le met dans la
cuve du spectrophotomeétre a une température de 25 a 37 et a la longueur d’onde de 340nm comme

il est montré dans le tableau 12.
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+ Protocole de dosage de GOT-ASAT
Le dosage de GOT-ASAT est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 12 :

Tableau 12 : Protocole de dosage de GOT-ASAT (Bergmeyer et al., 1976).

Solution de travail 1 ml 3ml

Pré-incuber a la température choisie (25,30 ou 37)

Echantillon 100 300ul

Mélanger et incuber 1 minute, mesurer la diminution de la densité optique par minute

pendant 1 & 3 minutes

+ Les réactifs de dosage de GOT-ASAT sont rapportés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Les réactifs de dosage de GOT-ASAT (Bergmeyer et al., 1978).

Réactif 1 tampon tris ph 7,8 a 30°C 80 mmol/I
Solution tampon L. aspartate 200 mmol/I
Réactif 2 NADH 0,18 mmol/I
Substrat LDH 800 u/l
MDH 600 U/L
Oxoglutarate 12 mmol/l

+ Le calcule de concentration de GOT-ASAT se fait par la formule suivante :

A.DO/min x 1750 =U/I

1.2.8 Les parameétres de stress oxydatif

1.2.8.1 Dosage de MDA

A ce jour, le marqueur le plus utilisé pour determiner un stress oxydatif reste le
malonaldéhyde (MDA), qui est evalué par la méthode d’Ohkawa et al., (1979).
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+ Principe de dosage

La notion de dosage du MDA est substituées a la notion de TBARS substance réagissent
avec ’acide thiobarbiturique. En milieu acide a chaud (100°C), la réaction de dosage du MDA
(figure 6) repose sur la formation entre le MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA)
d’un pigment de couleur rose absorbant a 532 nm extractible par les solvants organiques comme

le n-butanol (Lefévre, 2003).

0 0
,J‘l ,,.H O 0 l . ._;;'.'.3'-"“-\

2 STON oy o' NN,

TBA MDA Dérivé MDA (TBA),

Figure 6 : Le mécanisme de la quantification de la réaction de TBARS (Schaur et al., 2015).

+ Protocole d’évaluation de MDA

Le dosage du MDA est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableaul4.
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Tableau 14 : Etape de dosage du MDA (Okhawa et al., 1979).

7] Tubes Tube blanc Tube échantillon
Solution (ml)

Fraction cytosolique 0.5
Kcl 0.5 -

TCA (20%) 0.5 0.5
TBA 1 1

Bain Marie 100°C pendant 45 min puis

refroidissement avec des glaces

n-butanol 4 4

Centrifugation a 3000 tpm pendant 15 min

Lecture spectrophotométrique a 532nm

+ Les valeurs de MDA sont exprimées en nmol/g des organes et sont déduites a partir d’une
gamme d’étalon préparée dans la méme condition en utilisant le 1, 1, 3,3-tétraethoxypropane

qui donne du MDA aprés son hydrolyse (voir I’annexe3).
1.2.8.2 Mesure de P’activité de la catalase :

L’activité catalytique a été mesurée selon la méthode de Clairborne, (1985).

+ Principe de dosage :

La catalase est une enzyme héminique peroxysomal qui posséde quatre groupes
protoporphyrines. L activité catalytique est évaluée par la mesure de la diminution de 1’absorbance
d’une solution d’H202 & 240 nm pendant 1 min & 25 °C. Cette diminution de 1’absorbance étant

due a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne par la catalase selon la réaction suivante :

catalase

2H.0; ———  2H 0+ O
#+ Protocole de mesure de I’activité de CAT :

Le dosage du CAT est effectue selon le protocole récapitulé dans le tableau 15
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Tableau 15 : Etape de dosage du CAT (Clairborne, 1985)

Matériel et Méthodes

Tubes Tube blanc Tube échantillon
Solution (ml)
Tompon phosphate 1 1
KH2P0O4(0.1M ,PH :7.2)
H202(0.019) 0.97 0.97
Fraction cytosolique 0.025
Eau distillée 0.025

Lecture spectrophotométrique chaque minute pendant 2 min a 240 nm

+ L’activité enzymatique est exprimée en Ul/mg de protéine, ’unité de I’activité de la catalase

est calculée par la formule suivante :

Ul /g de protéine = (2.303 /T) log %

Al : absorbance au temps Omin.
A2 : absorbance au temps 1min.

T : intervalle de temps en 1min.

1.2.8.3 Mesure de P’activité de la SOD

L’activité du SOD est mesurée selon la méthode de (Beauchamp et Fridovich, 1971).

+ Principe de dosage

La détermination de 1’activité dépend de la capacité de I’enzyme a inhiber la réduction du

nitroblutetrazoliu [NBT] inhibition de la formation de formazan par les superoxides qui sont

produits par la réaction de la riboflavine et I’oxygéne photo réduit est comme suit :

i . photo réaction
Riboflavine +O2 ———

02

Superoxyde +NBT

Formazam
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+ Protocole de mesure de P’activité de la SOD :
Le dosage de la SOD est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 16 :

Tableau 16 : Etape de dosage du SOD (Beauchamp et Fridovich, 1971).

Tubes Tubes blanc Tube échantillon
Solutions
Reactif 2mi 2ml
Fraction cytosolique 50pl
50ul
Exposition a une lamp UV (15W/10min)
Lecture au spectrophotométrique a 560 nm

4+ Une unité de Iactivité de la SOD est calculée pour I’enzyme causant 50% d’inhibition de la

réduction du Formazan.

o Abs du blancs—Abs d’ échantillon
% Inhibition = Abs du blance X100

+ L’activité enzymatique est calculée en pl/mg de protéine.
SOD pl/mg =% inhibition x 6.35
1.2.8.4 Dosage des protéines cytosoliques

Le dosage des protéines cytosolique a été réalisé selon la méthode de lowry, (1951).

+ Principe de dosage

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de réactif de Folin-ciocalteus(acide
phosphoprotiéne et phosphotungestic) en présence de protéines a une solution condensée de
couleur bleue .cette coloration est due a la réaction de cuivre avec les liaison peptidiques et aussi
a la réaction de 1’acide phosphotungstomolybdique avec les acides aminés :tyrosine, tryptophane

et cystéine.
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+ Protocole de dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué selon le protocole récapitulé dans le tableau 17 :

Tableau 17 : Etape de dosage des protéines (lowry, 1951).

Tubes Tube blanc Tube échantillon
Solutions (ml)
Fraction cytosolique 1
Tampon phosphate 1
Solution R 1 1

Bien agiter et laissez a une température ambiante pendant 15 min
Folin dilué a 3 3
10%(fraichement préparé)

Laisser pendant 45 min a une température ambiante et a labri de la lumiére

Lecture au spectrophotometre a750 nm

+ Les concentrations des protéines en mg /g des organes sont obtenus a ’aide d’une courbe

d’étalonnage établit par le sérum bovin albumine (BSA), (voir I’annexe3).
1.3 Etude statistique

Les résultats numériques et graphiques ont été représentés sous forme de moyennes + écart-
types. L’évaluation statistique est effectuée en comparant les moyennes des groupes traités par
I’endosulfan et I’extrait de Cammellia sinensis a celles des groupes témoins. La signification de la
différence entre le groupe témoin et les autres groupes a été vérifiée en utilisant le test t de Student.
La valeur trouvée par le calcul du « t » peut confirmer que les populations sont différentes avec un

risque d’erreur p tel que :

+ p > 0,05 = la différence n’est pas significative ns
+ 0,05 >p> 0,01 = la différence est significative *
+ 0,01>p> 0,001 = la différence est hautement significative **

+ p <0,001 = la différence est tres hautement significative ***

Les calculs statistiques sont realisés par le Microsoft Excel 2010.
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I. Les parametres sanguins (FNS)

1.1 Les Globules blancs

D’apres les résultats consignés dans la figure 7, nous constatons que le nombre des GB
est plus important chez les rats traités par I’endosulfan que les rats témoins, tandis que leur
nombre chez les rats traités préventivement par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis

est inferieurs & celui des rats intoxiqués.

16 +

10 - ns
I H Témoin

M END

Globules blancs
(103/)
0]

6 - 4 END+EXT

Témoin END END+EXT

Figure 7 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des Globules blancs chez les rats Wistar albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des GB
entre les divers groupes des rats, cette différence est trés significative (P<0.01) entre les rats
traités par I’endosulfan avec une valeur (12.97+1.14) et le groupe témoin. Et une différence non
significative (P>0.05) entre les rats traites par 1’extrait polyphénolique de Camellias sinensis.L et

le groupe témoin.
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1.2 Les Monocytes

D’aprés les résultats consignés dans la figure 8, nous constatons une diminution
sinificative du nombre des monocytes chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats
témoins, tandis que leur nombre chez les rats traités préventivement par I’extrait polyphénolique

de Cammellia sinensis est elevé a celui des rats intoxiques.
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Figure 8 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des monocytes chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen +écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: *P<0.05, la différence est significative ;

ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une déférence dans le nombre des
monocytes entre les divers groupes des rats, cette différence est significative (P<0.05) entre les
rats traités par 1’endosulfan avec une valeur (0.46+0.1) et le groupe témoin mais la différence
n’est pas significative (P>0.05) entre les rats traités par I’extrait polyphénolique de Camellias

sinensis.L et le groupe témoin.
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1.3 Les Granulocytes

D’apres les résultats consignés dans la figure 9, nous constatons une diminution du
nombre des granulocytes chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est plus important a celui des rats intoxiqués.

ns

H Témoin
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Figure 9 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des granulocytes chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen +écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: *P<0.05, la différence est significative ;
ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des
granulocytes entre les divers groupes des rats, cette différence est significative (P<0.05) entre les
rats traités par I’endosulfan avec une valeur (3.24+0.55) et le groupe témoin, mais on observe
une différence non significative (P>0.05) entre le groupe traités par 1’extrait polyphénolique de

Camellias sinensis.L et le groupe témoin.
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1.4 Les Basophiles

D’apres les résultats consignés dans la figure 10, nous constatons une diminution du
nombre des basophiles chez les rats traités par I’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est plus important a celui des rats intoxiqués.
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Figure 10 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des basophiles chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: *P<0.05, la différence est significative ;

ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des
basophiles entre les divers groupes des rats, cette différence est significative (P<0.05) chez les
rats traités par I’endosulfan avec une valeur (0.04+0.01) par rapport au groupe témoin, et une
différence non significative(P>0.05) ont été observees chez les rats traités par 1’extrait

polyphénolique de Camellias sinensis.L comparativement au groupe témoin.
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I. 5 Les éosinophiles

D’apres les résultats consignés dans la figure 11, nous constatons une diminution du
nombre des éosinophiles chez les rats traités par 1I’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est plus important a celui des rats intoxiqués.
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Figure 11 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des éosinophiles chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des
éosinophiles entre les divers groupes des rats, cette différence est hautement significative
(P<0.01) chez les rats traités par I’endosulfan avec une valeur (0.12+0.01) par rapport au groupe
témoin et une différence non significative(P>0.05) entre les rats traités par 1’extrait

polyphénolique de Camellias sinensis.L et le groupe témoin.
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1.6 Les Neutrophiles

D’apres les résultats consignés dans la figure 12, nous constatons une diminution du
nombre des neutrophiles chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est plus important a celui des rats intoxiqués.
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Figure 12 : Effet d’endosulfan et 1’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des neutrophiles chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen +écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des
neutrophiles entre les divers groupes des rats, cette différence est hautement significative
(P<0.01) entre les rats traités par 1’endosulfan avec une valeur (2.71+0.33) et le groupe témoin.
Et une différence non significative(P>0.05) entre les rats traités par I’extrait polyphénolique de

Camellias sinensis.L et le groupe témoin.
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1.7 Les lymphocytes

D’apres les résultats consignés dans la figure 13, nous constatons que le nombre les
lymphocytes est plus important chez les rats traités par 1’endosulfan que les rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figure 13 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des lymphocytes chez les rats Wistar albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen +écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des
lymphocytes entre les divers groupes des rats, cette différence est hautement significative
(P<0.01) chez les rats traités par I’endosulfan avec une valeur (8.56+0.37) comparativement au
groupe témoin et non significative(P>0.05) entre les rats traités par I’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensis et le groupe témoin.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

1.8 Les globules rouges

D’apres les résultats consignés dans la figure 14, nous constatant une diminution du
nombre des GR chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis que leur
nombre chez les rats traités préventivement par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis

est plus important a celui des rats intoxiqués.
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Figure 14 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des globules rouges chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: *P<0.05, la différence est significative ;

ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des GR
entre les divers groupes des rats, cette différence est significative (P<0.05) chez les rats traités
par I’endosulfan avec une valeur (2.67+0.38) par rapport au groupe témoin.et non
significative(P>0.05) entre les rats traités par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis et

le groupe témoin.
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1.9 Les Hemoglobines

D’apres les résultats consignés dans la figure 15, nous constatons une diminution de
I’hémoglobine chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis que leur
nombre chez les rats traités préventivement par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis

est élevé a celui des rats intoxiqués.

16 -
ns
14 - I
%

g 12 4
=
210 -
) E Témoin
£ g
3 M END
g
g 61 i EXT+END
‘O
T o,

2 .

0 - . . _

Témoin END EXT+END

Figure 15 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des Hémoglobines chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student : *P< 0.05, la différence est significative ;

ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des GR
entre les divers groupes des rats, cette différence est significative (P<0.05) chez les rats traités
par I’endosulfan avec une valeur (12.06+0.44) et non significative(P>0.05) chez les rats traités

par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensisc comparativement au groupe témoin.
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1.10 Les plaquettes

D’apres les résultats consignés dans la figure 16, nous constatons une diminution du
nombre des plaquettes chez les rats traités par I’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est plus important a celui des rats intoxiqués.
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Figure 16 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration des plaquettes chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen écart type, n=6. La comparaison =des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans le nombre des
lymphocytes entre les divers groupes des rats. Une différence hautement significative (P<0.01) a
été observée chez les rats traités par [’endosulfan avec une valeur (117.5+23.05)
comparativement aux rats témoins et non significative(P>0.05) entre les rats traités par 1’extrait

polyphénolique de Cammellia sinensis et le groupe témoin.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

I1. Les parametres biochimiques
I11.1 La concentration de Glucose

D’apres les résultats consignés dans la figure 17, nous constatons une augmentation de la
concentration du glucose chez les rats traités par 1I’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis
que leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figurel? : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de glucose sérique chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen *écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative : *P<0.05, la différence est significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans la concentration du
glucose entre les divers groupes des rats. Cette différence est hautement significative (P<0.01) a
été observée entre les rats traités par 1’endosulfan avec une valeur (1.97£0.02) comparativement
aux rats témoins et significative (P<0.05) entre les rats traités par I’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensises avec une valeur (1.43+0.02) et les rat témoins.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

11.2 La concentration d’urée

D’apres les résultats consignés dans la figure 18, nous constatons une augmentation de la
concentration d’urée chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins, tandis que
leur nombre chez les rats traités préventivement par 1’extrait polyphénolique de Cammellia

sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figurel8 : Effet d’endosulfan et I’extrait de Cammellia sinensis sur la concentration d'urée

sérique chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen +écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student : ***P<0.001, la différence est trés hautement

significative ; **P<0.01 la déférence est hautement significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans la concentration
d’urée entre les divers groupes des rats. Cette différence est trés hautement significative
(P<0.001) a été observée entre les rats traités par I’endosulfan avec une valeur (0.73+0.02)
comparativement aux rats témoins et hautement significative (P<0.01) entre les rats traités par

I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensises avec une valeur (0.5+0.02) et les rat témoins.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

11.3 La concentration de créatinine

D’apres les résultats consignés dans la figure 19, nous constatons une augmentation de la
concentration de la créatinine chez les rats traités par I’endosulfan par rapport aux rats témoins,
tandis que leur nombre chez les rats traités préventivement par ’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figure 19 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de la créatinine sérique chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen *écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student : ***P<0.001, la différence est trés hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans la concentration de la
créatinine entre les divers groupes des rats. Cette différence est trés hautement significative
(P<0.001) a été observée chez les rats traités par 1’endosulfan avec une valeur (6.63+0.22)
comparativement aux rats témoins et non significative entre les rats traités par 1’extrait de

Cammellia sinensises et le groupe témoins.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

11.4 La concentration du triglycéride

D’apres les résultats consignés dans la figure 20, nous constatons une augmentation de la
concentration du triglycéride chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins,
tandis que leur nombre chez les rats traités préventivement par ’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figure 20 : Effet d’endosulfan et 1’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration du triglycéride sérique chez les rats Wistar albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement
significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans la concentration de la
créatinine entre les divers groupes des rats. Cette différence est hautement significative (P<0.01)
a été observée chez les rats traités par 1’endosulfan avec une valeur (1.37+0.01) comparativement
aux rats témoins et non significative entre les rats traités par 1’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensises et le groupe témoin.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

11.5 La concentration de GPT-ALAT

D’apres les résultats consignés dans la figure 21, nous constatons une augmentation de la
concentration du GPT-ALAT chez les rats traités par I’endosulfan par rapport aux rats témoins,
tandis que leur nombre chez les rats traités préventivement par ’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figure 21 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de GPT-ALAT sérique chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans la concentration de la
créatinine entre les divers groupes des rats. Cette différence est hautement significative (P<0.01)
a été observée chez les rats traités par I’endosulfan avec une valeur (36.33+2.25)
comparativement aux rats témoins et non significative entre les rats traités par 1’extrait

polyphénolique de Cammellia sinensises et le groupe témoin.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

11.6 La concentration de GOT-ASAT

D’apres les résultats consignés dans la figure 22, nous constatons une augmentation de la
concentration du GOT-ASAT chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport aux rats témoins,
tandis que leur nombre chez les rats traités préventivement par ’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensis est inférieur a celui des rats intoxiqués.
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Figure 22 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration du GOT-ASAT sérique chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen *écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

Le test de Student montre la présence ou non d’une différence dans la concentration de la
créatinine entre les divers groupes des rats. Cette différence est hautement significative (P<0.01)
a été observée chez les rats traités par 1’endosulfan avec une valeur (83.5+1.87) comparativement
aux rats témoins et non significative entre les rats traités par 1’extrait polyphénolique de

Cammellia sinensises et le groupe témoin.




Chapitre 111 : Résultats et interprétation

I11. les paramétres de stress oxydant
I11.1 La concentration de MDA

Les résultats de I’évaluation de la MDA cytosolique dans le foie, les reins et le pancréas
chez les déférents groupes de rats apres le traitement par 1’endosulfan et 1’extrait polyphénolique

de Cammellia sinensis pendant 10 jours sont illustrés par la figure 23.
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Figure 23 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de MDA hépatique, rénale et de pancréas chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative ; ns=non significative.

D’aprés les résultats effectués au niveau de cytosols de foie, les reins et le pancréas, nous
constatons qu’une augmentation hautement significative (P<0.01) au niveau du MDA dans le
cytosol de chaque organe (fois, les reins et le pancréas) chez les rats traités par 1’endosulfan avec
des valeurs respectives (2.65+0.13), (2.79+0.15) et (2.97+0.08).

Une augmentation significative (P<0.05) au niveau du MDA dans le cytosol de pancréas
avec une valeur (2.1+£0.11) et une augmentation non significative (ns) dans les cytosols de fois et
des reins avec des valeurs respectives :(1.83+£0.47) et (1.62+0.14) Chez les rats traités par

I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis comparativement au groupe témoin.
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111.2 La concentration de SOD

Les résultats de 1’évaluation de la SOD cytosolique dans le foie, les reins et le pancréas
chez les différents groupes de rats apres le traitement par 1’endosulfan et 1’extrait polyphénolique

de Cammellia sinensis pendant 10 jours. lls sont illustres par la figure 24.
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Figure 24 : Effet d’endosulfan et 1’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de SOD hépatique, rénale et de pancréas chez les rats Wistar albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative, *P<0.05, la différence est significative ; ns=non significative.

D’aprés les résultats obtenus nous constatons que : chez les rats traités par 1’endosulfan
marquent Une diminution hautement significative (P<0.01) au niveau de SOD dans le cytosol
des reins avec une valeur (143.83+3.76) et Une diminution significative (P<0.05) au niveau de
SOD dans le cytosol de fois avec une valeur (167 .83+10.51), alors que dans le cytosol de

pancréas ils marquent aucune différence significative par rapport au groupe témoin.

Les rats traités par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis marquent aucune
différence significative par rapport au groupe témoin.
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111.3 Concentration de la Catalase

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité de la CAT cytosolique dans le foie, les reins et
le pancréas chez les différents groupes de rats aprés le traitement par 1’endosulfan et 1’extrait

polyphénolique de Cammellia sinensis pendant 10 jours. Sont illustrés par la figure 25.
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Figure 25 : Effet d’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de la Catalase hépatique, rénale et de pancréas chez les rats Wistar albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen +écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative, *P<0.05, la différence est significative ; ns=non significative.

Les résultats montrent également une diminution hautement significative (P<0.01) de la
catalase dans le cytosol de pancréas et les reins avec les valeurs respectives (0.12+0.01) et
(0.14+0.02). Alors que dans le cytosol de la fois nous enregistrons une diminution significative
(P<0.05) avec une valeur (0.16+0.03) chez les rats traités par 1’endosulfan par rapport les rats

témoins.

Une diminution significative (P<0.05) de la catalase dans le cytosol de pancréas et les
reins avec des valeurs respectives (0.26£0 .1) et (0.23+0.04) chez les rats traités par 1’extrait
polyphénolique de Cammellia sinensis, alors que dans le cytosol de fois marquent une différence

non significative comparativement au groupe témoin
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I11.4 La concentration des Protéines cytosoliques

Les résultats de 1’évaluation de la concentration des protéines cytosolique dans le foie, les
reins et le pancréas chez les différents groupes de rats aprés le traitement par 1’endosulfan et

I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis pendant 10 jours. Sont illustrés par la figure 26.
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Figure 26 : Effet d’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis sur la

concentration de protéines hépatique, rénale et de pancréas chez les rats Wistar Albinos.

Les résultats sont exprimés en moyen + écart type, n=6. La comparaison des moyens par
rapport au témoin effectuée par le test de student: **P<0.01, la différence est hautement

significative, ns=non significative.

La comparaison des moyens montre une diminution hautement significative (P<0.01)
dans le cytosol de fois, les reins et le pancréas avec des valeurs respective : (3.66+0.37) ;
(2.95+0.36) ; (3.55+0.29) chez les rats traités par I’endosulfan comparativement au groupe
témoin. Tandis que nous observons une différence non significative dans le cytosol de fois, les
reins et le pancréas chez les rats traités par I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis par
rapport au groupe témoin.
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Discussion

Les pesticides sont toute substance destinée a préevenir, détruire, ou lutter contre tous
élément nuisible. Leur immense succés dans les applications agricoles afin d’optimiser la
productivité des denrées, a entrainé une étendue rapide de leur production et utilisation (Jawich,
2006). Avec I’utilisation massive des pesticides sont apparus des signes évidents de toxicité et
d’effets néfastes pour I’environnement et pour I’Homme (Bonde et al., 2008). Parmi les

pesticides les plus utilisées en Algérie il y’a I’endosulfan.

Les polyphénols constituent un ensemble de molécules trés largement répandues dans le
regne végétal. De nos jours, les activités pharmacologiques des polyphénols sont amplement
étudiées, ils jouent un role trés important dans le domaine médical notamment leurs activités

antioxydantes (Boulkour, 2004).

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de I’effet pro-oxydant d’endosulfan sur les
parametres sanguins, biochimiques et de stress oxydant d’une part et I’effet antioxydant des
polyphénols de I’extrait de Cammellia sinensis contre la toxicité d’endosulfan d’une autre part.
Peu d’étude épidémiologique ont été entreprise dans la population générale. Pour mesurer
I’impact des pesticides sur le systéme immunitaire, les chercheurs ont relevé celle menée dans
le nord Caronique (USA) montrant que les personnes habitant prés d’un site largement
contaminé par les pesticides organochlorés présentaient les déficiences de leurs systémes

immunitaire (Vine, 2001).

Dans cette étude, nous avons testé I’activité de 1’endosulfan in vivo sur des rats femelles
du Wistar albinos. Le dosage des paramétres sériques, biochimiques, et hématologiques nous a
révélé que les taux anormaux des parametres sanguins et des transaminases sont liés a la nécrose
au niveau des cellules hépatiques, pancréatiques et rénale. Nous avons constaté que
I’administration d’endosulfan engendre chez les rats wistar albinos, une augmentation
hautement significative du taux des globules blancs et des lymphocytes, un nombre élevé de
globules blancs indique que le corps a déclenché une réaction immunitaire (Kaplan, 1984). Ceci

explique I’effet inflammatoire potentiel d’endosulfan.

Ces résultats signifient la présence d’une réponse immunitaire, le corps est en train de
lutter contre les infections immunotoxiques, la prévention par les polyphénols neutralisent ces
effets immunotoxiques grace a leur pouvoir de piéger des radicaux libres qui sont produits par

le metabolisme de I’endosulfan, donc les polyphénols remplacent le réle immunitaire des GB.




Discussion

Les résultats obtenus par Seth et al. (2005) lors d’une étude qui porte sur une exposition a
un fongicide par 13 viticulteurs, révele des signes cliniques et biologiques séveéres

d’intoxication par insecticide organochloré.

Les résultats hématologiques obtenus ont révelé également une chute significative du taux
des globules rouges et 1’hémoglobine par rapport au groupe témoin. Cela est expliqué par
I’apparition d’une anémie. Lorsque la dose des pesticides est faible et la durée d’exposition est
longue les GR subissent une apoptose. Durant ce processus la membrane déemeure en intacte
évitant la libération des constituants dans le milieu extracellulaire. Cela prévient ainsi une
réaction inflammatoire suite a une condensation de 1’ ADN et la fragmentation de la cellule sous
forme de corps apoptotique qui sont phagocytés par les macrophages (Chebeb, 2008).

L’évaluation du nombre du GR de nos résultats entre les rats préventifs et toxiques a
montré que les polyphénols empéchent I’effet toxique d’endosulfan.

D’autre part, nos résultats ont pu montrer une diminution hautement significative du taux
d’éosinophiles, des neutrophiles et des plaquettes par rapport au groupe témoin. Ajoutant a cela
les résultats hématologiques obtenus ont révélé également une diminution significative du taux

de monocytes, des granulocytes et des basophiles par rapport aux rats témoins.

Le profil biochimique est devenu une importance cruciale dans le diagnostic de plusieurs
maladies (OMS, 2007) .

L’urée est la forme principale d’élimination des déchets azotés provenant du catabolisme
des protéines chez ’homme. Son cycle se déroule essentiellement dans le foie ; elle est
complétement filtrée par le glomérule est réabsorbé partiellement au niveau du tubule rénal de
facon inversement proportionnelle au débit urinaire.

L’augmentation de 1’urée sanguine traduit un déficit de la fonction d'excrétion des reins,
avec ou sans lésion de I'organe (Jobert, 2010). La créatinine est un produit de dégradation de la
créatine. Celle-ci est stockée au niveau musculaire sous forme libre et surtout sous forme de
créatine-phosphate. La créatinine est filtrée au niveau glomérulaire, mais n’est pas réabsorbée
au niveau tubulaire. En revanche, il existe une sécrétion tubulaire qui augmente dans certaines
situations pathologiques, en particulier a la cour de I’insuffisance rénale (Dimitrios et Binrt,
2006).




Discussion

Nos résultats, montrent également une élévation trés hautement significative (P<0.001) du
taux sérique de créatinine et d’urée chez les rats traités par I’endosulfan comparativement au
groupe témoins, ce qui explique I’effet toxique d’endosulfan sur la fonction rénale et donc le
systéme urinaire a cause de 1’effet des ROS sur les membranes phospholipidiques des cellules
hépatiques. Ce résultat est en accord avec les résultats de (Mohajeri et Abdollahi, 2011) qui
montrent que 1’administration des pesticides aux rats provoque un stress oxydant au niveau de
systeme urinaire ainsi qu’au niveau des reins. L’augmentation d’urée et de créatinine signant a
une perturbation des fonctions des reins comme la filtration de déchet sériques et la sécrétion
sérique (Feige et al., 2006). Comme 1’urée, la créatinine sont des marqueurs de 1’insuffisance

rénale (IR), donc il y a une relation entre IR et I’effet toxique d’endosulfan.

Nous n’enregistrons aucune différence significative de la créatinine par rapport au groupe
témoin chez les rats traités par I’endosulfan et ’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis
tandis que nous constatons une diminution hautement significative (P<0.01) d’urée, ces

résultats expliquent le role préventif de I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensis.

Les triglycérides (TG) sont essentiels pour la structure et le fonctionnement de
I’organisme, de sorte que les TG font partic des graisses de 1’organisme, rapidement
métabolisables pour fournir de 1’énergie. Ils constituent la majeure partie des lipides
alimentaires et des lipides de I’organisme stockés dans le tissu adipeux (Dallongeville, 2006).

Les TG apparaissent dans toutes les études épidémiologiques comme un important
facteur de risque cardiovasculaire en analyse univariée (Bruckert et al., 1992). lls sont
considérés comme un marqueur de conditions cliniques et métaboliques associées a un risque
élevé d'athérosclérose (Gardner et al., 1996). Il est a noter aussi que les acides gras constituant
les triglycérides soient impliqués dans le processus de défense de 1’organisme contre la
surproduction des formes radicalaires.

Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative (P<0.01) des
taux sériques en triglycérides a cause de 1’effet d’endosulfan sur la perméabilité de la membrane
cellulaire hépatique et /ou la perturbation de la fonction du foie et donc la perturbation de
I’activité des transaminases (Youcef et al., 2003).

Chez les rats traités par ’endosulfan et I’extrait polyphénolique de Cammellia sinensises
nous ne constatons aucune différence significative comparativement au groupe témoin a cause

de I’effet préventif des flavonoides.




Discussion

Le pancréas joue un réle essentiel a la sécession d’insuline, glucagon et des enzymes
digestives, c’est le principale organe cible des pesticides, Il modifie le métabolisme
d’hydrocarbures (Mohajeri et Abdollahi, 2011).

Nous avons enregistré une augmentation hautement significative (P<0.01) du glucose
dans le sang chez les rats traités par I’endosulfan par rapport au groupe témoin ; ce qui reflete
I’effet toxique d’endosulfan sur les cellules béta pancréatiques, selon les résultats de (Kamath
et Rajini, 2007) qui ont confirmé I’effet toxique des composés organiques sur le fonctionnement
des cellules pancréatiques en induisant une augmentation de la production des ROS, ces
derniére alterent les mécanismes métaboliques de synthese et sécrétion de 1’insuline provoquant
une hyperglycémie chronique qui se développe en diabéte en absence de prévention et de
traitement ( Orabi et al., 2013).

Dans les études cliniques, les transaminases sont des indicateurs importants des Iésions et
d’endommagements du foie (Kalender et al., 2005). Les enzymes sériques TGO, TGP sont des
enzymes synthétisés au niveau du cytoplasme de la cellule et déchargées dans la circulation en
cas de cellules endommageées (Singh et al., 1998 ; Ozturk et al., 2009). Ces derniers sont
considérés comme de bons indicateurs de la cytolyse hépatique.

Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative dans I’activité
enzymatique de I’ Aspartate Aminotransférase (TGO) et de I’ Alanine Aminotransférase (TGP)
chez les rats wistar exposés a la dose 5.8mg /kg d’endosulfan comparativement au groupe
témoin. Suggérant que I’utilisation excessive de cet organochlorée pourrait causer des
dommages critiques au foie. Ceci pourrait résulter de I’hépatotoxicité qui meéne a I’altération de
la perméabilité de la membrane plasmatique, facilitant donc la fuite des enzymes du tissus vers
le plasma (EL-Demerdash et al., 2013). Ces résultats sont confirmés par les recherches de
(Orabi et al., 2013) en traitant les rats par des polluants organophosphoré (POPs) ce qui
augmentent les enzymes hépatiques a cause de destruction des tissus suivie par I’apparition des
pores au niveau du foie (EL-Demerdash et al., 2012). Tandis que la différence est non
significative chez les rats traités par 1’endosulfan et I’extrait polphénolique de Camellia sinensis
par rapport au groupe témoin. Nos résultats sont en accord avec les investigations de (Elberry
et al., 2010) sur des rats intoxiqués et non traités qui signalent une augmentation de la
concentration sérique de TGP. Cette augmentation est moins accrue chez les sujets intoxiqués

et traités.




Discussion

Notre étude comporte principalement une évaluation de 1’état du stress oxydatif.

Les xénobiotiques, y compris les pesticides, sont connus pour leur role dans 1’augmentation de
la production des radicaux libres qui a leur tour génerent le stress oxydatif dans les differents
tissus (Mehta et al., 2008). La production excessive des radicaux libres provoque des lésions
directes de molécules biologiques (oxydation d’ADN, des protéines, des lipides et des
glucides), (Favier, 2003). Les ROS induisent la néphrotoxicité ainsi que I'hépatotoxicité
(Mahino et al., 2015).

Afin d’¢étudier le stress oxydatif engendré par 1I’endosulfan, nous avons mesuré les taux
du MDA et du SOD et nous avons aussi évalué les activités de CAT et des protéines

cytosoliques hépatiques, rénales, et de pancréas.

Dans notre étude le traitement par 1’endosulfan a entrainer une augmentation hautement
significative du taux de MDA dans le cytosol hépatique, rénal et de pancréas ce qui s’explique
par la production excessive des ROS et beaucoup plus les peroxyde d’hydrogene (Padmavathi
et al., 2006). L’augmentation du taux des especes réactives oxydantes a 1’intérieurs des cellules
peut étre due soit a une surproduction de ses substances réactives soit a une diminution de la
capacité de les neutraliser (Kirschvink et al., 2008).

Ce résultat est en accord avec les résultats des autres études qui ont mis en évidence une
augmentation de la peroxydation lipidique apres traitement par le CPF. Zama et ses
collaborateurs (2007) ont montré que le taux du MDA dans le foie des rats augmente de facon
significative aprés I’administration du CPF. Cette observation est corroborée par les travaux
des autres auteurs (Ajay et al., 2005 ; Chebab et al., 2009).

D’un autre coteé, ’activité de CAT dans 1’homogénat du foie a trés significativement
(P<0.05) diminué chez les rats & qui ont recevant I’endosulfan par rapport a celle mesurée chez
les témoins. Mais dans I’homogénat des reins et de pancréas on observe une chute hautement
significative (P<0.01) chez les rats wistar a qui ont administré I’endosulfan comparativement
au groupe témoin. Ce résultat est en accord avec les résultats des autres études qui ont mis en
évidence une diminution de I’activité de CAT aprés un traitement par le CPF (Ojhaetal., 2011 ;
Chebab et al., 2009). Selon Ozcan Orug (2010), la diminution de I’activité de la CAT pourrait

étre due a la production excessive d’anion superoxyde.




Discussion

L’évaluation de D’activité enzymatique de la SOD a montré une chute hautement
significative dans I’homogénat du rein et une diminution significative pour le foie et non

significative pour le pancréas par rapport aux rats témoins.

La catalase est un enzyme anti oxydante qu’est présente principalement dans le foie et
les reins. Elle agit en synergie avec le SOD, elle accélere la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne(H20y).

La diminution de la CAT et la SOD pourrait se produire a cause de la production excessive
des radicaux libres aprés 1’administration de I’endosulfan, provoquant ainsi 1’altération de
I’activité biologique des macromolécules cellulaires, notamment les enzymes, en raison de
I’absence de la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H20>). En effet, la réduction de I’activité
enzymatique peut résulter de nombreux effets due & une accumulation des radicaux superoxydes

et peroxyde d’hydrogéne (EIl-Hossary, 2000).

D’un autre coté, nous avons testé 1’activité de ces enzymes cytosolique hépatique, rénals,
et pancréatique sur des rats wistar traités par 1’endosulfan. Nos résultats montrent une
diminution hautement significative (P<0.01) comparativement au groupe témoin. Ces résultats
concordent avec ceux rapporté par Choi, (2008). Tandis que chez les rats traités par I’endosulfan
et D’extrait polyphénolique de Cammellia sinensise on n’enregistre aucune différence
significative dans le cytosole du foie, des reins et de pancréas ce qui explique ’effet préventif
de polyphénols contre le stress oxydatif. Nos résultats sont en accord avec les investigations de

plusieurs chercheurs : (Saja et al., 1995 ; Pandey and Rizvi, 2009 ; Cook and Samman, 1996).

L’augmentation au niveau des enzymes antioxydant aprés le traitement par 1’extrait
polyphénolique de Cammellia sinensise peut étre expliquée par I’effet des flavonoides qui ont

joué un réle biologique essentiel comme étant un antioxydant.

Les flavonoides sont des protecteurs de [’organisme de diverses maladies
cardiovasculaires, immunitaires, diabéte et le cancer. lls inhibent la peroxydation lipidique par

le piégeage des ROS.
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Dans ce travail, on a étudié I’effet toxique de I’endosulfan, comme exemple des
pesticides organochlorée qui sont trés utilisés en Algérie, et a évalué la possibilité de protéger
les animaux de laboratoire par les polyphénols de I’extrait de Cammellia sinensis contre cette

toxicité.

Cette étude m’a permis de confirmer la toxicité d’endosulfan aprés I’administration d’une
dose quotidienne par gavage gastrique de 5.8 mg /kg pendant 10 jours chez les rats femelles de
Wistar albinos, un déclenchement d’un déséquilibre du statut redox au profit des proxydants,
témoignant d’un état de stress oxydant. Ce stress est a I’origine de la proxydation lipidique des
bio-membranes qui est la cause de la cytolyse et la diminution de la défense antioxydante
endogéne exprimée par la chute des antioxydants cytosoliques provoquant un

disfonctionnement des cellules hépatiques, pancréatiques, rénales et immunitaires.

Les paramétres biochimiques étudiés justifient I’effet toxique d’endosulfan au niveau des

divers organes (le foie, les reins et le pancréas).

Au niveau hépatique : I’étude des différents marqueurs biologiques notamment, le glucose,
triglycéride ainsi que les transaminases qui ont marqué une augmentation respectivement
significative révélé un dysfonctionnement hépatique traduit par une cytolyse. Cette derniére

provoque la dégradation du tissue hépatique sous 1’effet de 1’endosulfan.

Au niveau rénal : I’administration de 1’endosulfan provoque la perturbation des différents
fonctions rénales confirmées par 1’étude des deux indicateurs (1’urée et de la créatinine) qui ont

marqué une augmentation respectivement significative.

Au niveau de pancréas : la toxicité d’endosulfan cause une diminution de la sécrétion de

I’insuline, c’est-a-dire il provoque une hyperglycémie qui résulte de I’augmentation du glucose.

Pour les paramétres de stress oxydatif, nous avons évaluée ’activité antioxydant des SOD,
MDA, le catalase et I’activité des protéines cytosoliques. Ces différents paramétres révélent
I’effet toxique d’endosulfan au niveau du foie, des reins et du pancréas. L’augmentation
hautement significative de MDA provoque une peroxydation lipidique des cellules cytosoliques

des organes étudiés qui induit la perturbation de la structure membranaire des cellules.

Nous avons enregistré une diminution significative de 1’effet antioxydant de CAT et de la

SOD dans le cytosol des reins et de pancréas. Nous avons enregistré également une
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augmentation hautement significative de la SOD dans le cytosol des reins et non significative
dans le cytosol de pancreas.

Nous avons constaté un effet préventif de 1’extrait polyphénolique du thé vert a une dose

de 100 mg /kg contre les agressions qui sont induites par les pesticides organochlorées
notamment 1’endosulfan.
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Annexe 1

La préparation des solutions :
L’eau physiologie :
A5G INACL . e 500 ml d’eau distillé
KCI 1.15%:

L LS 100ml d’eau distillé
S et 25ml d’eau distillé
0.330 . ettt e 50ml d’eau distillé
0.0 g et 5ml d’eau distillé
0,884 .o e 100ml d’eau distillé
0,02 g ettt 50ml d’eau distillé
NBT1.76.10“ M & partir de 102 M :

0.3MIde NBT 102M ...oovniiiiiiiie e 1.4 ml d’eau distillée

EDTA 66.10°M :

0.0001. . n et 125ml d’eau distillé

010000 o et 125ml d’eau distillée
NaH2POs :
0.1 g e e 100 ml d’eau distillé

La solution C :

0.0075g de sulfate de CUIVI® ........eviviiiiiiii e, 0.75ml d’eau distillé
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Solution B :

0.015g de tartrate de Na/K........ooviiiiiii e, 0.75ml d’eau distillé
NaOH 0.1mol/l :

Lt 250ml d’eau distillé
La solution A :

150 NA2CO3. .. e 75ml NaOH
Le réactif de lowry :

0.75 ml de solution C+ 0.75 ml de solution B + 75 ml de solution A




Annexe 2

Annexes

Tableau 1 : les moyens et 1’écart type des globules blancs chez les déférents groupes des rats

pendant 10 jours.

paramétre | Globules blancs (10%/pul)
Lot
Témoin 8.32+0.29
END 12.97+1.14
EXT +END 9.06+0.54

Tableau 2 :

les moyens et 1’écart type des monocytes chez les différents groupes des rats
pendant 10 jours.

parameétre | Les monocytes
Lot (103/ul)
Témoin 0.68+0.03
END 0.46+0.1
EXT +END 0.59+0.09

Tableau 3 : les moyens et 1’écart type des granulocytes chez les différents groupes des rats

pendant 10 jours.

parametre Les granulocytes
Lot (103/ul)
Témoin 4.89+0.15
END 3.24+0.55
EXT +END 4,45+0.56




Tableau 4 :
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les moyens et 1’écart type des basophiles chez les différents groupes des rats

pendant 10 jours.

parametre Les basophiles
Lot (20 / pr)
Témoin 0.07+0.01
END 0.04+0.01
EXT +END 0.06+0.01

Tableau 5 : les moyens et 1’écart type des éosinophiles chez les différents groupes de rats
pendant 10 jours.

Parametre Globules Eosinophiles
Lot (210+/pl)
Témoin 0.31+0.06
END 0.12+0.01
EXT +END 0.23+0.05

Tableau 6 : les moyens et 1’écart type des neutrophiles chez les différents groupes des rats

pendant 10 jours.

parameétre Les Neutrophiles
Lot (103/ul)
Témoin 4.42+0.16
END 2.71+£0.33
EXT +END 3,91+0.68
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Tableau 7 : les moyens et 1’écart type des lymphocytes chez les différents groupes des rats

pendant 10 jours.

paramétre | Les Lymphocytes
Lot (103 / ul)
Témoin 2.96+0.094
END 8.56+0.37
EXT +END 4.11+0.84

Tableau 8 : les moyens et 1’écart type des globules rouges chez les différents groupes des rats

pendant 10 jours.

parametre Les globules rouges
Lot (103 / pl)
Témoin 5.69+0.35
END 2.67+0.38
EXT +END 5.07£0.44

Tableau 9 :

les moyens et 1’écart type d’hémoglobine chez les différents groupes des rats
pendant 10 jours.

Paramétre L’hémoglobine
Lot (10°/ i)
Témoin 14.48+0.45
END 12.06+0.44
EXT +END 13.49+0.85
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Tableau 10 : les moyens et I’écart type des plaquettes chez les différents groupes des rats
pendant 10 jours.

parameétre Les plaquettes
Lot (103 / ul)
Témoin 242.83+34.84
END 117.5+21.04
EXT +END 219.33+31.63

Tableau 11 :

les moyens et 1’écart type de Glucose dans le sang chez les différents groupes
des rats pendant 10 jours.

parametre Le glucose
Lot (103/ul)
Témoin 1.07+0.07
END 1.97+0.02
EXT +END 1.43+0.02

Tableau 12 :

les moyens et 1’écart type d’urées dans le sang chez les différents groupes des
rats pendant 10 jours.

Parametre Urées
Lot
Témoin 0.36+0.02
END 0.73+0.02
EXT +END 0.5+0.02
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Tableau 13 : les moyens et ’écart type de créatinine dans le sang chez les différents groupes
des rats pendant 10 jours.

parameétre créatinine
Lot
Témoin 4.47+0.22
END 6.63+0.22
EXT +END 5.28+0.14

Tableau 14 : les moyens et 1’écart type des triglycérides dans le sang chez les différents

groupes des rats pendant 10 jours.

parametre Triglycérides
Lot
Témoin 1.25+0.02
END 1.37+0.01
EXT +END 1.30£0.02

Tableau 15 : les moyens et 1’écart type des GPT-ALAT dans le sang chez des différents

groupes des rats pendant 10 jours.

parametre GPT-ALAT
Lot
Témoin 30.5+1.87
END 36.33£2.25
EXT +END 32.5+1.87
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Tableau 16 : les moyens et 1’écart type des GOT-ASAT dans le sang chez les différents
groupes des rats pendant 10 jours.

paramétre | GOT-ASAT
Lot
Témoin 61.66+3.26
END 83.5+1.87
EXT +END 61.5+1.81

Tableau 17 : les moyens et 1’écart type du MDA cytosolique des différents organes chez les

divers groupes des rats pendant 10 jours.

paramétre | MDA cytosoligue | MDA cytosolique | MDA  cytosolique
Lot dans le foie dans les reins dans le Pancréas
Témoin END 1.5+0.02 1.62+0 .12 1.6+0.16
END 2.65+0.13 2.79+£0.15 2.97+0.08
EXT+END 1.83+0.47 2.1+0.11 1.62+0.14

Tableau 18 : les moyens et 1’écart type du SOD cytosoliques des différents organes chez les

divers groupes des rats pendant 10 jours.

parametre | SOD  cytosolique | SOD  cytosolique | SOD  cytosolique
Lot dans le foie dans les reins dans le Pancréas
Témoin END 235.5+19.41 185.17+£12.46 251.17£2.32
END 167.83+10.51 143.83+3.76 138.5+5.09
EXT+END 194.17+£20.4 215 .83+£7.44 145.67+£11.84
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Tableau 19 : les moyens et I’écart type du catalase cytosoliques des différents organes chez

les divers groupes des rats pendant 10 jours.

paramétre | CAT  cytosolique | CAT  cytosolique | CAT cytosolique dans
Lot dans le foie dans les reins le Pancréas
Témoin END 0.26% 0.02 0.33+0.03 0.4+0 .06
END 0.16%0.03 0.14+0.02 0.12+0.01
EXT+END 0.2+0.02 0.23+£0.04 0.26+£0 .1

Tableau 20 : les moyens et 1’écart type du protienes cytosoliques des différents organes chez

les divers groupes des rats pendant 10 jours.

parametre | protéine cytosolique | Protiéne cytosolique | protéine cytosolique
Lot dans le foie dans les reins dans le Pancreéas
Témoin END 6.72£0.13 7.17£0.11 7.07£0 .16
END 3.66+0.37 2.95+0.36 3.55+0.29
EXT+END 5.92+0.23 6.35+£0.14 6.61+0 .44
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Théme : Contribution a I’étude de I'effet toxique de I’Endosulfan et la prévention par
I'utilisation d’un extrait de plante Cammellia Sinensis chez les rats “Wistar Albinos”

Résumé :

Depuis longtemps, les pesticides sont utilisés comme une bonne solution pour les
ravageurs de 1’agriculture, Avec le temps, ces produits sont développés et transformés a des
substances trés toxiques qui menacent la vie des étres vivants menant a 1’apparition de diverses
pathologies considérées comme étant complexes. Dans ce contexte, les chercheurs ont présenté
plusieurs études sur la prévention des risques suite a une exposition aux produits toxiques par
I’utilisation des substances naturelles résultantes du métabolisme secondaire de plusieurs
végétaux comme les polyphenols.

Dans ce travail, nous faisons une €tude sur 1’effet toxique des pesticides (I’endosulfan), sur les
rats albinos wistar a qui nous avons administré une dose de 5.8 mg/kg pendant 10 jours et
I’effet préventif des polyphénols par I’administration d’une dose de 100 mg/kg de I’extrait du
thé vert pendant 10 jours. Les résultats obtenus montrent une intoxication au niveau des
parameétres sanguins, biochimiques et les parameétres du stress oxydant de 1’endosulfan. Nous
constatons ainsi la présence de I’effet préventif de 1’extrait polyphénolique contre
I’endosulfan.

Mots clés : Pesticides, endosulfan, Caméllia sinensis, polyphénols, effet toxique, effet
préventif, stress oxydant.

Abstract:

Pesticides have long been used as a good solution for agricultural pests. Over time, these
products are developed and transformed into very toxic substances that threaten the life of living
beings leading to the appearance of various pathologies considered as complex. In this context,
the researchers presented several studies on the prevention of risks following exposure to toxic
products through the use of natural substances resulting from the secondary metabolism of
several plants, such as polyphenols.

In this work, we make a study on the toxic effects of pesticides (endosulfan), on albinos
wistar rats to whom we administered a dose of 5.8 mg/kg for 10 days and the preventive effect
of polyphenols by administering a dose of 100 mg/kg of green tea exact for 10 days. The results
obtained showed a poisoning in blood parameters, biochemical parameters and oxidative stress,
we thus note the presence of the preventive effect of poly phenolic extract against endosulfan.

Key words: Pesticides, endosulfan, Caméllia sinensis, polyphenol, toxic effect, preventive
effect, oxidizing stress.
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