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      L’environnement représente un facteur clé de la santé humaine. Il apparaît de plus en 

plus largement que la santé humaine est affectée par les problématiques écologiques, 

notamment, liées à la pollution par les produits chimiques [1]. Parmi ces derniers, on 

trouve les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et les pesticides. Les HAP sont 

généralement produits lors de la combustion incomplète des matières organiques. Ils 

peuvent être d’origine naturelle et sont notamment produits par les feux de forêts et des 

éruptions volcaniques. Mais, les principales sources de pollution par les HAP sont 

anthropiques (combustion des matières fossiles, certaines activités industrielles, fumée de 

cigarettes, produits alimentaires fumés) [2]. L’HAP le plus étudié présent dans 

l’environnement, est le Benzo(a)pyrène (B(a)P). Il est identifié comme étant cancérigène 

pour l’homme par l’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer. L’activation 

métabolique du B(a)P par le cytochrome p 450 (cyp 450) mène à la formation du B(a)P-7, 

8-diol-9, 10-époxyde (BPDE) ; un métabolite très réactif  avec l’ADN et possédant des 

capacités mutagéniques et cancérogéniques [3]. Le B(a)P provoque aussi le stress oxydatif, 

mais il est regrettable de constater qu’une majeure partie des études traitant le stress 

oxydatif induit par le B(a)P a été réalisée seulement dans le poumon [4, 5]. 

       

      S’agissant des pesticides, ils sont intentionnellement ajoutés dans l’environnement pour 

contrôler les parasites. L’Algérie est classée parmi les pays qui consomment de grandes 

quantités de pesticides. Les analyses des niveaux de contamination des milieux naturels par 

les pesticides résiduels ne sont pas mises en œuvre de manière systématique. Toutefois, il a 

été démontré que la concentration de certaines molécules organophosphorées dans plus de 

30 % des échantillons dépassait les valeurs préconisées par l’Organisation Mondiale de la 

Santé [6]. Il y a plus de trois millions d’intoxications provoquées par les organophosphorés 

qui restent une cause majeure de morbidité et de mortalité dans les pays du tiers monde [7, 

8]. Le chlorpyrifos (CPF) est un insecticide organophosphoré, très utilisé dans l’agriculture 

[9]. Du point de vue biologique, il est considéré comme étant un anticholinéstérasique 

puissant, un évocateur du stress oxydatif et un inhibiteur des facteurs de transcription 

impliqués dans la différenciation des cellules neuronales. Enfin, il est capable de provoquer 

d’autres effets toxiques tels que le dysfonctionnement hépatique et la génotoxicité [10].  

 

      Le métabolisme de ces deux xénobiotiques produit des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) qui perturbent le statut redox cellulaire, ce qui occasionne le stress oxydatif [11]. 

Les ROS peuvent également interagir avec l’ensemble des macromolécules biologiques, 
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provoquant ainsi des altérations des fonctions cellulaires susceptibles de conduire à la mort 

cellulaire soit par nécrose, soit par apoptose [12]. Les dommages oxydatifs de diverses 

biomolécules engendrent de nombreux dégâts cellulaires tels que les perturbations des 

processus de régulation de la survie cellulaire et la prolifération (voies de signalisation  des 

MAPK ou de certaines caspases) [13]. De nombreuses études toxicologiques ont été 

effectuées pour comprendre les bases biologiques de la réponse cellulaire à un stress 

environnemental, cependant, beaucoup d’aspects restent à élucider.  

 

      Dans ce contexte, l’objectif de notre travail était d’étudier les effets toxiques induits par 

le B(a)P et le CPF chez le rat, aussi bien sur le plan histologique que  biochimique. Il a été 

question d’évaluer certains indicateurs biochimiques du stress oxydatif. Pour ce faire, le 

stress oxydatif a été évalué, en mesurant les taux du malondialdéhyde (MDA) et du 

glutathion réduit (GSH), et les activités de glutathion-S-transférase (GST), de la catalase 

(CAT) et de la gamma glutamyl transpéptidase (GGT) dans les extraits tissulaires 

hépatopulmonaires provenant d’animaux traités ou non par le B(a)P avec une dose de 100 

mg/kg ou le CPF avec une dose de 6.75 mg/Kg. Parallèlement, les changements 

histopathologiques ont été analysés par microscope optique. Contrairement à l’étude du 

stress oxydatif induit par le B(a)P qui a été limitée au tissu hépatique, celle concernant le 

CPF a été élargie au foie et au poumon. De plus, nous avons cherché à mettre en évidence 

la présence d’activités protectrices potentielles de substances naturelles extraites de plantes 

notamment, et qui représentent une source inépuisable de principes actifs. En effet, nous 

avons évalué les bienfaits des extraits bruts de la propolis et des graines de la plante 

Lepidium sativum (L. sativum) contre les effets toxiques induits par le B(a)P ou le CPF, 

respectivement et ceci dans le foie et/ou le poumon.  

 

      Ce manuscrit est organisé en six parties ; une première partie introductive est suivie par 

une deuxième partie qui passe en revue l’essentiel de la bibliographie sur les mécanismes 

d’intoxications induites par le B(a)P et par le CPF, le stress oxydatif et les substances 

naturelles bioactives, puis, une troisième partie qui est réservée à la description de 

l’ensemble des approches et techniques employées.  La quatrième partie est consacrée à la 

présentation et la discusion des résultats obtenus, et complétée par une cinquième partie 

qui est dédiée à la  conclusion générale et les perspectives. Enfin, une sixième partie 

présente les principales références bibliographiques reliées à cette étude.   
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II.1. Intoxications induites par le benzo(a)pyrène et le chlorpyrifos 

II.1.1. Introduction 

      La qualité de l’environnement  physique, chimique et biologique constitue l’un des 

déterminants de la santé des populations. L’organisation mondiale de la santé a d’ailleurs 

introduit le concept de « santé environnementale » pour souligner l’importance des 

relations entre l’environnement et la santé. De nos jours, la pression anthropique subie par 

l’environnement est très importante avec l’existence d’environ 37 millions de substances 

chimiques. Ces substances peuvent engendrer des effets toxiques irréversibles sur les 

organismes exposés [14]. Parmi ces polluants, on trouve les HAP et les pesticides. Le 

B(a)P est l’HAP le plus étudié, ses mécanismes de bioactivation et ses effets génotoxiques, 

mutagènes et cancérigènes ont été décrits chez les rongeurs et chez certains organismes 

marins [3]. En plus des HAP, le groupe des pesticides a retenu une attention particulière, il 

est soupçonné de présenter un risque pour la santé de l’homme et pour son environnement. 

Des effets cancérigènes, neurotoxiques ou de type perturbation endocrinienne des 

pesticides ont été mis en évidence chez l'animal [15].  

 

II.1.2. Intoxications induites par le benzo(a)pyrène  

II.1.2.1. Introduction  

      Le B(a)p est le composé prototypique des HAP, il est le plus étudié en termes 

toxicologiques. Ainsi, selon l’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer, le B(a)p 

est cancérigène pour les animaux de laboratoire et probablement l’homme. Il est très 

lipophile, interagissant donc avec les membranes cellulaires, principalement au niveau des 

tissus riches en lipides. Les cellules hépatiques sont ainsi doublement touchées, en effet, 

d’une part le foie est un organe riche en lipides où le B(a)p s’accumule. D’autre part, le 

foie étant l’un des principaux sites de biotransformation des xénobiotiques, où le B(a)p est 

principalement métabolisé en composés hautement réactifs capables d’induire des effets 

délétères sévères [16].  

 

II.1.2.2. Métabolisation du benzo(a)pyrène   

      Une fois absorbé, le B(a)p est principalement acheminé vers le foie où il est fixé sur les 

membranes cellulaires, grâce à des interactions hydrophobes. Sa présence dans le 

cytoplasme entraîne une induction spécifique de certaines enzymes du métabolisme des 
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xénobiotiques, par activation de la voie de transduction du signal impliquant l’AhR (Aryl 

Hydracarbon Receptor) [17]. Ce récepteur régule l’expression d’un grand nombre de gènes 

codant pour les enzymes du métabolisme et se lie à divers facteurs cytoplasmiques tels que 

l’Hsp 90 (heat shoc protein 90) et la protéine AIP (Ah interacting protein) [18]. 

L’association entre l’AhR, Hsp 90 et l’AIP confère aux récepteurs cytoplasmiques une  

reconnaissance spécifique et optimale vis à vis de certains ligands et notamment les HAP. 

Dès sa pénétration dans la cellule, le B(a)p se lie spécifiquement à l’AhR, cette liaison est 

corrélée à la fois avec la dissociation de l’AhR et d’autres facteurs, les Hsp 90 et les AIP ; 

de ce fait, le monomère d’AIP est largué dans le cytosol permettant au reste du complexe 

ligand-récepteur de se transloquer vers le noyau (accumulation nucléaire du complexe 

B(a)p-AhR). Dans le noyau, l’AhR toujours associé au B(a)p se lie spécifiquement à une 

protéine nucléaire, l’ARNT (Aryl Hydracarbon Nuclear Translocator). Le complexe 

hétérodimérique AhR-ARNT devient alors capable d’interagir avec l’ADN [19]; il 

reconnaît un motif classique contenant la séquence consensus ‘5-T/GNGCGTGACG/CA-

3’ dans l’élément de réponse aux xénobiotiques (XRE) [20]. De plus, il a été récemment 

rapporté que les souris mutantes AhR (-/-) sont résistantes à la carcinogenèse induite par le 

B(a)p lorsqu’elles sont comparées avec AhR (+/+). Ainsi, les auteurs ont conclu que 

l’inefficacité des souris déficientes peut être due à leur incapacité de produire des quantités 

significatives de cyp 1A1 qui activent les métabolites carcinogéniques du B(a)p [21].  

 

      Le B(a)p, est d’abord métabolisé par les enzymes du système monooxygénase (MFO : 

mixed function oxydogenase) du cyp 450 (cyp 1A1, cyp 1B1) en composés plus 

hydrophiles, comme les phénols et les époxydes. Ces enzymes sont essentiellement 

localisées dans les microsomes [22]. Une voie importante d’activation métabolique du 

B(a)p procède par la génération de trans-7, 8 dihydrodiol du B(a)p (BPD) après hydratation 

des époxydes par l’époxyde hydrolase, une enzyme microsomale non dépendante du 

système cyp 450. Une fois formé, le BPD peut subir davantage d’oxydation par trois voies 

enzymatiques distinctes (figure 1). Dans la première voie, une seconde époxydation 

catalysée par les cyp 1A1/1B1 permet la transformation du BPD, un métabolite proximal 

du B(a)p, en métabolite ultime, le B(a)p-diol-époxyde (BPDE) [23]. Le BPDE est un 

métabolite hautement mutagène et tumorigène car, comme tous les diols époxydes formés 

à partir des HAP, il forme des adduits covalents avec l’ADN, en position exocyclique N2 

des résidus guanines et en N6 des adénines [24]. 
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      Une 2
ème 

voie d’activation du B(a)p est catalysée par les AKR (Aldo-keto-Reductases) 

qui sont des oxydoréductases NADPH dépendantes. Il extiste plusieurs isoformes de ces 

enzymes (AKR1C1, AKR1C4), qui catalysent l’oxydation du BPD pour générer l’o-

quinone B(a)p-7, 8 dione (BPQ) [25]. La dihydrodiol déshydrogénase, appartenant à la 

famille des AKR, entre en compétition avec le cyp 450, afin de catalyser l’oxydation de 

BPD en catéchols. Le catéchol étant lui même instable, il est transformé en o-quinone 

(BPQ) par deux oxydations successives à un électron. Les quinones sont formées dans les 

hépatocytes de rat par AKR1C9 et sont cytotoxiques et génotoxiques. Le BPQ forme des 

adduits stables en N2-dGuanosine, N7-dGuanosine et en N6-dAdénosine. Les adduits de 

type N7-dGuanosine donnent lieu à des transversions G T observées dans le gène codant la 

protéine p53, une protéine suppresseur de tumeurs [26].  

 

      La 3
ème 

voie implique la formation d’un radical cationique catalysé par le cyp 450 

peroxydase. Les métabolites dérivés des radicaux cationiques, le B(a)p-1-6 et B(a)p-3-6-

dione alkylent l’ADN et peuvent aussi activer l’EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor) conduisant à l’augmentation de la prolifération cellulaire, suggérant ainsi un rôle 

potentiel dans la promotion tumorale [27].  

 

 

 

 

Figure 1. Voies de bioactivation du benzo(a)pyrène. Ce schéma représente l’activation 

métabolique du B(a)P par les voies des diol-époxydes, des o-quinones et de cytochrome p 450 

peroxydases, menant principalement à la formation respectivement du BPDE, du BPQ et du B(a)p-

3-6-dione [26]. 
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      Après l’activation du B(a)P, les métabolites oxydés vont alors, se lier à des 

groupements hydrophiles (acide glucuronique, acide sulfurique, glutathion et autres) dans 

le but de favoriser l’excrétion. Les enzymes qui catalysent ces réactions de détoxification 

sont induites à partir d’un mécanisme dépendant de la liaison B(a)p-AhR [28]. La GST est 

impliquée dans la conjugaison des métabolites réactifs du B(a)p ce qui permet de 

supprimer la formation d’adduits [29]. Il a été montré que la glucuronidation était une 

réaction importante de la conjugaison des métabolites du B(a)p dans le foie. De plus, les 

quinones formées par oxydation des phénols peuvent être réduites et se conjuguent aux 

glucuronides afin d’être excrétées [30].  

 

II.1.2.3. Mécanismes des toxicités induites par le benzo(a)pyrène 

      L’exposition des organismes au B(a)p peut entraîner une interaction de ce polluant par 

le biais de leurs métabolites avec l’ensemble des macromolécules cellulaires. Elle mène 

principalement à la formation d’adduits à la désoxyguanosine (dGuo) qui résulte de 

l’addition du BPDE en position N2 de la dGuo [31]. Un autre adduit stable résultant de 

l’addition du BPDE en position N6 de la dAdo (désoxyadénosine) a pu être caractérisé. 

Bien que, le BPDE soit considéré comme le carcinogène ultime de B(a)P, d’autres 

métabolites du B(a)P peuvent former des adduits.  

 

      Le potentiel de BPQ à former des adduits stables de l’ADN et des protéines a 

récemment été démontré. Parmi ces adduits, certains ont pu être identifiés comme étant des 

adduits stables, liés à la Guanine, à l’Adénine, et à la Cytosine [32, 33]. Certains phénols, 

comme le 3-OH-B(a)P, peuvent générer des adduits des protéines [34]. Le radical 

cationique du B(a)P, est également capable de former des adduits de l’ADN sur la dGuo et 

en N7 de la dAdo. La réparation incomplète des adduits d’ADN par le système de 

réparation semble être à l’origine d’une grande partie des cassures de brins d’ADN. En 

outre les ROS générées par le BPQ peuvent fragmenter les brins d’ADN [35]. 

 

      D’autre part, le niveau de l’ARNm du gène p53 augmente après le traitement des 

cellules par le B(a)p, le B(a)p active la transcription de p53, en se liant avec le facteur de 

transcription NFKB (facteur nucléaire kappa B). En effet, la région promotrice du gène p53 

(de -78 à +10), contient des motifs pour plusieurs facteurs importants de transcription y 

compris le facteur NFKB [36]. Le gène p53 est l’un des gènes les plus généralement muté, 

identifié dans divers types de tumeurs humaines, les résultats de nombreuses études 
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suggèrent que l’inactivation de p53 est une étape critique menant à la transformation 

néoplasique. Les niveaux de la protéine p53 sont augmentés en réponse à divers types de 

dommage d’ADN [37].  

 

      Par ailleurs, le B(a)p inhibe la GJIC (Gap Junction Intracellular Communication) 

directement, et non pas par ses métabolites. Il a été démontré que cette inhibition n’est pas 

associée à l’activation du recepteur AhR par le B(a)P dans des cellules hépatique G27 

n’exprimant pas les ARMm du cyp 450 et de l’AhR, et des cellules hepGe en présence de 

αNF (α-naphthoflavone), un inhibiteur du métabolisme des HAP. Il en résulte la 

stimulation de la prolifération cellulaire parce que la formation de GJIC inhibe la 

prolifération cellulaire par le blocage de la dégradation de l’inhibiteur de la prolifération 

cellulaire, la protéine p27. Le changement de GJIC est l’un des facteurs de promotion de la 

cancérogenèse. Le fonctionnement de GJIC est altéré dans la majorité des tumeurs en 

comparaison avec les tissus sains du même organe, en effet, les concentrations des 

protéines GJIC sont élevées dans les interfaces ‘cellules tumorales/cellules tumorales’, et 

complètement nulles dans les interfaces ‘cellules tumorales/cellules noramles’ [38].  

 

      Le B(a)P induit aussi le stress oxydatif ; le mécanisme essentiel de la génération des 

ROS par le B(a)p implique la conversion du B(a)p en quinones [4]. La formation de BPQ 

par voie AKR représente une voie potentielle de toxicité alternative à la voie promutagène 

de la formation du BPDE [23], et conduit à la génération de l’anion superoxyde (O
°
2) et de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) [27]. Le BPQ peut également être converti 

enzymatiquement en catéchols par AKR [39]. Le catéchol est un composé instable qui 

subit par la suite une auto-oxydation à un électron pour former un radical anion, semi-

quinone et des ROS comme le H2O2 et l’O
°
2 [40]. La semi-quinone va subir une seconde 

auto-oxydation à un électron afin de générer le B(a)p7, 8 dione ainsi que des ROS (figure 

2). L’impact spécifique de la formation des quinones est la génération des ROS, ces 

derniers ont été associés à l’activation d’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 

menant à l’augmentation de la prolifération cellulaire [41]. 
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Figure 2. Activation métabolique du BPD par les AKR et formation des ROS. Génération du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), d’anion superoxyde (O2
°
) par  la voie des AKR [42].   

 

 

II.1.3. Intoxications induites par le chlorpyrifos  

II.1.3.1. Introduction 

      Le CPF, est un insecticide organophosphoré à large spectre [9], son principe actif 

repose sur la perturbation du fonctionnement du système nerveux par l’inhibition d’une 

enzyme essentielle à son bon fonctionnement : l’acétylcholinestérase (AChE). Cette 

inhibition se produit lorsque le CPF se fixe sur le groupe hydroxyle de la sérine du site 

actif de l’AChE, ce qui empêche la liaison de cette enzyme avec l’acéthylcholine. 

L’inhibition de l’AChE provoque une accumulation de l’acétylcholine libérée dans la fente 

synaptique lors d’une stimulation nerveuse, menant à une hyperstimulation des récepteurs 

cholinergiques. Ainsi, le passage de l’information nerveuse est perturbé, voir même 

bloqué, ce qui peut mener à l’apparition de divers troubles nerveux pouvant aller jusqu’à la 

mort de l’individu [43].  

 

II.1.3.2. Métabolisation du chlorpyrifos 

      La métabolisation du CPF est excutée par deux voies différentes (figure 3). La 

première, est la désulfuration oxydative de la double liaison avec le phosphore, par le cyp 

450 du foie, qui donne lieu au chlorpyrifos-oxon (CPO). Ce métabolite est hydrolysé par 

une A-estérase : paraoxonase 1 (PON-1) ou une B-estérase en diethylphosphate (DEP) et 

un métabolite organique inactif le 3, 5, 6-trichloro-2-pyridinal (TCP). C’est une des voies 
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de détoxification du CPF. Il en existe une deuxième voie dans laquelle le CPF peut être 

directement hydrolysé en diethylthiophosphate et le TCP. Ce dernier métabolite est éliminé 

dans les urines sous forme de sulfates ou glucuronides de TCP [44].  

 

 

 

 

Figure 3. Schéma de la métabolisation du CPF. Ce schéma représente la transformation du CPF 

en métabolite actif, le CPO, par le cyp 450 et en métabolite inactif, le TCP [44]. 

 

 

II.1.3.3. Mécanismes des toxicités induites  par le chlorpyrifos 

      Le CPF est susceptible de passer la barrière hématoméningée et d’atteindre le système 

nerveux central. Des preuves de toxicité du CPF dans les cellules nerveuses ont été 

montrées ; des études sur des embryons de rat en culture exposés une journée au CPF 

durant le moment de la formation du tube neural (première semaine de gestation chez le 

rat) ont montré l’apparition d’anomalies mitotiques ainsi que apoptotiques dans le cerveau 

après 48 heures [45]. Ces altérations sont très semblables à celles produites par la nicotine 

dans les mêmes conditions d’exposition [46]. En considérant que la nicotine crée ces 

problèmes en agissant directement sur les récepteurs nicotiniques, on pourrait penser que le 

CPF agirait de la même façon. Néanmoins, dans le cas du CPF, la stimulation des 

récepteurs nicotiniques ne peut se faire que lors de la libération active d’AChE. Or, il 

semblait que le système de synthèse (choline acétyltransférase) de ce neurotransmetteur ne 

soit pas encore existant à ce stage du développement. Ces effets néfastes sur le cerveau en 

développement ne seraient donc pas liés directement à l’inhibition de l’AChE. Une étude a 
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permis de mettre en évidence la capacité du CPF à inhiber la synthèse d’ADN 

indépendamment de l’inactivation cholinergique. En effet, l’inhibition survient avant que 

les cellules présentent les caractères cholinergiques fonctionnels. Il s’agirait d’une 

interférence (de type non-cholinergique) entre le CPF et des facteurs de transcription 

impliqués dans la différenciation cellulaire [47]. Il y aurait un effet direct du CPF sur 

l’expression et la fonction de certains facteurs de transcription régulant le passage entre la 

réplication et la différenciation, ainsi que la croissance des processus neuronaux comme le 

CREB (Ca
++

/cAMP Response Element Binding Protein) [48] et des facteurs 

neurotrophiques (BNDF: Brain Derived Growth Factors, NGF: Nerve Growth Factor, et 

FGFs: Fibroblast Growth Factor Family) [49].  

 

      De l’autre côté, il y a très peu d’évidences concernant les effets toxiques du CPF dans 

d’autres tissus en dehors du système nerveux. Une étude a révélé que le CPF est un 

mutagène, capable de provoquer des altérations chromosomiques [50]. Chez les rats, le 

CPF induisait des anomalies cytotoxiques, mitotiques, et immunologiques telles que 

l’altération de l’expression de CD5 et de CD8, la génération des ROS, et des dommages 

d’ADN [51, 52 et 53]. En outre, le CPF modifie les antioxydants chez le rat, menant 

probablement au développement d’effets oxydants [54]. Bien que les études chroniques 

étudiant la mutagénicité et la carcinogénicité du CPF étaient en grande partie négatives, 

mais, une étude épidémiologique récente sur les agriculteurs a indiqué qu’il existait une 

association significative entre l’utilisation du CPF et le cancer des poumons, du rectum, du 

rein et du cerveau [53]. 

 

      L’induction de stress oxydatif a été rapportée comme principal mécanisme de toxicité 

du CPF après exposition sub-chronique ou chronique [55]. Les ROS peuvent être produites 

comme résultat du métabolisme du CPF par le cyp 450 [56]. Une autre manière de  générer 

des ROS par le CPF est la consommation élevée d’énergie couplée par l’inhibition de la 

phosphorylation oxydative, et la libération élevée du glucose par l’induction de la 

glycogenèse dans le foie. La consommation élevée d’énergie conduit à minimiser la 

capacité des cellules à maintenir le niveau d’énergie. Pour cette raison, un excès des ROS 

est produit dans différents organes. En outre, l’exposition au CPF induit une 

hyperglycémie menant à l’augmentation de glycation non enzymatique par la liaison du 

glucose aux groupes amines des protéines et la formation de composés complexes, produits 

finaux de glycation avancée (AGEs : advenced glycation end products), qui changent et 
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altèrent la structure et la fonction des protéines, et induisent un stress oxydatif 

intracellulaire [57].  

 

II.2. Le stress oxydant  

II.2.1. Introduction 

      L’oxygène élément indispensable à la vie, pouvait dans certaines conditions devenir un 

danger pour l’organisme suite à la formation des ROS [58]. Un radical libre est une espèce 

chimique contenant un électron célibataire non apparié au niveau de son orbitale 

électronique périphérique, cet état confère à la molécule une grande instabilité et une 

réactivité vis-à-vis d’autres molécules. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé 

soit par l’acceptation d’un autre électron soit par le transfert de l’électron libre sur une 

autre molécule [59]. Le stress oxydant est classiquement défini comme un déséquilibre en 

faveur des ROS. Ce déséquilibre résulte soit d’une production acrue des radicaux libres par 

rapport aux capacités antioxydantes intactes, ou bien d’un état déficient de ces dernières, 

ou bien de ces deux situations cumulées. Les espèces réactives de l’oxygène incluent les 

radicaux libres de l’oxygène : l’O2
°
, le radical hydroxyle (OH

°
), mais, aussi certains dérivés 

oxygénés dont la toxicité est importante tels que le H2O2 [60].  

 

      L’anion superoxyde (O2
°
), est un radical chargé négativement provenant de la réduction 

monovalente de l’oxygène moléculaire qui capte un électron. La dismutation de ce dernier 

entraîne la formation d’oxygène fondamental et de H2O2. L’H2O2 n’est pas un radical libre 

au sens propre, mais, il est extrêmement réactif et possède un fort pouvoir oxydant. De 

plus, sa capacité à traverser les membranes biologiques peut lui permettre de se retrouver à 

une grande distance de son lieu de production. Selon la réaction de Fenton, le H2O2 se 

décompose, en présence d’ions ferreux (Fe
2+

), en un ion OH
-
 et un OH

°
 [H2O2+ Fe

2+
 

→OH
°
 + OH

-
 + Fe

3+
]. Cette réaction s’interrompe rapidement par épuisement du fer 

ferreux, à condition qu’O2
°
 soit absent du melieu car la présence de ce dernier transforme 

le Fe
3+

 en Fe
2+

. Ainsi, la présence simultanée de H2O2, d’O2
°
 et de fer permet la production 

d’OH
°
. L’OH

°
, avec une demi-vie de l’ordre de nanoseconde, est la plus instable et la plus 

réactive de toutes les espèces dérivées de l’oxygène. La diffusion de ce radical lui permet 

de réagir avec les biomolécules entraînant ainsi de multiples dommages cellulaires [11]. 
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II.2.2. Conséquences du stress oxydatif 

      L’accumulation des ROS a pour conséquence l’apparition de dégâts cellulaires et 

tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les 

protéines, les lipides et l’ADN [61]. 

 

II.2.2.1. Atteintes des macromolécules biologiques 

      Les lipides membranaires sont la cible privilégiée des ROS. Parmi les lipides 

membranaires, les phospholipides sont les plus abondants. Les acides gras polyinsaturés  

sont plus sensibles aux attaques radicalaires et génèrent des peroxydes lipidiques qui sont 

eux même très réactifs. La peroxydation lipidique fournit ainsi une grande variété des 

produits, dont certaines peuvent réagir avec les protéines et l’ADN. Parmi les produits 

formés lors de la peroxydation lipidique, le MDA et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) qui ont 

été très étudiés comme marqueurs de peroxydation lipidique [62]. 

 

      Les protéines sont aussi sensibles à l’action des ROS, les plus touchées d’entre elles 

sont celles comportant un groupement sulphydryle (-SH). Le H2O2, et surtout le HO
°
 sont 

capables d’oxyder ces groupements, conduisant à l’inactivation de certaines enzymes. En 

particulier, la présence de HO
° 
est à l’origine de dégradations irréversibles de protéines, par 

la formation de groupements carbonyles sur la chaîne latérale de certains acides aminés. 

L’O2
°
 a également la capacité de réagir avec les centres Fer-Soufre de certaines protéines, 

entraînant le relargage de fer dans le milieu. Cette action a une double conséquence, 

puisqu’elle induit l’inactivation de la protéine hémique ainsi que la formation potentielle 

de nouveaux radicaux hydroxyles, par la réaction d’Haber-Weiss. En outre, les ROS 

induisent des modifications indirectes des protéines par la formation d’adduits par des 

aldéhydes dérivant de la peroxydation des lipides comme le MDA et 4-HNE. Les protéines 

peuvent alors subir soit des réticulations par formation notamment de ponts bi-tyrosine, 

soit des coupures en cas d’agression forte, ou encore des modifications de certains acides 

aminés en cas d’agressions modérés. Des enzymes, mais aussi des récepteurs cellulaires et 

des protéines de transport, peuvent être la cible de ces phénomènes oxydatifs et perdent 

ainsi leurs propriétés biologiques, en devenant alors beaucoup plus sensibles à l’action des 

protéases [63]. Les protéines oxydées se révèlent très hydrophobes, soit par suppression de 

groupements amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. 

Elles forment des amas anormaux intracellulaire ou membranaire. Associés aux aldéhydes 

produits lors de la peroxydation lipidique, ces amas forment des dépôts de lipofushines 
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caractéristiques du vieillissement cellulaire. Aussi, des altérations peuvent concerner les 

protéines impliquées dans le maintien des gradients ioniques entre les cellules et les fluides 

extracellulaires. C’est le cas des pompes à calcium ou à potassium. Ces protéines sont 

essentielles dans la genèse du signal électrique des cellules musculaires et nerveuses [64].  

 

      D’autre part, le spectre d’altération de l’ADN est large : modification des bases 

puriques et pyrimidique, perte des bases « sites abasique », cassure simple ou double brins, 

altérations des sucres et aussi pontage ADN-protéine. Les modifications des bases d’ADN 

les plus communes sont 8-oxo-7, 8-dihydroguanine (8oxoGua) provenant de l’addition 

d’OH
° 

dans la position C8 de la guanine, en produisant un radical 8-hydroxy-7, 8-

dihydroguanyl qui peut être oxydé en 8-oxoGua ou réduit pour donner un anneau ouvert 

FapyGua [65]. Le changement de l’ADN en 8-oxoGua fait partie des sites d’identification 

utilisés par des ADN glycosylase pour détecter les bases guaniniques endommagées [66]. 

L’interaction d’OH
° 

avec des pyrimidines en positions 5 ou 6 peut produire plusieurs 

liaisons et deux produits parmi les plus abondant ; 5, 6-dihydroxy-5, 6 dihydrothymine et 

5, 6-dihydroxy-5,6 dihydrocytosine. Le 8-oxoGua et 5, 6-dihydroxy-5, 6 dihydrothymine 

ont été utilisés comme marqueurs de l’augmentation du stress oxydatif liée au cancer [65]. 

Ces lésions ne sont pas létales, mais, elles sont mutagéniques, ainsi, l’hydrolyse de la 

liaison N-glycosidique entre la base et le désoxyribose libére la base et crée un site 

abasique non fonctionnel [41].  

 

      En outre, l’interaction des OH
° 

avec l’ADN produit des coupures simples brins SSB 

(Single Strand Break), par un mécanisme impliquant la suppression de l’hydrogène de 2-

désoxyribose ce qui permet la formation des radicaux peroxyle (ROO
°
) en présence de 

l’oxygène. Ces derniers peuvent également soustraire des atomes d’hydrogène des parties 

sucrés menant de ce fait aux ruptures de brin d’ADN par une voie qui implique la 

suppression de l’hydrogène en C3, C4 et C5. Ainsi, des ruptures doubles brins DSB (Double 

Strand Break) peuvent se produire, suite à une rupture des deux chaînes à des sites assez 

proches, l’un de l’autre [67]. L’accumulation chronique des lésions d’ADN peut provoquer 

des erreurs de réplication d’ADN, l’induction des voies de transduction de signaux 

cellulaire, l’instabilité génomique (état précancéreux) et  plutard, la transformation 

cellulaires maligne [61]. Par ailleurs, les aldéhydes réactifs issus de la peroxydation 

lipidique (MDA et 4-HNE) peuvent s’ajouter au groupe amine des bases d’ADN et 

constituer ainsi, un autre type de dégâts oxydatifs de l’ADN. Le MDA forme des adduits 
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des bases dGua et dC. Il semble que dGua soit l’adduit le plus souvent formé [62]. Le 4-

HNE forme préférentiellement le 4-HNE-Gua [68]. Enfin, l’attaque radicalaire des 

protéines qui entrent en contact avec l’ADN pour le protéger ou pour le lire, entraîne la 

genèse de pontage ADN-protéine [69]. 

 

II.2.2.2. Effet des ROS sur la signalisation cellulaire 

      Il est clairement établi que les ROS interfèrent avec l’expression d’un certain nombre 

de gènes impliqués dans les voies de transduction du signal. Puisque les ROS sont oxydés, 

ils influencent le statut redox et peuvent selon, leur concentration causer soit la 

prolifération cellulaire ou la mort cellulaire. Il a été mentionné que la concentration élevée 

des ROS cause la mort cellulaire, et que l’effet des ROS sur la prolifération cellulaire s’est 

produit exclusivement à petite concentration. Les basses concentrations de H2O2 et d’O2
°
 

stimulent la prolifération cellulaire [70]. Les mécanismes qui stimulent la prolifération 

cellulaire sont susceptibles d’impliquer l’interaction directe des ROS avec des récepteurs 

spécifiques et la modulation de l’état redox des molécules de signalisation telles que les 

protéines kinases et les facteurs de transcription.  

 

      Le changement du statut redox des molécules de signalisation peut alternativement 

changer ses activités menant à la stimulation de la croissance cellulaire en contribuant au 

développement du cancer [71]. Par exemple, les ROS ont été capables de moduler la 

capacité de la thioredoxine (TRx) à interagir et d’empêcher l’ASK1 (Apoptosing Signaling 

Kinase 1) un membre de la famille MAPK3, impliqué dans la voie de signalisation d’un 

récepteur de facteur de nécrose tumorale à une protéine Kinase active par le stress (stress 

activated protein kinase) SAPK ou JNK [72]. Cette kinase est maintenue inactive par une 

liaison avec la TRx et est activée par les ROS au niveau des fonctions thiol de deux 

cystéines pour former un pont disulfure, ce qui libère ASK1 et lui permet d’initier la 

cascade MAPKinases. Puisque la voie de signalisation MAPK est un mécanisme important 

de régulation impliqué dans divers fonctions cellulaires dont la régulation du métabolisme 

et la prolifération cellulaire, les ROS peuvent affecter cette voie de signalisation et 

stimulent ainsi la prolifération cellulaire. La modification oxydante des facteurs de 

transcription (NFKB, HIF-1α) et des molécules de signalisation intermédiaire comme ERK 

et JNK a été également montrée pour être impliquée dans la modulation de la croissance et 

la survie cellulaire catalysée par les ROS (figure 4). En outre, l’oxydation de la protéine 

p53 au niveau du résidu cystéine affecte sa capacité de se lier à l’ADN. Ainsi, les ROS 



Partie II                                                                                                                              Revue bibliographique   

 17  

peuvent compromettre les fonctions de p53 dans la régulation du cycle cellulaire et 

contribuent à la prolifération non contrôlée de la cellule [71].  

 

 

 

 

Figure 4. Voies de signalisation cellulaires modifiées par les ROS. Les modifications structurelles 

des protéines mènent à l’activation de plusieurs cascades de signalisation comme MAPKinase, 

SRC et PI3 qui vont activer plusieurs facteurs de transcriptions à savoir NF-KB, p53 et HIF1 [61]. 

 

 

 

II.2.3. Les systèmes antioxydants  

II.2.3.1. Introduction 

      Les radicaux libres sont produits spontanément et de manière continue au sein de notre 

organisme. Le maintien d’un niveau non cytotoxique des ROS est assuré par des systèmes 

antioxydants enzymatiques ou non enzymatiques [73]. Un déficit ou un dysfonctionnement 

de ces systèmes engendre une augmentation des dommages tissulaires. L’avènement de la 

Biologie Moléculaire a permis de démontrer que les antioxydants sont des molécules qui 

possèdent des propriétés allant bien au-delà de leur capacité à piéger les ROS. 

Expérimentalement, il a été bien prouvé que les antioxydants présentent des activités 

anticancéreuses non seulement en piégeant des ROS mais aussi en augmentant la réponse 

immunitaire, en diminuant l’expression d’oncogènes ou en inhibant l’angiogenèse des 

tumeurs. Des recherches sur des cellules cancéreuses en culture ont démontré que le 

sélénium diminue le nombre de mitose de ces cellules [74].  
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II.2.3.2. Systèmes antioxydants enzymatiques 

      Les antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase 

et glutathion réductase) sont considérés comme la première ligne de défense de notre 

organisme contre les ROS. La superoxyde dismutase (SOD), catalyse la dismutation de 

l’O2
°
 en H2O2. La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation 

cellulaire et par leur cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux 

ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganèse (Mn-

SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD) [75]. La distribution de ces isoformes varie 

selon le tissu. Cependant, la Mn-SOD semble indispensable à la vie, sa mutation est non 

viable ; l’espérance de vie maximale pour des souris Mn-SOD-/- n’est que de 22 jours. 

Ceci n’est pas le cas pour la forme cytosolique bien que l’espérance de vie chez des souris 

transgéniques Cu/Zn-SOD-/- est de 130 à 180 semaines [76].   

 

      La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son rôle est 

d’accélérer la dismutation du H2O2 en H2O et O2. Lors de cette réaction deux molécules de 

GSH sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). Il existe également une GPx associée à 

la membrane mitochondriale, la phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase 

(PHGPx), qui est spécifiquement impliquée dans la diminution de la peroxydation 

lipidique [77]. Il y a aussi la glutathion réductase qui a pour rôle de régénérer le GSH à 

partir du GSSG grâce au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. Ces deux 

enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les mitochondries [78]. 

 

      Concernant la CAT, elle est généralement responsable de l’élimination d’H2O2 par une 

transformation en H2O et O2. Contrairement à la GPx, l’affinité de la CAT pour l’H2O2 est 

plus élevée seulement lorsque les teneurs en H2O2 sont accrus [76]. Cette enzyme est 

abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les 

peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol [79]. 

 

II.2.3.3. Systèmes antioxydants non enzymatiques 

      Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas 

synthétisés par l’organisme et doivent être apportés par l’alimentation. Dans cette catégorie 

d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, le GSH, l’ubiquinone, le cytochrome c et 

les vitamines E et C. Les oligoéléments comme le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse 

(Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre le 
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stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requièrent un cofacteur pour maintenir 

leur activité catalytique [80]. 

 

      Le GSH réduit le H2O2 grâce à la réaction catalysée par la GPx. Il peut aussi réduire les 

radicaux formés par l’oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de 

peroxydation lipidique [79]. Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) 

est utilisé comme marqueur du stress oxydant car plus le flux d’H2O2 est important, plus le 

glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé est augmenté [81]. 

 

      L’ubiquinone et le cytochrome c sous leurs formes semi-radicalaires, jouaient un rôle 

fondamental dans la production des ROS. Inversement, il a pu être défini que la forme 

« ubiquinol » agissait comme antioxydant [79]. L’ubiquinol protège les membranes contre 

la peroxydation lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de H2O2. 

L’ubiquinone est également impliqué dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie 

son rôle protecteur contre les ROS [82]. Le cytochrome c présent dans l’espace 

intermembranaire a un rôle de détoxification en captant l’électron libre d’O2
°
 produit au 

niveau de la chaîne respiratoire. Ainsi réduit, il cède cet électron au complexe IV formant 

du cytochrome c oxydé et de H2O [83].   

 

      Les vitamines E et C semblent être plus importants dans la lutte contre de stress 

oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi 

séquestrer les radicaux libres empêchant la propagation des réactions de peroxydation 

lipidique. La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide 

extracellulaire ; elle peut capter directement l’O2° et OH
°
. Elle peut aussi réduire le radical 

α-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E [84]. 

 

      Toutes ces défenses peuvent être renforcées par des apports exogènes en flavonoïdes 

qui se trouvent en grande quantité dans le thé vert et les légumes. Enfin, un système 

secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN endonucléases, de ligases et de 

macroxyprotéinases empêche l’accumulation dans la cellule de lipides, d’ADN et de 

protéines oxydés et participe à l’élimination de leurs fragments toxiques [58].   
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II.3. Quelques sources naturelles de substances antioxydantes 

 

II.3.1. Introduction 

      Il y a plus de 20 000 espèces de plantes utilisées en médecine traditionnelle, et ce sont 

toutes des réservoirs potentiels pour des substances actives. L’utilisation des molécules 

naturelles pour remédier au phénomène d’oxydation et ses conséquences sur la santé ont 

fait l’objet de nombreuses recherches. Les activités antioxydantes des extraits d’une grande 

variété de plantes ont été mises en évidence [85].  

 

II.3.2. La propolis  

      La propolis ou la colle de l’abeille désigne une série de substances résineuses, 

gommeuses et balsamiques de circonstance visqueuse recueillies sur certaines parties des 

végétaux par les abeilles ouvrières spécialisés (Butineuses), qui les rapportent à la ruche, 

les additionnent et les modifient vraisemblablement en partie par l’apport de certaines de 

leurs sécrétions propres [86]. L’utilisation de la propolis remonte à l’Egypte antique et de 

façon certaine au Grèce ; d’où viens son nom « pro » : en avant et «  polis » signifie la cité 

ou la ville. En fait ce nom provient du fait que les abeilles utilisent cette substance à l’entré 

de la ruche [87]. Les anciens égyptiens, l’utilisaient pour embaumer les corps des défunts, 

et pour soigner et anesthésier les caries dentaires. En Europe, on trouve quelques traces de 

son usage, dans le traitement des plaies aux 18
éme

 et 19
éme

 siècles, mais c’est surtout à 

l’occasion de la guerre des Boers en Afrique du sud, qu’elle connaît son apogée 

d’utilisation, dans le cadre de ses propriétés désinfectantes et cicatrisantes. En union 

soviétique les apiculteurs ont utilisé la propolis comme un médicament pour les animaux 

depuis le 19
ème 

siècle [88]. 

 

      La composition chimique de la propolis est variable selon l’origine géographique et 

l’écologie de l’abeille, ainsi que les arbres et les végétaux se trouvant dans son écosystème 

[89]. Malgré les différentes sources végétales dont la propolis est issue, elle présente tout 

de même qualitativement de nombreuses substances qui s’y retrouvent de façon constante 

et relativement stable. Globalement la propolis est constituée de : 50 à 55% de résines et 

baumes, 25 à 35% de cire, 10% d’huiles essentielle, 5% de pollen et 5% de matières 

organiques et minérales diverses. Jusqu’à présent, il a été identifié plus de 300 constituants 

dans différentes propolis mais les principaux sont de la classe des flavonoïdes de type 
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aglycone. Chimiquement, les aglycones de la propolis sont les flavones, flavonoles, 

flavonones et dihydroxyflavonoles [90]. 

 

      La diversité d’éléments actifs et complémentaire que la propolis comporte, lui assure 

des propriétés thérapeutiques. L’étude des activités de la propolis a éveillé l’intérêt de 

nombreux chercheurs, l’ensemble des chercheurs montrent que la propolis a plusieurs 

activités à savoir : l’activité antioxydante, antibactérienne, antifungique, antivirale, hépato-

protective, pro-apoptotique et anti-tumoral [91]. C’est la présence des flavonoïdes 

essentiellement qui confère à la propolis toutes ces propriétés thérapeutiques [92].  

 

II.3.3. La plante Lepidium sativum  

      Le genre Lepidium est constitué d’environ 175 espèces, largement distribuées à travers 

le monde, c’est l’un des genres les plus représentés de la famille des Brassicacées (appelés 

aussi Crucifères) qui ont été durant ces deux dernières décennies le centre de recherches 

intenses basées sur leurs bienfaits sur la santé humaine [93].  

 

      La plante L. sativum (cresson alénois) autrement connu comme cresson du jardin, est 

une herbe annuelle à croissance rapide [94]. Originaire de l’Orient, de l’Egypte jusqu’au 

Tibet, le cresson alénois était cultivé en Europe dés l’Antiquité [95]. Elle est très riche en 

plusieurs constituants, dont la teneur varie selon les conditions géographiques et 

climatiques, ainsi que les méthodes d’extraction. Le rendement d’huiles des graines de la 

plante L. sativum est de 23%. Cette huile est riche en acide gras (acides oléique, acide 

linolénique, acide palmitique, acide linoléique, acide stéarique et acide arachidique) [96]. 

 

      Les principaux composés antioxydants du cresson sont les caroténoïdes dont le bêta-

carotène, la lutéine et le zéaxanthine, et les flavonoïdes. Le cresson contient presque 

exclusivement des flavonoles, dont le kaempferol et la quercétine [97]. En outre, le cresson 

contient de grandes quantités de glucosinolates ; ces composés se retrouvent 

principalement dans les crucifères et sont biologiquement inactifs, mais lorsque l’aliment 

subit des dommages physiques, ils entrent en contact avec une enzyme présente dans la 

plante (la myrosinase) et se transforment alors en molécules actives, comme les 

isothiocyanates [98]. La composition en vitamines a été déterminée et révèle la présence 

des vitamines (A, B2, B6, B9, K, et C). Moser  et ses collaborateurs ont analysé les 

vitamines liposolubles de la plante L. sativum et ont pu identifier toutes les classes des 
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tocophérols dans l’huile [96]. Des travaux sur sa composition minérale ont rapporté que sa 

teneur en potassium, phosphore, manganèse, fer et le cuivre est importante [95]. 

 

      La plante L. sativum posséde des propriétés médicinales diverses, les feuilles de cette 

plante sont diurétiques et doucement stimulant. Les graines sont laxatives, diurétiques, 

toniques et adoucissantes. Une étude pharmacologique préliminaire sur des graines de la 

plante L. sativum a suggéré la présence d’une substance cardioactive douée d’une action 

probable par les adrénergiques, et aussi préconisée comme stomachique et expectorante 

[99]. En outre, l’extrait aqueux des graines de la plante L. sativum possède une activité 

hypoglycémiante chez des rats diabétiques, et un effet anti-hypertensif chez les rats 

hypertendus  [100 et 101]. Les propriétés antitussives et antiasthmatiques de la plante L. 

sativum sont bien reconnues depuis des siècles, elle est recommandée pour le traitement 

des maladies respiratoires [94]. La richesse de la plante L. sativum en isothiocyanates lui 

confère la capacité de limiter la progression du cancer [98]. En effet, la consommation 

d’aliments contenant des isothiocyanates a été associée à une diminution du risque du 

cancer du poumon, particulièrement chez les fumeurs [102]. De plus, des chercheurs ont 

démontré que les constituants de la plante L. sativum catalysent l’UDP 

glucuronosyltransférase, une enzyme qui joue un rôle clé dans la détoxification des amines 

hétérocycliques aromatiques, l’activation de cette enzyme pourrait être responsable de la 

réduction observée des effets génotoxiques et des lésions prenéoplasiques [103].  
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III.1. Matériel végétal et produits chimiques 

      Les graines de la plante L. sativum ont été procurées localement d’un spécialiste de 

plantes médicinales à Jijel, en Mars 2010, tandis que l’extrait de la propolis a été fourni 

gracieusement par le Professeur LAHOUEL Mesbah, Directeur du laboratoire de 

Toxicologie Moléculaire à l’Université de Jijel. La propolis a été récoltée durant l’été après 

la miellé, elle provient de l’Est Algérien, de la coopérative apicole de Kaous à Jijel. 

L’extraction des substances bioactives contenues dans la propolis a été réalisée dans 

l’éthanol et le méthanol. Cent grammes de propolis brute ont été coupés en petits morceaux 

puis additionnés de neuf volumes d’éthanol à 95 % puis laissée pour macération pendant 

15 jours avec agitation de temps en temps. Après filtration, le filtrat a été évaporé à 79 °C. 

Le résidu a été repris dans le méthanol à 70 % et laisser à macération pendant une nuit. 

Après évaporation du solvant à l’évaporateur, l’extrait obtenu a été appelé extrait brut 

éthanolique de la propolis (EEP). Pa ailleurs, le CPF a été procuré sous forme liquide à une 

concentration de 480 g/L, auprès d’un spécialiste de protection des végétaux, tandis que le 

B(a)P est provenu de la société Sigma Aldrich.  

 

III.2. Animaux 

      Les animaux utilisés sont des rats femelles de race Wistar Albinos, dont le poids est 

compris entre 150 et 200 g, fournis par l’Institut Pasteur d’Alger (Algérie). Tous les 

animaux sont de statut sanitaire EPOS (Exempts d’organismes pathogènes spécifiques). La 

stabulation des animaux se fait dans une animalerie périphérique dédiée aux rats et dont 

l’ambiance a été contrôlée (température 20-25 °C, photopériode de 12 heures/24) dans des 

cages rectangulaires fabriqués en matière plastique opaque. Comme le protocole ne s’est y 

oppose pas, la nourriture (croquettes provenant de la société de production des aliments 

pour animaux) et la boisson ont été servies « ad libitum ». Les animaux ont été répartis en 

huit lots selon le type de traitement.  

 

III. 3. Préparation de l’extrait brut méthanolique des graines de la plante L sativum  

      L’extraction des substances bioactives contenues dans les graines de la plante L. 

sativum a été réalisée dans le méthanol selon la méthode de Brunton [104]. Les graines 

préalablement nettoyées et broyées, ont été mises à macérer dans un mélange méthanol/eau 

(7:3 V/V) à un rapport de 1/10 (P/V) pendant 48 heures à température ambiante. L’extrait 

hydro-alcoolique a été récupéré dans un premier temps après filtration du mélange sur 

papier filtre, le méthanol a été  éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite à 45 
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°C dans un évaporateur rotatif (Evaporator E100). Permettant ainsi, d’obtenir un extrait 

caractérisé par une couleur brune foncée, qui a été considéré comme étant l’extrait brut 

méthanolique (EBM) des graines de la palnte L. sativum, ce dernier a été ensuite 

lyophilisé. 

 

III.4. Analyse par CG/MS des extraits bruts de la propolis et des graines de la plante 

L. sativum  

      La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG/MS) a 

été utilisée pour analyser les substances présentes dans les extraits bruts de la propolis et 

des graines de la plante L. sativum. Nous avons utilisé un chromatographe QP 210 de 

SHIMADZU, équipé d’un injecteur Split. Le gaz vecteur choisi a été l’hélium N55 dont le 

débit a été fixé à 0.7 ml/min. Une colonne capillaire SE 30 (25 m x 0.25 mm, épaisseur du 

film : 0.25 μm) a été utilisée. L’injection se fait en mode Split pendant 1 min. Un volume 

d’échantillon de 1 μl a été injecté manuellement à l’aide d’une micro-seringue. La 

température est programmée entre 100 et 310 °C à une vitesse de 5 °C/min selon le 

protocole de Bankova et al [105].  

 

      L'identification a été réalisée par comparaison des résultats (pics) avec la bibliothèque 

de spectres de masse NIST « The National Institue of Standards and Technology » 

comportant des références pour 147 198 molécules différentes. Cette banque de donnée 

fournit pour chaque spectre une liste de substances avec leur poids moléculaire, leur pic de 

base, leur pureté et leur fit (ajustement) pour le spectre. Nous avons choisi les fîtes les plus 

élevés révélateurs que la substance correspond le mieux au spectre de masse. 

 

III.5. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes de l’EBM des graines de la 

plante L. sativum  

      La teneur en  polyphénols de l’EBM des graines de la plante L. sativum a été estimée 

par la méthode de Li et al [106]. Brièvement, 1ml de réactif de Folin (10 fois dilué) a été 

ajouté à 200 μl d’échantillon (préparé dans le méthanol) avec dilutions convenables. Après 

5 min, 800 μl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) ont été additionnés au 

milieu réactionnel. Après 2 heures d’incubation à température ambiante et à l’obscurité, la 

densité optique (DO) a été mesurée à 765 nm. La concentration des polyphénols a été 

calculée à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide 
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gallique et a été exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme 

d’extrait (mg EAG/g d’extrait).  

 

      Par ailleurs, la méthode de Bahorun et al [107] a été utilisée pour quantifier les 

flavonoïdes dans l’extrait des graines de la plante L. sativum. A 1 ml d’échantillon, a été 

ajouté 1 ml de la solution d’AlCl3 à 2 %. Après 10 minutes, la DO a été lue à 430 nm. La 

concentration des flavonoïdes a été déduite à partir d’une gamme d’étalonnage établie avec 

la quercétine et a été exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme 

d’extrait (mg EQ/g d’extrait). 

 

III.6. Estimation de l’activité anti-radicalaire de l’EBM des graines de la plante L. 

sativum 

      Pour étudier l’activité anti-radicalaire de l’EBM des graines de la plante L. sativum, 

nous avons opté pour la méthode de Mansouri et al [108] qui utilise le DPPH (diphényl 

picryl-hydrazyl) comme un radical libre stable. Brièvement, la solution de DPPH a été 

préparée par solubilisation de 2.4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. 25 μl de l’EBM 

des graines de la plante L. sativum de différentes concentrations (25, 50, 75 et 100 µg/ml) 

ont été ajoutés à 975 μl de la solution de DPPH, le mélange a été laissé à l’obscurité 

pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrôle négatif contenant uniquement la 

solution de DPPH a été mesurée à 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée selon 

l’équation suivante : % d’activité anti-radicalaire = [(DO contrôle - DO échantillon) / Abs 

contrôle] x 100 

 

III.7. Animaux traités par les différentes substances employées 

      L’étude a été réalisée sur 28 rats Wistar Albinos femelles, dont le poids est compris 

entre 150 et 200 g. Deux modèles animaux d’intoxication ont été développés, en utilisant 

soit le B(a)P, soit le CPF. Nous avons aussi cherché à tester la présence d’effets 

protecteurs potentiels des extraits bruts de la propolis et des graines la plante L. sativum 

contre, respectivement, les méfaits du B(a)P et du CPF.  

 

      Quatre lots d’animaux de 3 rats chacun ont été utilisés pour la production du modèle 

animal intoxiqué par le B(a)P, le premier groupe a servi de contrôle ; ses animaux ont reçu 

1ml d’huile d’olive. Les animaux du groupe 2 ont été traités par une dose unique du B(a)P 

solubilisé dans l’huile d’olive à 100 mg/kg du poids animal par voie intrapéritonéale. Les 
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animaux du groupe 3 ont été prétraités par une dose unique du B(a)P à 100 mg/kg du poids 

animal par voie intrapéritonéale et après 14 semaines les animaux ont été traités par l’EEP 

à 100 mg/kg du poids animal par voie orale pendant trois jours. Enfin, les animaux de 

groupe 4 ont été traités par l’EEP à 100 mg/kg du poids animal par voie orale, et ceci, 

pendant 3 jours. Les doses du B(a)P et de l’EEP ont été choisies selon le protocole de 

Gunning et al [109] et Lahouel et al [110] respectivement.   

 

      Les animaux du deuxième modèle ont été aussi répartis en quatre groupes. Le premier 

lot a reçu 1ml du DMSO (diméthyl sulfoxide) à 0.5 % par voie orale chaque jour pendant 

28 jours et représentait le lot témoin. Les animaux de groupe 2, ont reçu par gavage une 

dose quotidienne du CPF à 6.75 mg/kg du poids animal (1/20 DL50) solubilisé dans le 

DMSO pendant 28 jours. Les animaux de groupe 3, ont reçu par gavage une dose 

quotidienne de 100 mg/kg du poids animal de l’EBM des graines de la plante L. sativum, 

trente  minutes après, le CPF solubilisé dans 0.5 % du DMSO à une dose de 6.75 mg/kg du 

poids animal (1/20 DL50) a été administré par gavage pendant 28 jours. Enfin, le dernier lot 

a reçu une dose quotidienne de l’EBM des graines de la plante L. sativum à 100 mg/Kg du 

poids animal par voie orale, et ceci, pendant 28 jours. Les doses du CPF et de l’EBM des 

graines de la plante L. sativum ont été choisies selon le protocole de Mansour et al [111] et 

Al-Yahya et al [112] respectivement.   

 

      A la fin des délais d’administration, les animaux ont été sacrifiés, le foie et le poumon 

ont été immédiatement prélevés et rincés par l’eau physiologique (le foie est prélevé à 

partir du premier et du deuxième modèle, tandis que le poumon est prélevé à partir du 

deuxième modèle). Un morceau du foie et du poumon ont été imprégnés dans une solution 

du formol à 10 % pour l’étude histologique, le reste a été stocké à -30 °C pour l’étude 

biochimique.  

 

 

 

III.8. Préparation des fractions cytosoliques et dosage des protéines totales  

      Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par  

Iqbal et al [113]. Pour cela, 1 g de tissu (foie ou poumon) a été coupé et homogénéisé avec 

3 volumes du tampon phosphate (0.1 M pH 7.4) contenant du KCl à 1.17 % à l’aide du 

broyeur de Dounce (Kontes, Glass company an ISO-9001 steered firm New Jersey USA), 
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l’homogénat a été ensuite centrifugé à 2000 rpm pendant 15 mn à 4 °C à l’aide d’une 

centrifugeuse Bioblock Scientific 55702 pour séparer les débris nucléaires et le surnageant 

a été centrifugé à 9600 rpm à 4 °C pendant 30 min. Le surnageant ainsi obtenu a été utilisé 

comme source d’enzymes. 

 

      La concentration cytosolique des protéines a été évaluée par la méthode de Lowry et al 

[114]. A 1 ml de la fraction cytosolique a été ajouté 1 ml du réactif de Lowry, le mélange a 

été bien agité puis incubé à température ambiante pendant 15 min. Ensuite 3 ml de réactif  

Folin-ciocalteu dilué à 10 % ont été ajoutés au mélange précédent, ce dernier a été incubé à 

température ambiante à l’obscurité pendant 45 min. La DO a été mesurée à 750 nm. Dans 

les mêmes conditions, une gamme étalon a été établie, en utilisant le sérum albumine 

bovine (BSA).  

 

III.9. Dosage des taux cytosoliques du MDA et du GSH 

      Le taux du MDA a été évalué par la méthode de d’Okhawa et al [115]. Nous avons 

homogénéisé 1g de tissu (foie ou poumon) avec 3 volumes de solution KCL 1.15 M, par un 

broyeur de Dounce. A 0.5 ml de l’homogénat, nous avons additionné 0.5 ml d’acide 

trichloracétique (TCA) 20 % et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67 %. Le mélange a 

été chauffé à 100 °C pendant 15 min, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. 

Ensuite, le mélange obtenu a été centrifugé pendant 15 min à 3000 rpm/min à l’aide d’une 

centrifugeuse Bioblock Scientific 55702, la DO de surnageant à 530 nm a été déterminée. 

Le taux du MDA a été déduit à partir d’une droite d’étalonnage préparée dans les même 

conditions que les échantillons avec de 1, 1, 3, 3-tetramethoxypropane. La concentration en 

MDA a été exprimée en nmole/g de tissu.   

 

      Pour le dosage du GSH, nous avons utilisé la méthode colorimétrique d’Ellman [116] 

qui est basée sur le réactif DTNB (acide 5, 5-dithiobis 2-nitrobenzoique). Pour cela, 1 g de 

tissu (foie ou poumon) ont été coupés et homogénéisés avec 3 volumes de TCA 5 % à 

l’aide d’un broyeur de Dounce puis centrifugé à 2000 rpm en utilisant une centrifugeuse 

Bioblock Scientific 55702. Ensuite, 50 µl de surnageant ont été dilués dans 10 ml de 

tampon phosphate 0.1 M pH 8. A 3 ml du mélange de dilution, nous avons additionné 20 

µl de DTNB 0.01 M. Après 15 min d’incubation la lecture de la DO a été effectuée à 412 

nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions avec le TCA 5 %.  Le taux du GSH 
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a été déduit à partir d’une gamme étalon du GSH préparé dans les mêmes conditions que le 

dosage et les concentrations ont été exprimées en mmoles/g de tissu. 

 

III.10. Mesure des activités cytosoliques de GGT, de la GST et de CAT 

      L’activité de GGT a été déterminée selon la méthode décrite par Meister et al [117]. 1 

g de tissu (foie ou poumon) a été homogénéisé avec 3 volumes du tampon Tris Mgcl2 (Tris 

0.1 M, Mgcl2 20 mM pH 9), l’homogénat obtenu a été centrifugé à 4000 rpm pendant 15 

min en utilisant une centrifugeuse Bioblock Scientific 55702. Ensuite, 50 µl de surnageant 

a été incubé pendant 30 min à 25 °C en présence de 200 µl de substrat (gamma-glutamyl 

paranitroanilide 1 mM), de 100 µl de tampon Tris Mgcl2 et de 650 µl d’eau distillée. La 

réaction enzymatique a été arrêtée par l’addition de 1 ml d’acide acétique (1N). La DO a 

été lue par spectrophotomètre à 405 nm. L’activité enzymatique a été exprimée en UI/g de 

protéine selon la relation suivante : 

GGT en UI/g de protéines= [(DOéchantillon – DOcontrôle) x 0.0602 x Véchantillon]/g de protéines 

 

      Par ailleurs, l’activité de la GST a été évaluée selon la méthode de Habig et al [118]. 

Un mélange de 850 µl de tampon phosphate 0.1 M pH 6.5 et de 50 µl du 

chlorodinitrobenzène (CDNB) 20 mM a été préparé et incubé à 37 °C pendant 10 min. La 

réaction a été déclenchée par l’addition à ce mélange de 50 µl d’une solution de glutathion 

20 mM et 50 µl de la fraction cytosolique. La DO a été mesurée à 340 nm toutes les 

minutes pendant 5 min. Les résultats de l’analyse ont été calculés selon la formule ci-

dessous, ils ont été exprimés en UI/g de protéines. 

GST en UI/g de protéines = [(DOéchantillon – DOcontrôle) x 100/ (9.6 x 0.05)]/g de protéines  

 

      Parallèlement, l’activité de CAT a été déterminée, en adoptant la méthode de 

Clairborne [119]. En bref, un mélange réactionnel a été formé de 1 ml du tampon 

phosphate (0.1 M pH 7.2), 950 µl de H2O2 0.019 M, et 25 µl de la source enzymatique. La 

lecture de la DO a été effectuée à 240 nm chaque minute pendant 2 minutes. L’activité 

enzymatique a été exprimée en UI/g de protéine selon la relation suivante : 

K=2.3/∆t*log10 (DO0/DOt)/g de protéines (Sachant que : DO0 : DO au temps 0 ; DOt : DO 

après 1 mn ; ∆t : Intervalle de temps en mn). 

 

III.11. Etude histologique 
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      La fixation des organes a été réalisée immédiatement après prélèvement des organes à 

température ambiante dans le formol à 10 %. Les organes ont été ensuite déshydratés dans 

des bains successifs de 20 min chacun dans l’éthanol 70°, l’éthanol 90°, l’éthanol absolu, 

puis deux bains de xylène. Enfin l’organe a été prêt pour son inclusion dans la paraffine. 

 

      Chaque bloc de paraffine a été débité à l’aide d’un microtome en coupes de 5 µm 

d’épaisseur. Chaque coupe a été délicatement déposée dans un bain-marie à 50 °C et 

récupérée sur une lame. Les lames ont été ensuite placées à l’étuve à 60 °C pendant une 

heure afin de faire fonder la paraffine. Le surplus de paraffine a été enlevé en trempant les 

lames dans deux bains successifs de 15 min chacun dans le xylène suivi de deux autres 

bains de même durée dans l’éthanol absolu. Les coupes ont été réhydratées, en les 

plongeant dans des bains successifs d’éthanol 95°, deux bains d’éthanol 70° et un bain 

d’eau distillée. 

 

      Une fois que les coupes ont été déparaffinées, elles ont été trempées dans un bain 

d’hématoxyline pendant 30 secondes. Les éléments basophiles de tissu vont alors prendre 

une coloration rouge-violette. Les lames ont été rincées dans deux bacs d’eau de robinet 

successifs puis trempées et agitées 2 à 3 fois dans un bain contenant 1 % d’acide 

chlorhydrique 32 % et 99 %, ensuite d’éthanol 96 %. Les lames ont été encore rincées avec 

de l’eau puis trempées dans une solution d’eau ammoniacale à 0.25 % jusqu’à obtention 

d’une couleur bleue (coloration violette des noyaux). Les lames ont été rincées puis 

disposées dans un bain d’éosine pour colorer les éléments acidophiles du tissu. Après un 

rinçage, les lames ont été trempées dans trois bains successifs d’éthanol 100 % 

(décoloration) puis passées rapidement dans un bain de toluène. Les lames ont été ensuite 

scellées avec une lamelle à l’aide d’une colle EUKITT et conservée dans des boites à 

températures ambiante jusqu’à l’analyse sous microscopes [120]. 

  

III.12. Analyse statistique 

      Les résultats ont été donnés sous forme de moyennes et écart-types. La différence entre 

les moyennes des témoins et des groupes traités par le B(a)P ou le CPF a été déterminée 

par le test de student, et par l’analyse de variance à un facteur ANOVA (one-way analysis 

of variance) par le logiciel SPSS 13.0 pour la comparaison entre les différents groupes lors 

de  l’évaluation de l’effet préventif des extraits bruts alcooliques de la propolis et de la 

plante  L sativum. Toutes les analyses ont été réalisées au seuil de signification de 5 %. La 
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valeur trouvée par le calcul peut affirmer que les populations sont différentes avec un 

risque d’erreur p tel que : différence non significative : NS ; différence significative : p < 

0.05 (*); différence très significative : p <  0.01 (**)  et différence hautement significative : 

p < 0.001 (***). 

 



  

                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

IV. Résultats et discussion 
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IV.1. Caractérisation de la toxicité hépatique induite par le benzo(a)pyrène  

IV.1.1. Mise en évidence des altérations histologiques hépatiques  

      L’étude histologique a pour but de vérifier l’existence des différences dans 

l’architecture du foie. Elle a été faite sur des fragments isolés du foie de rats témoins non 

traités et des rats ayant reçus une dose unique du B(a)P à 100 mg/kg du poids animal par 

voie intrapéritonéale en procédant à une coloration d’hématoxyline éosine qui permet 

d’apprécier l’état basal d’un tissu. Observées au microscope optique (Gx100), les coupes 

des foies des rats témoins montrent l’organisation histologique d’un foie normal (Figure 

5A). Le lot pathologique traité par le B(a)P (figure 5B), présente des nécroses à petit foyer, 

qui s’accompagne d’un filtrat inflammatoire (figure 5B, I), dû à la libération du contenu 

cellulaire y compris les cytokines, spécifique au phénomène inflammatoire. Lin et Yang 

ont montré que le B(a)P cause la mort des cellules HepG2 par nécrose suite à une 

activation de PARP1 (poly ADP-ribose polymérase 1) et l’épuisement de NAD
+ 

qui 

conduit à une inhibition de la glycolyse et la production d’ATP [121]. La PARAP1 est une 

enzyme nucléaire qui participe dans la nécrose et l’apoptose [122 et 123]. Nous avons 

observé aussi des modifications cytoplasmiques, des infiltrations des cellules 

polynucléaires, une perte d’architecture et des septas fibreuses et inflammatoires (figure 

5B, F). 

 

 

   

 
Figure 5. Résultats d’analyse par microscope optique des  tissus hépatiques traités par le B(a)P. 

Les coupes histologiques ont été obtenues à partir des rats traités ou non par le B(a)P et observées 

par microscope optique (Gx100), après coloration par hématoxyline éosine, selon, le protocole de 

Martoja et Martoja [120]. A : rats témoins non traités montrant une architecture hépatique 

normale. B : rats traités par une dose unique de 100 mg/Kg du B(a)P par voie intrapéritonéale 

montrant une infiltration inflammatoire (I), des septas fibreuses et inflammatoires (F). 

A B 

F 

I 
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IV.1.2. Evaluation du stress oxydatif hépatique  

      L’objectif de cette partie du travail est d’évaluer le stress oxydatif au niveau du foie 

après traitement des rats par le B(a)P avec une dose unique de 100 mg/Kg du poids animal 

par voie intrapéritonéale parce que le foie est le lieu du métabolisme des xénobiotiques et 

que le stress oxydatif induit par le B(a)P dans le foie n’est pas bien étudié. Afin d’étudier le 

stress oxydatif engendré par le B(a)P, nous avons mesuré les taux du MDA et du GSH et 

nous avons aussi évalué les activités de GGT, de la GST, et de CAT.    

      

      Les dégâts cellulaires provoqués par le B(a)P sur les macromolécules biologiques ont 

été quantifiés à travers la mesure des lipides oxydés. Il existe de nombreux marqueurs de la 

peroxydation lipidique dont le MDA qui est sans doute le représentant de la peroxydation 

lipidique le plus connus et le plus utilisé. Ce dernier perturbe la fluidité membranaire, rend 

la membrane plus perméable, modifiant ainsi les hémostasies chimiques et redox 

cellulaires [124].  

 

      La quantification du taux du MDA est généralement acceptée comme indicateur du 

stress oxydatif résultant d’une surproduction des ROS et d’une diminution des défenses 

antioxydantes [125]. Le taux du MDA a été mésuré par le test de TBARS (Thiobarbituric 

Reactive Species). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et à chaud (100 °C) 

entre le MDA et deux molécules d’acide  thiobarbiturique (TBA), d’un pigment coloré 

absorbant à 530 nm, extractible par les solvants organiques comme le butanol. La réaction 

mesure non seulement le MDA préexistant, mais aussi le MDA formé de manière 

artefactuelle par décomposition thermique des peroxydes, et ceux générés au cours de la 

réaction. Le résultat du dosage du MDA par le TBA est donc la somme du MDA 

préexistant lié ou non aux molécules biologiques, des peroxydes lipidique, des produits 

d’auto-oxydation des acides gras et autres substances qui donnent naissance soit à du 

MDA, soit à des molécules réagissant avec l’acide thiobarbiturique. C’est pourquoi à la 

notion initiale de dosage du MDA s’est substituée la notion de TBARS. Cette technique est 

assez controversée puisque de nombreuses revues soulignent l’hétérogénéité des résultats 

obtenus, s’appuyant sur le fait que le MDA n’est pas le seul composé qui peut réagir avec 

le TBA car d’autres aldéhydes (formaldéhyde, acétaldéhyde) et d’autres substances non 

lipidiques comme les protéines peuvent réagir avec le TBA [126].  
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      Une nouvelle méthode a été proposée en 2001, pour effectuer un dosage du MDA 

réellement produit par le B(a)P. Cette méthode est fondée sur la dérivatisation du MDA, en 

milieu acide à 37 °C, par du diaminonaphtalène pour former un composé diazepinium. Ce 

diazepinium est quantifié par chromatographie liquide haute performance couplée à une 

spectrométrie de masse (HPLC/MS). La mesure du MDA est très spécifique car le dérivé 

formé possède un spectre avec maximum d’absorption à 311 nm alors que les autres 

aldéhydes ont un maximum à 235 nm. Cette méthode mesure spécifiquement le MDA et 

permet d’éviter les interactions avec les protéines [127]. 

 

      Nos résultats montrent une augmentation significative (p < 0.05) du taux du MDA chez 

les rats traités par le B(a)P par rapport aux rats témoins. Ces valeurs  respectives : 18.18 ± 

2.49 nmole/g et 9.89 ± 3.20 nmole/g de foie (figure 6A). Une telle hyperperoxydation 

pourrait être le résultat d’une modification importante du statut redox cellulaire dans le foie 

en faveur des prooxydants, car le B(a)P s’est avéré générateur des radicaux libres qui par 

leur pouvoir oxydant, sont à l’origine de l’oxydation de l’ADN, de lipides et des protéines. 

Cela est en accord avec les résultats de Kamaraj et ses collaborateurs qui ont trouvé une 

augmentation du taux de MDA dans le poumon des rats traité par le B(a)p [5]. 
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Figure 6. Effets du B(a)P sur les taux cytosoliques du MDA et du GSH dans les tissus 

hépatiques. Les taux ont été mésurés à partir des tissus hépatiques provenant des rats traités ou 

non par le B(a)P, selon, les methodes d’Okhawa et al [115] et d’Ellman [116]. A : effet sur le 

MDA ; B : effet sur le GSH. Témoins : rats non traités ; B(a)P : rats traités par une dose unique de 

100 mg/Kg du B(a)P par voie intrapéritonéale. * : différence significative ; *** : différence 

hautement significative.  

 

*  
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A  
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      Nous avons aussi remarqué une diminution hautement significative du taux du GSH (p 

< 0.001) chez les rats recevant le B(a)P (0.91± 0.35 mmole/g de foie) par rapport aux rats 

témoins (4.91 ± 0.36 mmole/g de foie) (figure 6B). La concentration intracellulaire en 

GSH est considérée par certains auteurs comme un véritable marqueur de l’état de santé 

d’un individu. Ce peptide, est l’un des systèmes les plus puissants intervenant dans la 

détoxification des ROS, en réduisant à la fois le peroxyde d’hydrogène et les 

hydroperoxydes lipidique [128]. 

 

      Le glutathion, est un tripeptide synthétisé par toutes les cellules de l’organisme ; le foie 

reste la source principale [129]. Il existe sous deux formes chimiques, la forme oxydée 

(GSSG) et la forme réduite (GSH) qui représente 98 à 99% du glutathion total. La fonction 

sulfhydryle (-SH) est à l’origine de sa grande réactivité et de son pouvoir réducteur 

puissant. Le GSH permet la détoxification de certains xénobiotiques électrophiles et  

l’inactivation des composés oxygénés réactifs [124]. Il joue son rôle antioxydant également 

en synergie avec les enzymes antioxydantes telles que la GPx, la CAT et la SOD [130].  

 

      Lors du traitement des rats par le B(a)P, le taux du GSH est nettement diminués suite à 

son action de neutralisation des radicaux libres, générés par le B(a)P, ce phénomène aussi 

provoque sa déplétion et facilite la peroxydation des lipides et l’oxydation des protéines. 

Par ailleurs, le GSH sert également de substrat pour la GST qui catalyse sa conjugaison 

avec le B(a)p, participant ainsi à la détoxication de ce dernier. Lin et Yang ont observé une 

augmentation du taux du GSH après traitement des cellules HepG2 par le B(a)P pendant 24 

heures, cela veut dire que le GSH participe à la détoxification du B(a)P, et il est aussi 

impliqué dans la régulation redox du cycle cellulaire [131].  

 

      Nous avons également apprécié l’effet du B(a)P sur l’activité du GGT (figure 7). Le 

traitement des rats par le B(a)p a conduit à une augmentation non significative de l’activité 

du GGT avec une valeur de 1273.66 ± 603.21 UI/g de protéines par rapport au groupe 

témoin 745.33 ± 225.71 UI/g de protéines. La GGT est une glycoprotéine principalement 

trouvée dans les membranes des cellules. Cette enzyme est moins solidement ancrée dans 

la membrane, donc sa libération se fait plus facilement. La GGT catalyse le transfert de 

gamma glutamyl provenant du glutathion, à un acide aminé, ou bien à une molécule d’eau. 

Elle participe ainsi dans le transfert des acides aminés et la détoxication cellulaire [132].  
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Figure 7. Effet du B(a)P sur l’activité cytosolique de GGT dans les tissus hépatiques. L’activité 

de GGT a été mésurée à partir des fractions cytosoliques provenant des rats traités ou non par le 

B(a)P, selon, la methode de Meister et al [117]. Témoins : rats non traités ; B(a)P : rats traités par 

une dose unique de 100 mg/Kg du B(a)P par voie intrapéritonéale. NS : différence non 

significative.  

 

 

 

      L’augmentation de l’activité de GGT est due probablement à l’utilisation du GSH 

extracellulaire qui neutralise les radicaux libres formés, parce que nous avons déjà indiqué 

que le taux du GSH intracellulaire est diminué après le traitement par le B(a)P. La GGT 

catalyse la première étape dans la dégradation du GSH extracellulaire, elle hydrolyse la 

liaison gamma glutamyl entre le glutamate et la cystéine. Dans ce processus, la GGT libère 

le cystéinylglycine, qui va ensuite se dégradé en cystéine et glycine par une dipeptidase de 

la membrane plasmique. La cystéine résultante de la dégradation du GSH extracellulaire 

par la GGT est essentielle pour la synthèse de nouvelles molécules du GSH intracellulaire 

[132].  

 

      Plusieurs études ont été consacrées pour montrer la relation entre l’activité de GGT et 

le niveau cellulaire du GSH. Rajpert-De Meyts et ses collaborateurs ont étudié le rôle de la 

GGT dans l’utilisation cellulaire du GSH ; en utilisant des fibroblastes NIH-3T3 qui ont la 

capacité de la surexpression de GGT [133]. Après l’exposition aux agents épuisants le 

GSH, ils ont trouvé que ces cellules pouvaient utiliser le GSH extracellulaire beaucoup 

plus efficacement que les cellules témoins, car, le GSH extracellulaire était suffisant pour 

soutenir le niveau intracellulaire du GSH, et la reconstitution du GSH épuisé s’est produite 

plus rapidement [134]. Un certain nombre de travaux ont ainsi analysé la contribution de 

GGT dans l’utilisation de GSH extracellulaire lors la protection contre le stress oxydatif.   

NS 
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      Shi et ses collaborateurs ont observé que l’administration exogène du GSH aux cellules 

de fibroblaste NIH-3T3 pourrait aider à maintenir le GSH intracellulaire, de ce fait 

empêchant les dommages provoqués par le H2O2, l’effet protecteur a été perdu après 

inhibition de GGT [135]. En accord avec ces observations, un stress oxydatif induit par les 

quinones a conduit à une augmentation rapide de niveau d’ARNm de GGT dans les cellules 

épithéliales de poumon de rat. Stark et ses collaborateurs ont proposé un effet paradoxal de 

GGT, ils ont montré que la dégradation du GSH par la GGT est capable de jouer un rôle 

pro-oxydant suggérant que la formation de cystéinylglycine qui est un thiol très réactif a pu 

causer la réduction de fer ferrique (Fe
+3

) à (Fe
+2

) avec la production des ROS [136].  

 

      D’autre part, l’effet du B(a)P sur l’activité de la GST et de CAT a été évalué et illustré 

dans la figure 8. La GST est une protéine soluble localisée dans le cytosol et le réticulum 

endoplasmique, elle catalyse la conjugaison du GSH avec de nombreux xénobiotiques et 

leurs métabolites réactifs, pour former des métabolites plus hydrosolubles, elle joue donc, 

un rôle très important dans le processus de détoxification [137]. Le traitement des rats par 

le B(a)P a conduit à une diminution significative dans l’activité de la GST qui atteint 

245.33 ± 68.33 UI/g chez les rats traités par le B(a)P contre 430.66 ± 26.57 UI/g de 

protéines chez les rats témoins non traités (figure 8A).  

 

      La diminution de l’activité de la GST, comme nous avons constaté est imputable à la 

formation, au cours du métabolisme oxydatif, de produits réactifs qui sont des substrats 

pour la GST. Une baisse du taux de GSH et de l’activité de la GST entraînent une baisse 

des capacités de détoxification dans le foie, ce qui a pour conséquence une accumulation 

cellulaire des radicaux libres oxygénés, de produits de la peroxydation et des produits 

dérivés du métabolisme du B(a)P. Cette accumulation d’agents cytotoxiques va exacerber 

les dommages cellulaires et augmenter l’instabilité génétique par l’augmentation des 

dommages d’ADN et des protéines régulatrices du cycle cellulaires (p53). 
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Figure 8. Effets du B(a)P sur les activités cytosoliques de la GST et de CAT dans les tissus 

hépatiques. Les activités ont été mésurées à partir des fractions cytosoliques provenant des rats 

traités ou non par le B(a)P, selon, les méthodes de Habig et al [118] et de Clairborne [119]. A : 

effet sur la GST ; B : effet sur la CAT. Témoins : rats non traités ; B(a)P : rats traités par une dose 

unique de 100 mg/Kg du B(a)P par voie intrapéritonéale. * : différence significative.  

 

 

 

      Parallèlement, le traitement par le B(a)P a conduit à une diminution significative (p < 

0.05) de l’activité de CAT qui atteint 212.66 ± 105.62 UI/ g de protéines contre 817 ± 

218.13 UI/g chez les rats témoins non traités (figure 8B). La CAT est une enzyme 

majoritairement peroxysomale, en particulier, dans les hépatocytes et les érythrocytes, elle 

catalyse la dismutation du H2O2 en eau et oxygène moléculaire [138]. Elle est formée de 

quatre chaînes polypeptidiques d’environ 500 acides aminés, comportant chacune un 

groupe hémique avec un atome de fer. Pour catalyser la réaction, l’atome de fer réalise une 

coupure hétérolytique de la liaison O-O de H2O2, créant de ce fait une molécule d’eau et un 

groupement hautement oxydant qui peut ensuite oxyder une autre molécule de H2O2 pour 

donner du dioxygène et de l’eau. La baisse de l’activité de CAT pourrait être attribuée à la 

consommation de cette enzyme suite à la production excessive de H2O2 dans les cellules 

traitées par le B(a)P [139]. Cependant, la plupart des auteurs penchent pour l’hypothèse 

selon laquelle la diminution de l’activité de CAT serait due à une augmentation de la 

peroxydation lipidique [140]. 

 

     Par ailleurs, il est intéressant de supposer que la diminution des activités de la GST et 

de CAT est due probablement à une inhibition du facteur Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-

related factor 2) par la protéine p53. Le Nrf2 est un facteur de transcription qui active 

l’élément de réponse antioxydante ARE (Antioxidant Response Element) pour renforcer le 
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système antioxydant piégeur des radicaux libres. Dans les conditions normales (absence de 

stress oxydatif), ce facteur se retrouve lié à une protéine cytoplasmique Keap1 (Kelch-like 

ECH-associated protein 1) conduisant à sa désactivation et ensuite à sa dégradation. Lors 

de l’exposition aux facteurs de stress oxydatif, Keap1 subit un changement 

conformationnel libérant Nrf2, ensuite ce dernier va se transloquer vers le noyau. Deux 

mécanismes indépendants ont été impliqués dans le processus de dissociation; Keap1 

contient des cystéines réactives (C273 et C288) qui forme des liaisons disulfures 

intermoléculaires lors de l’exposition à un stress oxydatif. En outre, la dissociation du 

complexe Nfr2-Keap1 se fait par la phosphorylation de Nrf2 par la protéine Kinase C 

(PKC), activée lors de la libération du calcium induit par les ROS. L’activation de Nrf2 a 

comme conséquence l’expression de plusieurs enzymes impliquées dans la détoxification 

des xénobiotiques et la réponse antioxydante [141]. 

 

      Faraonio et ses collaborateurs ont trouvé que l’activation des antioxydants par Nrf2 est 

supprimée par p53 ; par l’interaction directe de p53 avec une séquence spécifique « ARE » 

située dans les régions promotrices des gènes codant pour les antioxydants. Considérant 

que l’apoptose induite par p53 exige une accumulation des ROS, cette désactivation de 

Nrf2 semble être visée pour empêcher la génération d’un environnement intracellulaire 

antioxydant fort qui pourrait gêner l’induction de l’apoptose [142]. Xin Hai et ses 

collaborateurs ont montré que le B(a)P active le gène de p53 par l’induction de NF- KB 

(facteur nucléaire kappa B) [34]. Le NF- KB est un facteur de transcription qui occupe une 

place centrale dans la régulation de la réponse inflammatoire et immune, en induisant 

l’expression de différents gènes dont ceux codant pour de nombreuses cytokines, des 

récepteurs intervenant dans la reconnaissance immune, des protéines impliquées dans la 

présentation des antigènes et des récepteurs nécessaires pour l’adhésion et la migration des 

neutrophiles ; il intervient également dans la survie des lymphocytes B [143].  

 

      Les ROS sont censés d’être impliqués dans l’activation de NFKB sur la base de la 

capacité des oxydants à activer NFKB par l’oxydation de certains de ses groupements thiols 

par l’intermédiaire de TNF et IL-1. En effet il a été démontré que la suppression de TNF et 

IL-1 provoque la diminution du niveau de NFKB actif [144]. L’importance des ROS dans 

l’activation de NFKB est encore soutenue par des études démontrant que l’activation de 

NFKB par la majorité des stimuli peut être bloquée par les antioxydants possédant des 

groupements thiols (comme les polyphénols de thé vert et la vitamine E), bien que ceci 
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pourrait être pas très spécifique parce que les antioxydants ont des cibles multiples. De 

même l’activité de NFKB a été diminuée dans les cellules qui ont une surexpression de la 

catalase [145]. 

 

IV.2. Caractérisation des toxicités hépatopulmonaires induites par le chlorpyrifos  

IV.2.1. Mise en évidence des altérations histologiques hépatopulmonaires  

      Les résultats des coupes histologiques des foies des rats ayant reçu le CPF avec une 

dose de 6.75 mg/Kg par voie orale quotidiennement pendant 28 jours (figure 9) montrent 

des modifications cytoplasmiques (figure 9B, FC), ainsi que la présence de quelques foyers 

de nécrose, cette nécrose est accompagnée d’une congestion et d’une vasodilatation 

hépatocytaire aigue (les espaces portes et les veines centro-lobulaires sont dilatés par la 

dégénération des hépatocytes environnants). De plus, des infiltrations inflammatoires, ainsi 

qu’une prolifération des cellules de Kupffer ont été détectées entre les hépatocytes 

dégénérés. 

 

 

   

 

 

Figure 9. Résultats d’analyse par microscope optique des  tissus hépatiques traités par le CPF. 

Les coupes histologiques ont été obtenues à partir des foies des rats traités ou non par le CPF et 

obsérvées par microscope optique (Gx100), après coloration par hématoxyline éosine, selon, le 

protocole de Martoja et Martoja [120]. A : rats témoins non traités montrant une architecture 

normale avec la veine centrale (VC) ; B : rats traités par le CPF montrant une modification 

cytosolique (MC), inflammation (I). 

 

 

      Concernant le poumon (figure 10), nous avons observé des structures normales 

typiques d’alvéoles dans le groupe témoin (figure 10A). En revanche, dans le groupe traité 

A B 

MC 

I 

VC 



Partie IV                                                                                                                            Résultats et discussion  

 40    

par le CPF (figure 10), nous avons observé que les septas sont élargies de façon homogène 

par la fibrose et l’inflammation, ainsi que des infiltrations des cellules mononucléaires. De 

plus, nous avons constaté la présence des zones hémorragiques, des changements 

emphysémateux (figure 10B, E), de desquamation de la bordure épithéliale de la 

bronchiole terminale (figure 10B, D), et d’un tissu conjonctif épaissi et accru dans les 

septas alvéolaires.  

 

 

   

 

 

Figure 10. Résultats d’analyse par microscope optique des  tissus pulmonaires traités par le 

CPF. Les coupes histologiques ont été obtenues à partir des poumons des rats traités ou non par le 

CPF et obsérvées par microscope optique (Gx100), après coloration par hématoxyline éosine, 

selon, le protocole de Martoja et Martoja [120]. A : rats témoins non traités ; B : rats traités par le 

CPF montrant une desquamation de la bordure épithéliale (D), hémorragie (H), changements 

emphysémateux (E), infiltration des cellules mononucléaires (I) et épaississement des septas 

interalvéolaires (S). 

 
 

 

IV.2.2. Evaluation du stress oxydatif hépatopulmonaire  

      La présente étude a été conduite pour évaluer le stress oxydatif au niveau du foie et des 

poumons, après traitement des rats par le CPF avec une dose de 6.75 mg/Kg par voie orale 

quotidiennement pendant 28 jours. L’étude a été réalisée dans le foie et le poumon, puisque 

ces dernières années, de nombreux chercheurs se sont intéressés seulement à la toxicité 

neurologique du CPF et il est dommageable de constater qu’une large partie des études 

traitant les effets neurologiques de CPF a été réalisée à des concentrations très importantes.  

 

      L’effet du CPF sur le foie et le poumon a été évalué d’une part par la mesure des taux 

cytosoliques du MDA et du GSH (figure 11). Comparés aux rats témoins, les rats traités 
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par le CPF montraient une augmentation statistiquement significative du taux du MDA 

dans le foie et le poumon, qui a atteint, respectivement les valeurs de 16.68 ± 6.27 et 8.13 

± 3.07 nmole/g de tissu chez les rats traités contre les valeurs de 2.55 ± 0.40 et 1.55 ± 1.23 

nmole/g de tissu chez les rats témoins, respectivement (figure 11A). Ce résultat est en 

accord avec les résultats d’autres études qui ont mis en évidence une augmentation de la 

peroxydation lipidique après traitement par le CPF. Zama et ses collaborateurs ont montré 

que le taux du MDA dans le foie des rats augmente de façon significative après 

l’administration du CPF [146]. Cette observation est corroborée par les travaux d’autres 

auteurs [147, 148]. D’autre part, Gokce Uzun et ses collaborateurs ont observé une 

augmentation significative du taux du MDA dans le poumon des rats après traitement par 

le CPF [149].  
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Figure 11. Effets du CPF sur les taux cytosoliques du MDA et du GSH dans les tissus 

hépatopulmonaires traités par le CPF. Les taux ont été mésurés à partir des tissus 

hépatopulmonaires provenant des rats traités ou non par le CPF, selon, les methodes d’Okhawa et 

al [115] et d’Ellman [116].  A : effet sur le MDA ; B : effet sur le GSH. Témoins : rats non traités ; 

CPF : rats traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF par voie orale quotidiennement pendant 28 

jours. * : différence significative.  

 

 

      La peroxydation lipidique a été suggérée en tant qu’un des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la toxicité induite par les pesticides organophosphorés. Elle a été employée 

comme une mesure de stress oxydatif induit par ces xénobiotiques [111]. Dans notre 

travail, le taux du MDA dans le foie et les poumons des rats traités par le CPF est 

significativement élevé par rapport aux rats témoins non traités. Goel et ses collaborateurs 

ont observé une dépression significative dans l’activité de NADPH cytochrome c réductase 
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et NADH cytochrome c réductase après traitement par le CPF, et ont suggéré que le soufre 

ait libéré pendant la désulfuration oxydative du CPF en CPO et peut se lier, pas seulement, 

au cyp 450, mais également au NADH cytochrome c réductase aboutissant à l’inactivation 

de ce monooxygénase [150]. Alternativement, la NADPH cytochrome c réductase est aussi 

impliquée dans l’initiation du processus de peroxydation lipidique NADPH dépendante 

dans les membranes microsomales, et l’augmentation de la peroxydation lipidique en 

raison de l’intoxication par le CPF peut également être la cause de l’activité enzymatique 

diminuée [151]. D’autre part, Goel et ses collaborateurs ont signalé que le CPF a causé une 

diminution significative du zinc, l’insuffisance du zinc par elle-même a pu augmenter la 

peroxydation lipidique. Ceux-ci suggèrent indirectement une plus grande production des 

radicaux libres chez les rats traités par le CPF, particulièrement les radicaux d’hydroxyle, 

qui agissent sur les acides gras insaturés des phospholipides membranaires pour produire le 

MDA [152].  

 

      Mehta et ses collaborateurs ont rapporté que les rats traités par le CPF montraient un 

stress oxydatif, avec une augmentation du niveau de H2O2 [11]. Le H2O2 est l’un des ROS 

le plus généralement mesuré en raison de sa plus grande stabilité. Les pesticides sont 

connus pour augmenter la production des ROS conduisant à un stress oxydatif [153]. Les 

ROS et le MDA sont impliqués dans la promotion et la progression de la carcinogenèse, 

leur augmentation peut conduire à des dommages cellulaire et moléculaire menant à des 

mutations dans les gènes suppresseurs de tumeurs ou les gènes codant des enzymes 

antioxydants. La peroxydation lipidique est bien connue comme étant un facteur causant 

l’apoptose par l’intermédiaire de p53 [154]. 

 

      Parallèlement, le traitement des rats par le CPF pendant 28 jours a conduit à une 

diminution significative du taux du GSH dans le foie comme dans le poumon, atteignant 

respectivement, les valeurs de 1.43 ± 0.55 et 0.20 ± 0.086 mmole/g chez les rats traités 

comparativement au 2.15 ± 0.39 et 0.85 ± 0.32 mmole/g chez les rats témoins (figure 11B). 

Nous suggérons que cet épuisement du GSH pourrait être responsable de l’augmentation 

de la peroxydation lipidique. Le GSH est la clé de la défense cellulaire antioxydante, et 

agit en tant que cofacteur essentiel pour les enzymes antioxydantes comme la GPx [155]. 

Dans cette étude, l’augmentation observée de la peroxydation lipidique et l’épuisement 

concomitant dans le taux du GSH, suggère que la peroxydation lipidique pourrait être une 

conséquence de la diminution de réserve cellulaire en GSH. Grâce à la fonction thiol de la 
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cystéine, le GSH est un composé important pour le maintien de l’état réduit de la cellule. 

Selon plusieurs auteurs, la conjugaison du GSH à des pesticides ou aux métabolites in vivo 

pourrait être la voie majeure de leur détoxification [156]. Nous supposons donc que le 

GSH a été utilisé pour la détoxification du CPF, ce qui a engendré une baisse du taux de ce 

dernier. La diminution du taux du GSH, ainsi que le rapport GSH/GSSG ont été rapporté 

dans le stress oxydatif induit par plusieurs produits chimiques [157]. L’altération du 

rapport GSH/GSSG par la déplétion du GSH entraîne une oxydation des groupements -SH 

des protéines entraînant la formation de ponts disulfures intra-ou extra-moléculaires, et par 

conséquent une altération de la conformation spatiale et la fonction des protéines [60].   

 

      D’autre part, nous avons noté une augmentation non significative de l’activité 

enzymatique de GGT dans le foie comme dans le poumon des rats recevant le CPF (850 ± 

79.39 ; 965.66 ± 166.39 UI/g de protéines) par rapport à celle mesurée chez les témoins 

(606.66 ± 196.55 ; 739.66 ± 108.30 UI/ g de protéines) (figure 12). Comme nous avons 

démontré auparavant l’augmentation de l’activité du GGT a été due probablement à 

l’utilisation du GSH extracellulaire qui contribue à l’épuisement des radicaux libres 

formés, parce que, nous avons déjà indiqué que le taux du GSH intracellulaire est diminué, 

après traitement par le CPF. 
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Figure 12. Effet du CPF sur l’activité cytosolique de GGT dans les tissus hépatopulmonaires 

traités par le CPF. L’activité de GGT a été mésurée à partir des fractions cytosoliques provenant 

des rats traités ou non par le CPF, selon, la methode de Meister et al [117]. Témoins : rats non 

traités ; CPF : rats traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF par voie orale quotidiennement 

pendant 28 jours. NS : différence non significative.  
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      Par ailleurs, l’effet du CPF sur les activités de la GST et de CAT dans le foie et le 

poumon a été constaté (figure 13). Nous avons observé une diminution significative de 

l’activité de la GST dans le foie comme dans le poumon chez les rats traités (211.66 ± 

67.92 ; 16.33 ± 5.03 UI/g de protéines) par rapport aux rats témoins non traités (442 ± 

88.47 ; 141.66 ± 14.29 UI/ g de protéines) (figure 13A). La différence significative de 

l’activité de la GST dans le foie et le poumon après traitement par le CPF est 

proportionnelle à la diminution du taux de GSH, ce résultat est en accord avec les résultats 

d’autres études qui ont mis en évidence une diminution de l’activité de la GST après 

traitement par le CPF [149 et 158].  
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Figure 13. Effets du CPF sur les activités cytosoliques de la GST et de CAT dans les tissus 

hépatopulmonaires traités par le CPF. Les activités ont été mésurées à partir des fractions 

cytosoliques provenant des rats traités ou non par le CPF, selon, les méthodes de Habig et al [118] 

et de Clairborne [119]. A : effet sur la GST ; B : effet sur la CAT. Témoins : rats non traités ; CPF 

: rats traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF par voie orale quotidiennement pendant 28 

jours. * : différence significative par rapport au témoin ; ** : différence très significative.  

 

 

      De l’autre côté, l’activité de CAT dans l’homogénat du foie et du poumon a très 

significativement diminué chez les rats recevant le CPF (445.33 ± 10.08 et 396 ± 41.98 

UI/g) par rapport à celle mesurée chez les témoins (1233.33 ± 27.75 et 1070 ± 17.69 UI/g) 

(figure 13B). Parmi, les systèmes antioxydants enzymatiques cellulaires figurent en 

première ligne la CAT. L’O°2, première espèce toxique formée à partir de l’oxygène, est 

éliminé et maintenu à un niveau de concentration assez bas par la SOD, qui catalyse sa 

desmutation en H2O2. Ce dernier est transformé en H2O et O2 par la CAT. L’évaluation de 

l’activité des systèmes enzymatiques a mis en évidence une réduction significative de 
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l’activité cytosolique de la CAT dans le foie et le poumon des rats traités par le CPF, ce 

résultat est en accord avec les résultats d’autres études qui ont mis en évidence une 

diminution de l’activité de CAT après traitement par le CPF [148 et 159]. Selon Ozcan 

Oruç, la diminution de l’activité de la CAT pourrait être due à la production excessive 

d’anion superoxyde [160]. 

 

IV.3. Caractérisation des extraits bruts de la propolis et des graines de la plante L. 

sativum 

      La sélection de la propolis et des graines de la plante L. sativum s’est fondée sur les 

critères suivants : la propolis, ce produit, du moins, très bénéfique pour l’abeille, suscite 

beaucoup d’intérêts pour l’homme, et constitue un élément susceptible de fournir de 

nouveaux produits, qui pourraient avoir une protection pour la santé humaine. Dans le 

monde entier, de nombreuses études sont consacrées à la propolis, source importante de 

composés phénoliques, notamment les flavonoïdes. Tandis que les graines de la plante L. 

sativum est une des plantes médicinales les plus utilisées à travers le monde, les extraits 

bruts des graines de cette plante sont largement utilisés dans la médecine traditionnelle.  

 

      La caractérisation de l’EEP a été réalisée par CG/MS qui est considérée comme étant la 

méthode la plus effective dans la détection et la caractérisation des composés dans les 

mélanges organiques complexes, son avantage est d’avoir la capacité de déterminer les 

structures complètes sans avoir besoin d’autres méthodes physicochimiques. L’analyse de 

l’EEP par la CG/MS nous a donné le chromatogramme illustré dans la figure 14. 

 

      Le chromatogramme obtenu après analyse de l’EEP, montre l’apparition d’un grand 

nombre de composés avec différentes abondances. Nous avons  remarqué que le taux des 

flavonoïdes est très élevé comme la pinocembrine, la techtochrysine et la naringenine. 

Cette famille de substances est considérée comme étant la partie dominante de la propolis, 

et d’après des travaux publiés, la qualité de la propolis a un lien direct avec le pourcentage 

de ces substances. En outre, nous avons noté la présence de produits intermédiaires de la 

biosynthèse des flavonoïdes comme les chalcones. Nous avons aussi constaté, la présence 

d’esters d’acides aliphatiques comme l’éthyl hexadecanoate et l’éthyl octadecanoate.  
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Figure 14. Résultats d’analyse de l’EEP par CG/MS. 1 µl de l’EEP a été injécté dans un 

chromatographe QP 210 de SHIMADZU. Le gaz vecteur choisi est l’hélium N55, la température a 

été programmée entre 100-310 °C, selon, le protocole de Bankova et al [105]. Les composants les 

plus importants sont indiqués par des flèches.    

 

 

      Par ailleurs, l’analyse chimique de l’EBM des graines de la plante L. sativum par la 

CG/MS (figure 15) a montré que la plupart des substances identifiées sont des acides gras 

représentés par l’acide oléique (9-octadécénoïque), l’acide palmitique (Hexadécanoïque) et 

l’acide linoléique (octadécadiénoïque). En outre, nous avons constaté que l’EBM des 

graines de la plante L. sativum renferme des terpènes en quantité assez faible tels que le 

nonacosane, le valtrate et le pentatriacontane. Nous avons noté aussi la présence d’un 

flavonoïde qui est le pentadecenol. Le profil chimique de l’EBM des graines de la plante L. 

sativum concorde avec celui de Bryan et ses collaborateurs qui ont trouvé que les 

composés majoritaires de l’extrait brut de la plante L. sativum  sont les acides gras [161]. 

 

 

Naringenine 

Techtochrysine 

Pinocembrine 



Partie IV                                                                                                                            Résultats et discussion  

 47    

 

 

Figure 15. Résultats d’analyse de l’EBM des graines de la plante L. sativum par CG/MS. 1 µl de 

l’EBM des graines de la plante L. sativum a été injécté dans un chromatographe QP 210 de 

SHIMADZU. Le gaz vecteur choisi est l’hélium N55, la température a été programmée entre 100-

310 °C, selon, le protocole de Bankova et al [105]. Les composants les plus importants sont 

indiqués  par des flèches.    

 

 

      En outre, la caractérisation de l’EBM des graines de la plante L. sativum est complétée 

par une étude quantitative au moyen des dosages spectrophotométriques avaient pour 

objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux et des flavonoïdes, et une 

évaluation du pouvoir anti-radicalaire. La raison principale pour le choix de ces substances 

réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont 

attribués. La méthode de dosage des polyphénols totaux est celle de Li et ses collaborateurs 

[106], elle est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture phosphotungstique 

phosphomolybdique de réactifs de Folin par les groupements oxydables des composés 

phénoliques, conduisant à la formation de produits de réduction de couleur bleue qui 

présentent un maximum d’absorption à 765 nm dont l’intensité est proportionnelle à la 

quantité de polyphénols présents dans l’échantillon. Le dosage des flavonoïdes a été réalisé 

selon la méthode de Bahorun et ses collaborateurs en utilisant comme standard la 

quercétine [107].  

  

      Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les végétaux et qui 

appartiennent à leur métabolisme secondaire. Ils participent à la défense des plantes 

contres les agressions environnementales [162]. Il s’agit d’une grande famille de molécules 

organiques dont les plus connus sont les flavonoïdes et les tanins. Ils ont une structure 
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particulière qui leur confère une activité « scavenger » et donc antioxydante. Le résultat du 

dosage des polyphénols (tableau 1) montre que l’EBM des graines de la plante L. sativum 

contient 64.37 ± 0.26 mg EAG/g d’extrait. Pareillement, l’évaluation quantitative des 

flavonoïdes (tableau 1) montre que l’EBM des graines de la plante L. sativum contient 9.29 

± 0.85 mg EQ/g d’extrait.  

 

 
Tableau 1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes de l’EBM des graines de la plante 

L. sativum. Les dosages ont été réalisés selon les méthodes de Li et al [106] pour le dosage des 

polyphénols totaux, et de Bahorun et al [107] pour le dosage des flavonoïdes. (a) : mg EAG/g 

d’extrait. (b) : mg EQ/g d’extrait. 
 
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ± écart-type. 

 

   Teneur en polyphénols
(a)

                              Teneur en flavonoïdes
(b) 

EBM des graines de la 

plante L. sativum                       
64.37 ± 0.26 

 

9.29 ± 0.85 

 

      

 

      D’autre part, l’effet « scavenger » ou la capacité de piégeage des radicaux libres de 

l’EBM des graines de la plante L. sativum est déterminé en utilisant la méthode au DPPH. 

Une méthode rapide, simple et peu coûteuse a la capacité de mesurer l’activité anti-

oxydante des extraits en utilisant le radical libre stable DPPH. Le DPPH est largement 

utilisé pour tester la capacité des composés d’agir en tant qu’éboueurs des radicaux libres 

ou donneurs d’hydrogènes. La méthode de DPPH a été également ces dernières années 

utilisée pour mesurer les antioxydants dans les systèmes biologiques complexes. Quand-t-il 

réagit avec un composé antioxydant qui peut donner les protons hydrogènes, le DPPH est 

réduit (DPPH-H) et change donc de couleur (du violet vers le jaune), ce changement de 

couleur se traduit par une décroissance de l’absorbance en fonction du temps à 517 nm, 

dont l’intensité de la couleur est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants 

présents dans le milieu à donner des protons [163]. Le profil anti-radicalaire obtenu (figure 

16) révèle que l’extrait possède une activité antioxydante dose dépendante. Le pouvoir 

antioxydant vis-à-vis du DPPH, le plus élevé (75.54%) est observé avec une dose de 100 

µg/ml, pouvoir proche à celui qu’exerce la vitamine C (90.45%) à la même concentration.  
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Figure 16. Activité anti-radicalaire de l’EBM des graines de la plante L. sativum. Les activités 

anti-radicalaires en fonction des concentrations de l’EBM des graines de la plante L. sativum ou 

de la vitamine C ont été mesurées selon le protocole de Mansouri et al [108], dans lequel le DPPH 

a été utilisé comme radical libre et la vitamine C comme témoin. 

 

 

      Les composés phénoliques et plus particulièrement les flavonoïdes sont reconnus 

comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les 

espèces radicalaires et les formes réactives de l’oxygène, l’effet « scavenger » des 

flavonoïdes (FLOH) est attribué à leur faible potentiel redox qui les rend 

thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libre (R°) par transfert d’atome 

d’hydrogène à partir des groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical 

aroxyle (FLO°) et à la molécule radicalaire rendue stable (RH), le FLO° subira par la suite 

un réarrangement structural permettant la redistribution de l’électron célibataire sur le 

cycle aromatique et la stabilisation des radicaux aroxyles [164].  

 

IV.4. Mise en évidence de l’effet hépatoprotécteur de l’EEP contre l’intoxication 

induite par le B(a)P 

      Le traitement des rats pendant trois jours par l’EEP avec une dose de 100 mg/Kg a 

permet de neutraliser les modifications histologiques hépatiques comme les infiltrations 

inflammatoires et les septas fibreuse et inflammatoires (figure 17A) induites par le B(a)P 

après traitement par une dose unique du B(a)P de 100 mg/kg par voie intrapéritonéale. Nos 

résultats ont montré que les coupes de foie des rats postérieurrement traités par l’EEP après 

traitement par le B(a)P présentaient une architecture normale, avec quelques hépatocytes 

en stade inflammatoire (figure 17B). 
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Figure 17. Analyse par microscope optique des tissus hépatiques des rats intoxiqués par le B(a)P 

et traités par l’EEP. Les coupes histologiques ont été préparées à partir des  foies des rats 

intoxiqués par le B(a)P et/ou traités par l’EEP et obsérvées par microscope optique (Gx100), 

après coloration par hématoxyline éosine selon le protocole de Martoja et Martoja [120]. A : rats 

traités par le B(a)P seul montrant une infiltration inflammatoire (I), des septas fibreuses et 

inflammatoires (F) ; B : rats traités par le B(a)P et l’EEP présentant une architecture normale 

avec quelques hépatocytes en stade inflammatoire ; C : rats traités par l’EEP seul présentant une 

architecture normale. 

 

 

 

      Par ailleurs, l’effet de l’EEP sur le stress oxydatif hépatique induit par le B(a)P a été  

constaté par l’évaluation des taux cytosoliques du MDA et du GSH dans les tissus 

hépatiques (figure 18). Nous avons remarqué une diminution significative du taux du 

MDA chez les rats traités par le B(a)P et l’EEP par rapport aux rats traités seulement par le 

B(a)P  (figure 18A); la propolis a été révelée comme étant un composé chémoprotecteur, 

pourvu d’un pouvoir antiperoxydant et jouant un effet écran contre l’action délétère des 

radicaux libres. Cela est en accord avec les résultats obtenus par Lahouel et ses 

collaborateurs [91] qui ont montré que les polyphénols diminuent les produits de la 

B C 

F 

I 

A 
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peroxydation lipidique (MDA). L’EEP semble apporter une protection contre les radicaux 

libres formés par la métabolisation hépatique du B(a)P. Il empêche aussi, la liaison de ces 

métabolites réactifs avec les lipides membranaires des cellules hépatiques, ce qui se traduit 

par la diminution du taux du MDA tissulaire.  

 

      Aussi, nous avons noté une augmentation très significative du taux du GSH (Figure 

18B) ; le traitement ultérieur des rats par l’EEP a empêché la diminution du taux du GSH 

chez les rats recevant le B(a)P en maintenant le niveau cellulaire normal de ce tripeptide. 

Autrement dit, les flavonoïdes de la propolis ont un effet « scavenger », c'est-à-dire au lieu 

que les radicaux libres produits par le B(a)P se neutralisent par le GSH, ils vont plutôt être 

capturés par les composés phénoliques, en maintenant ainsi, le taux normal du GSH des 

cellules hépatiques. En outre, Moskaug et ses collaborateurs ont prouvé que des 

concentrations relativement basses des flavonoïdes stimulent l’expression d’une enzyme la 

glutamylcystéine synthétase nécessaire pour la synthèse du GSH [165].  

 

      Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment à cause de leurs effets 

sur la santé ; en effet leur rôle d’antioxydant naturel suscite de plus en plus d’intérêt pour 

la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, des maladies 

cardiovasculaires, et des maladies neurodégénératives [166, 167].  

 

      Dans le but d’identifier les sites potentiels au sein des flavonoïdes qui sont 

responsables de l’effet « scavenger », plusieurs travaux ont étudié la cinétique et le 

mécanisme réactionnel des flavonoïdes. Amič et ses collaborateurs ont mis en évidence la 

relation structure fonction de 29 flavonoïdes (flavones, flavols et flavonones) et leurs 

capacité de piéger les radicaux libres. Les résultats de cette étude ont montré que les 

flavonoïdes les plus efficaces sont ceux qui renferment des groupements 3, 4-dihydroxy 

sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le cycle C [168]. Ces dernières années, une 

importance particulière a été accordée aux propriétés antioxydantes des flavonoïdes qui 

sont attribuées à leur capacité à piéger directement les radicaux libre, chélater les ions 

métalliques impliqués dans la production des ROS, inhiber certaines enzymes telles que les 

oxydases et activer les enzymes antioxydantes [169].   
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Figure 18. Effets de L’EEP sur les taux cytosoliques du MDA et du GSH dans les tissus 

hépatiques intoxiqués par le B(a)P. Les taux ont été mésurés à partir des tissus hépatiques 

prevonant des rats intoxiqués par le B(a)P et/ou traités par l’EEP, selon, les methodes d’Okhawa 

et al [115] et d’Ellman [116]. A : effet sur le MDA ; B : effet sur le GSH. P : rats traités par 100 

mg/Kg de l’EEP par voie orale  pendant 3 jours ; B(a)P+P : rats traités par une dose unique de 

100 mg/Kg du B(a)P par voie intrapéritonéale et après 14 semaines traités par une dose de 100 

mg/Kg de l’EEP pendant 3 jours ; B(a)P : rats traités par une dose unique de 100 mg/Kg du B(a)P 

par voie intrapéritonéale. * : différence significative ; ** : différence très significative.  

 

 
 

      De l’autre côté, les activités de CAT, de la GST et de GGT chez les rats traités par le 

B(a)P et l’EEP ont été conservées à leurs niveaux normaux et ceci, comparativement aux 

rats traités par le B(a)P seul. Nos résultats (figure 19) ont permis de confirmer le rôle 

antioxydant des flavonoïdes. Ces derniers ont la capacité de capturer et d’inactiver les 

radicaux libres. Ils agissent par empêchement de la fixation des radicaux libres sur l’ADN 

et par l’activation du système de détoxication [170]. Les polyphénols sont parmi des 

antioxydants les plus communs dans les fruits et légumes, en tant qu’agent 

chemopreventive. Beaucoup d’études ont suggéré que les effets bénéfiques des 

polyphénols proviennent de leurs pouvoirs antioxydants ; cependant, les effets 

antioxydants ne peuvent pas expliquer tous les effets des polyphénols, tels que l’inhibition 

de la transduction du signal cellulaire [171]. Sugata et ses collaborateurs, ont montré que 

les polyphénols de thé peuvent limiter la carcinogenèse induite par le B(a)P dans le 

poumon par la modulation différentielle de l’expression de gènes impliqués dans la 

régulation du cycle cellulaire, la prolifération et l’apoptose tels que p53 et bax, bcl-2, 

mdm-2, p21 et p27 [172]. 
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Figure 19. Effets de L’EEP sur les activités cytosoliques de GGT, de la GST et de CAT dans les 

tissus hépatiques intoxiqués par le B(a)P. Les activités ont été mésurées à partir des fractions 

cytosoliques provenant des rats intoxiqués par le B(a)P et/ou traités par l’EEP, selon, les méthodes 

de Meister et al [117], de Habig et al [118] et de Clairborne [119]. A : effet sur  GGT ; B : effet 

sur la GST ; C : effet sur la CAT. P : rats traités par 100 mg/Kg de l’ EEP par voie orale  pendant 

3 jours ; B(a)P+P : rats traités par une dose unique de 100 mg/Kg du B(a)P par voie 

intrapéritonéale et après 14 semaines traités par une dose de 100 mg/Kg de l’EEP pendant 3 

jours ; B(a)P : rats traités par une dose unique de 100 mg/Kg du B(a)P par voie intrapéritonéale. 

NS : différence non significative ; ** : différence très significative.  

 

 

 

IV.5. Mise en évidence de l’effet protecteur hépatopulmonaire de l’EBM des graines 

de la plante L. sativum contre l’intoxication induite par le CPF 

      L’effet protecteur de l’EBM des graines de la plante L. sativum est évalué en étudiant 

d’une part, les changements histologiques au niveau du foie et des poumons, provenant des 

rats après traitement par le CPF. Nous avons constaté que les tissus hépatiques des 

animaux intoxiqués par le CPF ont été protégés grâce aux administrations préventives 

d’EBM des graines de la plante L. sativum (figure 20A). 
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Figure 20. Résultats d’analyse par microscope optique des tissus hépatiques prétraités par 

l’EBM des graines de la palne L. sativum et intoxiqués par le CPF. Les coupes histologiques ont 

été préparées à partir des  foies des rats intoxiqués par le CPF et/ou prétraités par l’EBM des 

graines de la plante L. sativum et obsérvées par microscope optique (Gx100), après coloration par 

hématoxyline éosine selon le protocole de Martoja et Martoja [120]. A : rats traités par le CPF 

montrant une modification cytosolique (MC), inflammation (I) ; B : rats traités par l’EBM des 

graines de L. sativum et le CPF montrant un léger changement dégénératif (D) ; C : rats traités 

par l’EBM des graines de la plante L. sativum montrant une architecture normale.  

 

 

 

      Les coupes du foie observées présentaient un léger changement dégénératif (figure 

20A, D) dans les hépatocytes entourant la veine centrale, ainsi que l’absence d’infiltrations 

inflammatoires. Ceci peut être expliqué par l’activation de facteurs tels que les PPARS 

(peroxisome proliferator-activated receptors) qui exercent des effets antagonistes vis-à-vis 

de NFKB et AP-1 ; facteurs interviennent dans l’activation des processus inflammatoires, et 

cela constituerait l’un des mécanismes des effets anti-inflammatoires des acides gras [143]. 

Le traitement préventif des rats par l’EBM des graines de la plante L. sativum a aussi 

permis de protéger les poumons des rats postérieurement intoxiqués par le CPF (figure 21).   
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Figure 21. Résultats d’analyse par microscope optique des  tissus pulmonaires prétraités par 

l’EBM des graines de la plante L. sativum et intoxiqués par le CPF. Les coupes histologiques ont 

été préparées à partir des  poumons des rats intoxiqués par le CPF et/ou prétraités par l’EBM des 

graines de la plante L. sativum et obsérvées par microscope optique (Gx100), après coloration par 

hématoxyline éosine selon le protocole de Martoja et Martoja [120]. A : rats traités par le CPF 

montrant une desquamation de la bordure épithéliale (D), hémorragie (H), changements 

emphysémateux (E), infiltration des cellules mononucléaires (I) et épaississement des septas 

interalvéolaires (S) ; B : rats traités par l’EBM des graines de la plante L. sativum et le CPF 

montrant un petit épaississement des septas interalvéolaires (S) ; C : rats traités par l’EBM des 

graines de la plante L. sativum montrant une architecture normale. 

 

 

      Les dégâts histologiques potentiellement inductibles par le CPF tels que 

l’élargissement des septas, les infiltrations des cellules mononucléaires, l’hémorragie, les 

changements emphysémateux, la desquamation de la bordure épithéliale et de la bronchiole 

terminale (figure 21A) sont neutralisés par l’EBM des graines de la plante L. sativum. En 

revanche, nous avons remarqué que le poumon présentait l’organisation histologique 

normale avec quelques changements dans le tissu conjonctif qui apparait un peu épaissi 

(figure 21B, S). 
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      D’autre part, l’effet de l’EBM des graines de la plante L. sativum sur le stress oxydatif 

induit par le CPF a aussi été évalué. Nous avons constaté que l’EBM des graines de la 

plante L sativum semblait apporter une protection contre les radicaux libres formés par la 

métabolisation du CPF. L’effet de l’EBM des graines de la plante L. sativum sur les taux 

cytosoliques du MDA et du GSH après traitement par le CPF ont été quantifiés (figure 22).  

 

 

0

5

10

15

20

25

Foie Poumon

T
a

u
x

 d
u

 M
D

A
 (

n
m

o
le

s
/ 
g

 d
e

 t
is

s
u

)

L sativum

L sativum + CPF

CPF

  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

Foie Poumon

T
a

u
x

 d
u

 G
S

H
 (

m
m

o
le

s
/g

 d
e

 t
is

s
u

)

L sativum

L sativum + CPF

CPF

 

 

 

Figure 22. Effets de L’EBM des graines de la plante L. sativum sur les taux cytosoliques du 

MDA et du GSH dans les tissus hépatopulmonaires intoxiqués par le CPF. Les taux ont été 

mésurés à partir des tissus hépatopulmonaires prevonant des rats intoxiqués par le CPF et/ou 

prétraités par l’EBM des graines de la plante L. sativum, selon, les methodes d’Okhawa et al [115] 

et d’Ellman [116]. A : effet sur le MDA ; B : effet sur le GSH. L. sativum : rats traités par 100 

mg/Kg de l’EBM des graines de la plante L sativum par voie orale  pendant 28 jours ; L. 

sativum+CPF : rats prétraités par 100 mg/Kg l’EBM des graines de la plante L. sativum et après 

une demi heure traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF par voie orale quotidiennement 

pendant 28 jours ; CPF : rats traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF par voie orale 

quotidiennement pendant 28 jours. * : différence significative.  

 

 

 

      Nous avons observé une diminution significative du taux du MDA comparativement 

aux rats traités par le CPF seul (figure 22A). Cette action, pourrait être due à la présence de 

l’EBM de des graines de la plante L. sativum  qui empêche l’action des métabolites actifs 

du CPF sur les lipides membranaires. En revanche, nous avons constaté une augmentation 

significative du taux du GSH  hépatopulmonaire chez les rats traités par l’EBM des graines 

de la  plante L. sativum avant leur intoxication par le CPF (figure 22B). 

 

 

 

  B      A 

  
* * 

  * * 



Partie IV                                                                                                                            Résultats et discussion  

 57    

      Parallèlement, les activités de GGT, de la GST et de CAT sont conservées à ses 

niveaux normaux dans le foie et le poumon chez les rats prétraités par l’EBM des graines 

de la plante L. sativum en comparaison avec les rats traités par le CPF (figure 23). Ces 

résultats confirment le rôle antioxydant de l’EBM des graines de la plante L. sativum [173].  

 

      L’effet protecteur de l’EBM des graines de la plante L. sativum est dû à sa richesse en 

acides gras. Les acides gras insaturés des membranes cellulaires sont les premiers touchés 

par les radicaux libres au cours d’un stress oxydatif, ceci ayant pour conséquence une 

désorganisation des membranes cellulaires et donc un dysfonctionnement des cellules. 

Cependant, dans une étude menée chez des chiens atteints d’arthrite, l’apport alimentaire 

d’acides gras essentiels entraîne une augmentation de leur incorporation dans les 

membranes cellulaires, rendant les cellules moins sensibles au stress oxydant. De plus, 

chez le rat, il a été montré qu’une supplémentation quotidienne en acides gras oméga 3 

augmente de façon significative les concentrations en SOD, enzyme largement impliquée 

dans la lutte contre les radicaux libres produits par le stress oxydant [174]. En outre, en 

diminuant les dysfonctionnements cellulaires liés au stress oxydant, les acides gras oméga 

3 stabilisent le potentiel électrique des myocytes et diminuent l’incidence des troubles du 

rythme des cellules cardiaques [175].  

 

      Wang et ses collaborateurs ont montré que l’acide linoléique induit l’expression de 

l’ARE par l’activation du facteur de transcription Nrf2 ; un facteur qui régule plus de 200 

gènes incluant ceux impliqués dans la phase de détoxification et da la défense antioxydante 

[176]. La voie Nrf2 est considérée comme la voie la plus importante pour protéger les 

cellules contre un stress oxydatif. En outre, Varady et ses collaborateurs ont démontré que 

l’administration des des graisse activait le Nrf2 dans le foie des porcs qui reflètait 

probablement un mécanisme pour empêcher des dommages oxydatifs cellulaires [177].   
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Figure 23. Effets de L’EBM des graines de la plante L. sativum sur les activités cytosoliques de 

la GGT, de la GST et de CAT dans les tissus hépatopulmonaires intoxiqués par le CPF. Les 

activités ont été mésurées à partir des fractions cytosoliques des tissus hépatopulmonaires 

prevonant des rats intoxiqués par le CPF et/ou prétraités par l’EBM des graines de la plante L. 

sativum, selon,  selon les méthodes de Meister et al [117], de Habig et al [118] et de Clairborne 

[119]. A : effet sur la GGT ; B : effet sur la GST ; C : effet sur la CAT. L. sativum : rats traités par 

100 mg/Kg de l’EBM des graines de la plante L. sativum par voie orale  pendant 28 jours ; L. 

sativum+CPF : rats prétraités par 100 mg/Kg de l’EBM des graines de la plante L. sativum et 

après une demi heure ils sont traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF par voie orale 

quotidiennement pendant 28 jours ; CPF : rats traités par une dose de 6.75 mg/Kg du CPF seul 

par voie orale quotidiennement pendant 28 jours. NS : différence non significative ; * : différence 

significative ; ** : différence très significative.  
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      La présente étude a pour objectifs d’évaluer le stress oxydatif et les changements 

histologiques induits par le B(a)P, un HAP identifié comme étant cancérogène pour 

l’homme et, le CPF, un des  pesticides les plus utilisés en agriculture. Les résultats obtenus 

ont montré que le système de défense antioxydant (activité de la CAT et de la GST et le 

taux du GSH) a diminué significativement tant pour le B(a)P que pour le CPF, laissant la 

place aux prooxydants responsables de la lipopéroxydation et aux changements 

histologiques au niveau du foie, le lieu du métabolisme des xénobiotiques, et le poumon,  

le premier organe vital en contact direct avec les substances toxiques. 

       

      Nous avons aussi démontré que les extraits bruts de la propolis et des graines de la 

plante L. sativum possèdent un rôle protecteur contre le stress oxydatif induit par le B(a)P 

et le CPF qui pourrait être du à leur pouvoir scavenger contre les espèces réactives de 

l’oxygène. En effet, ces extraits possèdent une activité antioxydante qui est capable de 

maintenir l’équilibre du statut redox cellulaire en normalisant le taux des systèmes 

antioxydants des cellules hépatiques et pulmonaires (glutathion, CAT et GST) ce qui 

empêche une lipopéroxydation excessive. 

 

      Notre travail a ouvert un large terrain d’investigations concernant l’étude de l’équilibre 

prooxydant/antioxydant. Malheureusement, les paramètres que nous avons appréciés dans 

cette étude ne permettent pas d’expliquer les mécanismes impliqués dans le stress oxydant. 

Afin, de comprendre la régulation des systèmes antioxydants, nous pouvons envisager de 

compléter la gamme de paramètres biochimiques évalués par le dosage des activités 

d’autres enzymes telles que la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et les 

peroxyredoxines dans un premier temps, et d’étudier les voies de transduction du signal 

impliquées dans l’induction de ces enzymes dans un deuxième temps. De plus, les 

protéines du stress (HSP) exercent une protection cellulaire en réponse à des conditions de 

stress oxydant ; par exemple la HSP72, une protéine inductible par le stress, possède un 

rôle de protéine chaperonne et participe à la restauration de la fonction des protéines 

dénaturées par le stress. Par conséquent, il est très pertinent de quantifier cette protéine par 

immunodétéction par western blot ou de la localiser par immunohistologie. Par ailleurs, 

nous pouvons aussi quantifier les lésions d’ADN comme 8-OHG (8-hydroxyguanine) qui 

est la lésion la plus généralement fréquente. Le contenu en adduits peut être déterminé par 

chromatographie liquide haute performance couplée à la spectroscopie de masse 

(HPLC/MS). En outre, le gène Nrf2 code pour un facteur de transcription qui active 
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l’élément de réponse antioxydante pour renforcer le système antioxydant, il est donc 

nécessaire d’analyser l’effet du B(a)P sur son expression, soit par Western blot au niveau 

de la protéine, soit au niveau de l’ARNm correspondant par RT-PCR, Northern blot ou 

hybridation in situ. Aussi, nous pouvons mesurer l’activité promotrice du facteur Nrf2, 

c'est-à-dire sa capacité de liaison à l’ADN (Nrf2-ARE), en utilisant la méthode « gel 

retard » ou EMSA (electrophoretic mobility shift assay), ou bien la méthode d’empreintes 

d’ADN (DNA footprinting). 

 

      Sur le plan histologique nous avons constaté que le traitement par le B(a)p ou le CPF 

produit un état inflammatoire. Cependant, nous ne pouvons pas nous prononcer sur le fait 

que, le stress oxydatif soit une cause ou une conséquence de cette inflammation. Par 

conséquent, il serait très pertinent de quantifier la réponse inflammatoire induite par le 

B(a)P ou le CPF, en établissant les cinétiques d’apparition des marqueurs de 

l’inflammation tels que l’IL-6 et le TNF-α et de diminution de la concentration des 

antioxydants. En outre, la mesure de la production des ROS au niveau des macrophages 

pourrait permettre de déterminer, si le stress oxydant consécutif à l’exposition au B(a)P ou 

CPF est spécifiquement dû aux capacités intrinsèques des macrophages à produire les 

ROS. Ainsi, il serait nécessaire de mettre au point une technique de mesure de la 

production des ROS au niveau cellulaire par fluorimètrie, en utilisant par exemple le 

DCFH (dichlorofluorescine).  

      

      En conclusion finale, nous disons que le stress oxydant est devenu une notion 

incontournable en Biologie Médicale, porteuse d’espoir thérapeutique, mais qui implique 

plus de complexité. De nombreuses lacunes demeurent dans l’arsenal thérapeutique contre 

le stress oxydant. Il faudrait donc chercher, à utiliser les radicaux libres pour activer des 

substances, permettant une action ciblée aux cellules activées produisant ces radicaux, soit 

pour réduire l’inflammation, soit déclencher l’apoptose de cellules cancéreuses, et à 

fabriquer des molécules modulant l’expression des gènes antioxydants.  
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Contribution à la caractérisation histo-biochimique du stress oxydatif hépathopulmonaire induit par le 

benzo(a)pyrène ou le chlorpyrifos chez le rat. Recherche de l’effet protecteur des extraits bruts de  la propolis et 

des graines de la plante Lepidium sativum. 
 

 Résumé 

      La santé humaine est affectée par la dégradation de l’environement, notamment, liée à la pollution chimique. Parmi 

les substances chimiques les plus incriminées, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et les pesticides, qui 

sont respectivement représentés par le Benzo(a)pyrène (B(a)P) et le chlorpyrifos (CPF). Le premier, est l’HAP le plus 

étudié, c’est un produit commun résultant de la combustion incomplète des matières organiques, alors que le second, est 

un insecticide organophosphoré très utilisé dans l’agriculture. De nombreuses études ont été réalisées pour comprendre 

le mécanisme de toxicité de ces deux produits, mais il reste beaucoup à faire, notamment concernant leurs effets au 

niveau du foie et du poumon. C’est pourquoi, nous avons tenté d’évaluer biochimiquement et histologiquement les 

conséquences d’une intoxication hépato-pulmonaire induite par le B(a)P ou le CPF. Nous avons évalué le stress 

oxydatif, en mesurant les paramètres non enzymatiques du stress oxydatif (taux de malondialdéhyde ou MDA et 

glutathion réduit ou GSH) et enzymatiques (activités de glutathion-S-transférase ou GST, la catalase ou CAT et gamma 

glutamyl transpéptidase ou GGT). Nous avons constaté que ces deux xénobiotiques généraient un important stress 

oxydatif  qui se carctérisait par une peroxydation lipidique acrue, une réduction des systèmes antioxydants (GSH, GST, 

CAT) et une augmentation de l’activité de la GGT. De plus, nous avons observé des changements histologiques très 

remarquables au niveau des tissus hepatopulmonaires par microscope optique.    

 En parallèle, nous avons étudié l’effet des extraits bruts alcooliques de la propolis et des graines de la plante Lepidium 

sativum sur la neutralisation  des effets toxiques du  B(a)p et du CPF. Nous avons constaté que les deux types d’extraits 

ont un effet protecteur hepatopulmonaire  contre le stress oxydatif induit par le B(a)p et le CPF respectivement, et qui 

pourrait être lié à l’abondance des flavonoïdes dans la propolis ou des acides gras dans la plante Lepidium sativum. 

 

Mots clés : Benzo(a)pyrène, chlorpyrifos, stress oxydatif, intoxication hépatopulmonaire, enzymes antioxydants, 

changements histologiques, propolis, Lepidium sativum.  

 

Abstract 
      Human health is affected by environemental degradation, in particular, a chemical pollution. Among the most 

accused chemical substances the polycyclic aromatic hydrocarbons (HAP) and the pesticids which are respectively 

represented by Benzo(a)pyrene (B(a)P) and chlorpyrifos (CPF).The first is the HAP the most studied; it is a common 

product resulting from the incomplete combustion of organic matter, whereas the second is an organophosphorus 

insecticide, largely used in agriculture.  Many studies have been made to understand the mechanism of toxicity of these 

two products, but it remains much to make, in particular concerning their effects on the liver and the lung. This is why, 

we tried to evaluate biochimically and histologically the consequences of a hepatic-pulmonary intoxication induced by 

B(a)P or CPF. We evaluated the oxidative stress, by measuring the non-enzymatic parameters of oxidative stress (rate 

of malondialdehyde or MDA and reduced glutathione or GSH) and enzymatic (activities of glutathione-S-transferase or 

GST; the catalase or CAT; gamma glutamyl transpeptidase or GGT).We noted that these two xenobiotics generated a 

significant oxidative stress which charcterise by a lipidic peroxidation, a reduction of the antioxidant systems (GSH, 

GST, CAT) and an increase in the activity of GGT. In addition of these biochemical modifications we observed very 

remarkable histological changes by optical microscopy.    

In parallel, we studied the effect of the extracts of the propolis and plant Lepidium sativum on neutralization of the 

effects of B(a)p and CPF.We noted that the two types of extracts have a protective effect against the oxidative stress 

induced by B(a)p or the CPF respectively, and who could be related to the abundance of the flavonoids in the propolis 

or of the fatty acids in the plant Lepidium sativum. 

 

Keywords: Benzo(a)pyrene, chlorpyrifos, oxidative stress, hepatic-pulmonary intoxication, antioxidants enzymes, 

histological changes, propolis, Lepidium sativum.                                                                                                                 

                            

 ملخص

يٍ بٍٛ ْذِ انًٕاد َجذ انٓٛذرٔكاربَٕاث انعغزٚت يخعذدة انحهقاث ٔ انًبٛذاث انحشزٚت .       حخارز صحت الاَظاٌ بخهٕد انًحٛظ ، خاصت بانًٕاد انكًٛٛائٛت

الأٔل ًٚزم انٓٛذرٔكاربَٕاث انعغزٚت يخعذدة انحهقاث الأكزز دراطت ٔ َْٕاحج عٍ انحزق غٛز انخاو نهًزاد . انًًزهت بانخزحٛب بانباَشٔبٛزاٌ ٔ انكهٕربٛزٚفٕص

عذة دراطاث أجزٚج نفٓى انٛت طًٛت ْذِ انًزكباث، ٔ نكٍ ٚبقٗ انكزٛز  . انعضٕٚت، بًُٛا انزاَٙ يبٛذ حشز٘  أرغإَفظفٕر٘ يظخعًم كزٛزا فٙ انشراعت

نذنك قًُا  بخقذٚز انخغٛزاث انبٕٛكًٛٛائٛت  ٔ انُظٛجٛت فٙ انكبذ ٔ انزئت بعذ انخعزض نهباَشٔبٛزاٌ ٔ . نفًّٓ، خاصت فًٛا ٚخص حأرٛزْا  عهٗ انكبذ ٔ انزئت

انغهٕحاحٌٕٛ )ٔ اَشًٚٛت  (يظخٕٖ انًانَٕذ٘ أنذْٛذ ٔ انغهٕحاحٌٕٛ)قًُا  بخقذٚز الاجٓاد انخأكظذ٘ بقٛاص رٕابذ غٛز اَشًٚٛت نلاجٓاد انخأكظذ٘ . انكهٕربٛزٚفٕص

نقذ اكخشفُا أٌ ْذٍٚ انًزكبٍٛ ٕٚنذاٌ اجٓاد حأكظذ٘ كبٛز َاحج عٍ الأكظذة انذُْٛت ٔ َقص فٙ . (حزَٔظفٛزاس، انكغلاس ٔ انغايا غهٕعايٛم حزَٔظبٛبخٛذاس

ٔ يٍ جٓت أخزٖ قًُا أٚضا بذراطت انحًاٚت . انُشاعٛت انًضادة نلأكظذة ٔ ارحفاع فٙ َشاط انغايا غهٕعايٛم حزَٔظبٛبخٛذاس، ٔ كذنك انخغٛزاث انُظٛجٛت

نقذ ٔجذَا أٌ ْذٍٚ  انًظخخهصٍٛ ٕٚفزاٌ انحًاٚت ضذ الاجٓاد انخأكظذ٘ ٔانخغٛزاث انُظٛجٛت . انُاحجت عٍ اطخعًال يظخخهص انبزٔبٕنٛض ٔ نبٛذٕٚو طاحٛفٕو

انُاحجت عٍ انخعزض نهباَشٔبٛزاٌ ٔانكهٕربٛزٚفٕص عهٗ انخزحٛب، ٔ انذ٘ ْٕ راجع ربًا انٗ غُٗ انبزٔبٕنٛض بانفلافَٕٕٚذ ٔ نبٛذٕٚو طاحٛفٕو بالأحًاض 

.                                                                                                                                                                                       انذُْٛت  

 انباَشٔبٛزاٌ، انكهٕربٛزٚفٕص، الاجٓاد انخأكظذ٘،  حظًى انكبذ ٔ انزئت، اَشًٚٛاث يضادة نلأكظذة، انخغٛزاث انُظٛجٛت، انبزٔبٕنٛض ، :الكلمات المفاتيح

..                                                                                                                                                                          نبٛذٕٚو طاحٛفٕو     

                                                                                                                                            


