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Intro<lu ~iion 

Introduction 

L'homme est souvent exposé <1 de nombreuses substances natureiles ou artificielles. 
Dans certaines conditions, ces expositions peuvent êcre la cause d'effets néfas1es sur la 
santé des êtres humains, allant de perturbations biologiques minimes jusqu'à la mort. La 
nature et l'intensité des effets d'un produit chimique sur l'organisme dépendent de sa 
concentration dans les organes cib.les. elle-même fonction de la dose administrée, mais 
aussi d'autres facteurs tels que l'abso-cption, la distribution. la capacité de fixation et 
l'excrétion. 

Les produits chimiques peuvent pénétrer dans 1 'organism 0 par la nourriture, comme 
les mycotoxines et d'autres conta::ninams ou par !a peau. Cette dernière voie concerne les 
pesticides (Frank, 1991). 

Les pesticides sont des substances minérales ou organiques de synthèse utilisée à 
vaste échelle contre les ravageurs de culture. Ils sont également destinés à lutter contre 
les animaux nuisibles et les agents vecteurs d'affections parasitaires ou microbiologiques 
de I'horrime et des animaux domestiques (Ramade, 1993). Les insecticides organochlorés 
(Endosulfan) stimulent le système nerveux et induisent une paresthésie, une sensibilité à 
ID. stinm1arion. une irritabilité, un équilibre perturbé, des tremblements et des convulsions. 
Le mode d'action précis n'est pas connu ; cependan .. , certains de ces produits induisent 
une facilitation et une hyper-excitation ::mx jonctions synaptiques et neuromusculaires, 
cause de décharges répétitives dans les neurones centraux, moteurs et sensoriels . Le 
syst.ème nerveux, structure vitale de l'organisme est protégé des toxiques présents ~ans le 
sang par des systèmes uniques de protection. une barrière hémato-encéphalique et une 
barrière nerveuse périphérique. Pourta:1t le système nerveux est sensible à de nombreux 
coxiques (Frank, 1991). 

Depuis 1es temps. les plus reculés, l'homme a utilisé des plantes, d ' abord pour se 
nourrir, puis pour se soigner. Au cours du temps, d'autre constatations ont pe1mis de 
sélecti0JJ.ner des plantes pour soigner des maladies et d'autres plantes pour soigner 
d ' autres maladies. Jusqu'au début du xx~me siècie, presque tous les médicaments étaient 
d 'origine végétale. Les plantes sont extrêr.:1ement complexes du point de vue de leur 
corr.position chimique. On estime qu'elles sont forrnées de plusieurs milliers de 
constiruants différents, dont queiques ur...s seulement sorit responsables de J 'effet 
tbérapeutjque ou de 1 'effet toxique (Hostettmann et al., 1998). 

Les composés phénoliques sont largement présents dans le règne végétal. Parmi 
eux, les flavonoïdes et les isoflavonoides et forment une catégorie importante, aux 
propriétés multiple. Ces issus du métabolisme secondaire, font i'objet de nombre"!.lses 
recherches orientées en particulier sur la connaissance de le~1rs structures chimiques et 
leurs propriétés thérapeutiques (Stanley et al. , 2004 ). 

Dans cette étude la stratégie de recherche adoptée est d'administrer l'endosulfan 
aux animaux à la dose de 4 mg/g, cœ1cen i·ation retrouvée dans les légumes cultivés dans 
la région de Jijel, et ensuite d'investir la ponée de la toxicité neuronale de cet 
organochloré largement utilisé par les agricuiteurs, dans la lute contre les parasites 
nuisibles aux légumes et fruits. 

Une évaluation de l'effet prévendf est des extraits polyphénoliques des épluches 
d'orange, sera réalisée en parallèle pour çssayer de prévenir la neurotoxicité des animaux 
par l'endosulfan. 
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Généralités sur les pesticid ~s 

et l'endosulfan 



Chapitre: Génfralités sur 1es pe!lticides et i'enr.fosu!fan 

1.1.2. Classification 

Les pesticides disponibles aujourd'hu1 sur le marché sont caractérisés par une te!!e 
variété de structure chimique, de groupes fonctionnels et d'activité que leur classification 
est complexe . D'une manière générale, ils peuvent être classés en fonction àe la nature, de 
l'espèce à combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale 
substance active qui les compose (LNE, 2008 ; Roula, 2009). 

1.1.2.1. Classification biologiqm! 

Repose sur le type de parasites à contrôler. Il existe principalement trois grandes 
familles chimiques qui sont: les .herbicides, les fongic:des et les insecticides (LNE, 2008). 

•!• Le3 herbicides 

Ce sont les produits phytosanitaires les plus utilisés dans le monde, dans toutes 
cultures confondues (Edelahi, 1004) dont l'action porte sur les mauvaises herbres (Balloy 
et al, 2004). 

•!~ Les fongk!des 

Servant à combattre la prolifëration des i:hampignons pathogènes. Ils pennett~nt 
également de lutter contre les maladies cryptogamiques qui causent de graves dommages 
aux .végétaux cultivés (Chebab, 2008). 

•!• Les insecticides 

Les insecticides agissent sur les insectes èt les acariens (Balloy et a!, 2004), 
empêche i'éclosion des œufs, altère aussi le développement nonnal des lan:es oa la 
mamtütion sexueile (Chebab, 2008). 

Outre les trois grandes familles de pesticides mentionnées ci-dessus. différentes 
familles peuvent être citées comme par exemple: les acmicides, les moluscicides et les 
corvicides (LNE, 2008). 

1.1.2.2. ~lassification chimique 

La classification des insecticides Lient compte de la nature chimique de la substance 
active m::ijoritaire qui compose les produits phytosanitaires. Les prin.cipaux groupes 
chimiques sont les organochlorés, !es organopnosphorés, les carbamates et les 
pyrethynoides (LNE, 2008). 

·:• Les organochlorés 

Ce sont des molécules préparées par chloration d'hydrocarbures aromatiques, le 
DDT (Dichloro-Diphénil-Trichloréthane) fut en quelques s01ies le précurseur de cette 
familie avec sa suite l'apparition de l'a!drine, de la dieldrine de l'héptachlcre et du !indane 
(Chebab, 2008). Ces PPS(Produits phytosanitaires) ont une longue rémanf·nce et 

-
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constituent un danger pour les humains et l'ensemble des être vivants car ils peuv~nt 
rester dans l'rnvironncment. plusieurs mois voir même plusieurs années avant à'être 
dégradés (Roula, 2009). Leur emploi a par ~onséquent été interdit par l' OMS depuis 1972 
et la convention de Stockholm (2001 et 2003). Le plus part de ces insecticides ont été 
retirés du marché mondial (Bouchon et Le.moine, 2003). 

•!• Les organophosphoré 

Ce som des esters obtenus en faisant réagir divers alcools avec l'acide orth0 
phosphorique ou l'acide thiophosphorique (Dimefox, Schraàan. parathion, Malthion) 
(Chebab, 2008). Du fait de leur plus faible rémanence les oïganophosphorés ont remplacé 
les composés organochlorés (Roda, 2009). 

Les organophosphorés ont une action inhibitrice irréversible de i'acétyl 
cholinestérase au niveau des tenninaisons nerveuses et une toxicité aiguée élevée. Leurs 
temps de demi-vit dans l'ntmosphère sont courts s'étalant de quelques minutes à quelques 
heures (EPA .. 2004). 

•:• Les carbamates 

Les carbamates ont une action amicholine estérasique réversible, ce sont des 
substances qui dérive de l'acide carbonique et dont la demis vie varie de quelques jours à 
plusieurs années dans les eaux souten-aines, leur toxicité varie aussi selon la matière 
activée. Ces carbamates comprennent un grand nombre de PPS couramment utilisé tels 
que l'aldicarbe le carbofuran, méthomyl, le carbaryl et le propoxure. 

,. Des dérivés soufrés des carbamates sont aussi couramment utilisés notamment 
comme fongicides, ce sont des dithio-carbamates dans 1e manèbe, le zinèbe et le 
mon::>Zèbe (Bouchon et Lemoine~ 2003). 

•!• Les pyréthrinoides 

Les pyréthrinoides de synthèse sont des esters dérivés d'un noyau cyclopropane qui 
sont de nos jours fréquemment utilisés . Leur emploi comme insecticide naturel de _!)oudre 
de fleurs séchées de pyrèthre est conn.u depuis des siècles. Ces PPS se caractérisent par 
une instabilité chimique et donc forte biodégrabilité qui leur confèrent une faible toxicité 
notamment chez les vertèbres supérieures. 

Ces ins~cticides présentent une toxicité sélective et par conséquents leur action sur 
les mammifères est beaucoup plus limitée. Les plus courarrunent utilisés sont la 
perméthrine, la cyperméthrine, le fenvalérate, la delthaméthrine et lP. lombdacy
holothrine. Cependant la plupart de ces molécules présentent une toxicité élevée pour les 
poissons et les bactéries (Roula, 2009). 

1.1.3. Utilfaation des pesticides 

La directive européenne 91/4}4/CE du 15 juillet (1991) concernant la mise su ·· le 
marché de produits phytosanitaires. les défi.nit comme étant: 

Les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances 
actives qui sont présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées -il l'utilisateur r:!t 
qui sont destinées à : 

4 



Chapitre 1 Gén:é:rafüés sur les pesticidl;!s et 1'.endos •li"an 

../ Protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes 
nuisibles ou à prévenir leur acrion . 

../ Exercer une action sur les processus vitaux des végétaux pour autant qu'il ne 
s'agisse pas de substances nutritives . 

../ Assurer la conservation des produits végétaux pour autant que les substances ou 
les produits ne fassent pas l'objet de dispositions particulières du conseil ou de la 
commission concernant les agents conservateurs . 

../ Détruire les végétaux indésirables . 

../ Détruire les parties de végétaux, freinerons prévenir une croissance indésirabl~s 
des végétaux». 

1.1.4. Mode d'action des pesticides 

1.1.4. 1. Les herbicides 

Les principaux processus métaboliques perturbés par les herbicides chez les 
organismes c!1lorophylliens sont Vtldés. lis peuvent provoquer des blocages de la 
photosynthèse, de la division cellulaire ou une inhibition de la biosymhèse des acides 
amines et des protéines, des lipides et de celluiose (Roula, 2009: L.NE. 2008). 

1.1.4.2. Les i~1seetkides 

Les insecticides agissent en divers points et leurs modes d'action sont divers: 

·" Y- Action sur le système nerveux (neurotoxique). 
Y- Action sur la respiration:par inhibition de la phosphorylaticn oxydative dans 

la mitochondrie (Roula, 2009 ; LNE, 2008). 

1.1.4.3. Les fongicides 

Les fongicides s'attaquent c..ux spores bloquant les divisions cellulaires des 
champignons en agissant soit par action directe sur l'organisme visé en troublant son 
métabolisme (respiration, biosynthèse àes acides nucléiques des stéroles ou des 
protéines) ou sa physiologie (reproduction) soit après transformation en produits 
cytotoxiques par la plantes traité (Rou!a, 2009; L"l\it, 2008). 

1.1.5. La toxicité des pesticides 

Compte tenu de l'utilisation importante de pesticides, des résidus de pesticides 
peuvent être retrouvés dans le3 diffàents environnemaux (Eaux. sols, air et dans les 
denrées alimentaires), (Balloy et al, 2004) qui constituent un risque potentiel pour !es 
consommateurs (LNE, 2008). 

Les risques sanitaires liés à l'exposition des personnes aux pesticides peuvent être 
iiés à des intoxications aiguées des utilisateurs (Balloy et al., 2004). Certains produits 
peuvent présenter une toxicité aigue imp01tante mais pouvant être éliminés facilement 
par l'organisme, à l'inverse d'autres substances, de toxicité aigue moindre peuvent 
s'accumuler dans l'organisme et induire des effets à plus long terme (LNE, 2008). Ces 
risques à long ternie quand .1 eux, sont plus difficiles à apprécier (Balioy et al., 2004 ). 
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Chapitre 1 Gén~:r2fü~s s~r les pesticides et l'endcsu!fan 

Quelques études menées à travers le monde portent sur les impacts sur la santé de 
l'utilisation de tels produits chimiques. Dans une littérature scientifique, il a été montré 
que les résidus de pesticides peuvent entraîner des effets néfastes sur 1a santé comme des 
troubles de la reproduction. de développement et du système nerveux, il y a aussi des 
risques modérés d'une mauvaise application des pesticides incluent des maux de tête, des 
éruptions cutanées, ou encore des troubles de la vision (Rekha, 2005). Par ailleurs, une 
autre étude menée par d'autres cherchems, a mis en évidence que l'exposition aux 
pesticides pouvait entraîner un dér~glement du système immunitaire (Rekha, 2005). 

L'équipe de Meyer et ses collaborateurs (2003) ont montré que chez les 
:1griculteurs, les cancers Je la prostate et de I1estomac étaient plus fréquents. La présence 
de pesticides dans le iait ma:ernel poun:üt également expiiquer le mauvais 
développement du fœtus et les malfomrntions congénitales (LNE, 2008). 

1. 2. Endosuifan 

1.2.1. Définition 

L' endosulfan est un hydrocarbure cyciodiene chloré, de la famille chimique des 
organochlorés, contenant seulement une double liaison organochloré (Extonext. 1993). 
C'est un insecticide et acaricide à la fois, sa mise sur le marché remonte au milieu des 
années i 950, mais des produits intéressant la production végétale contenant de 
l' endosulfan est encore utilisée dnns un certain nombre de pays de par le monde 
(Stockholm. 2007). L'enC::.osulfan est composé des stéréo-isomères alpha et oèta 
(Brignon, 2006) . 

1.2.2. Structure 

La structure de l'endosulfan renferme deux isomère alpha et bêta (figure 1), <l'une 

formule global C9H 6Cl60 3S et de masse moléculaire 406.95g/mole (Stockholm, 2007) . 

\ 
so 

/ 

Cl Cl c,y: 
LLli ci,., .... H1--o'-
c1 L .::....S=O 

Cl -
0 

Endos~ilan P. Endosuifa;i 8 

Eudosulfan Les isomères a et p 

Figure 1 : Les isomères de l'en.dosulfan. 
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Càapitre 1 Généralités su !es pestidrles et l' endosulf a"l 

1.2.3. Mode d'action 

L'endosulfan est un pesticide qui agit comme un poison de contact ou d'ingestion 
sur une grande variété d'insecte::: et d'acariens. son moJe d'action vise à bloquer les 
récepteurs du neurotransmetteur acide 4-aminobutanoique (GABA) du 'YStème nerveux 
central (Brignon, 2006). 

l.2.4. Propriétés physico-chimiques 

1.2.4.1. Propriétés chimiques (OMS, 1965) 

L' endosdfan se caractérise par les propriétés chimiques suivantes : 
0!• Nom chimique: 6, 7,8, 9, 10.10-hexachloro- 1, 5,5a ,6 .9 ,9a- hexahydro-6,9-

méthano-2,3 ,4- benzo- dioxathiepin-3 - oxide. Il existe sous deux formes stéréo
isomériques, soit l'alpha -Endosulfan (a) ou le b~ta -Endosulfan (B). Le rnpport 
isométrique (a: ~)est 70/30 . 

.. : .• Masse volumique: 1,7 45g/Cm3
. 

•!• Densité de gaz : 14, 1. 

1.2.4.2. Prcpriétés physiqu~s 

L'essentiel des propriétés physiques de l 'endosu1fan sont les suivant: 
•!• L'endosulfan se présente sous forme de cristaux bruns, staole à la lumière, 

modérément volatil dans 1 'air et relativement peu 3olubles dans l'eau (Tomlin, 
1994). 

•:• L' endosulfan présente une affinité moins prononcée pour les lipides que la plupart 
des pesticides organochlorés apparentés. Par conséquent, il e, ·iste un moindre 
risque de bioamplification et d'accumulation de l'endosulfan dans les chaînes 
alimentaires terrestres (Agritox., 2007). 

•:• La durée de demi-vie de l'endosulfan est de 120 jours. Ce pê.ramètre. noté DT 50, 
représente le potentiel de dégradation de cette substanœ active, et sa vitesse de 
dégradation dans le sol (Agritox., 2007). 

•!• L'endosulfan est facilement absorbé par le tractus gastro-intestinal et distribué 
vers les reins et le foie, et daes une moindre mesure, vers d'autres tissus. 
Cependant, des différences de distribution ont été observées emre les isomères, 
mais aussi pour ce qui concerne les métabolites (Agritox., 2007). 

1.2.5. Production et utilfaation 

1.2.5.1. Production 

L2 production mondiale d' endosulfan a été estimée à ~ 10 OCO toruïes par an au 
milieu des années 1980 (ATSDR, 2000). 

En 2005, un seul site de fabrication européen a été recensé. D'après l'industriel ce 
site produit -4 000 tonnes par an (EFSA, 2005 ; Van der Gon et al., 2005) dont la 
majeure partie est exportée hors communauté européenne (EFSA, 2005). 
L'endosulfan est fabriqué à partir d'hcxachlorocyclopentadiène par ïéaction diénique 
avec le butane-diol, suivie d'une cyclisation avec du chlorure de thionyle et cis-butène-
1,4-diol (Brignon, 2006). 
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Chapitre 1 G.Snér~lit~s sur !es ~1e sticiùes et l'endosulf...n 

1.2.7.2. Devenir dans l'organisme 

L' endosutfon peut pénétrer dans l'organisme vivant (homme ou animal) à 
travers les voies d'exposition (inhalation, voie orale, voie cutané ... ).Son absorption est 
très lente et incomplète environ 40à 600,'0 d' endosuflan est absorbé en 48h par le tractus 
gastro-intestinal et elle devient rap ide en présence d'alcool, d'huile ou émulsifiant. La 
résorption esI aussi lente, elle même favorisée par les graisses. (EFSA, 2005). 

L'er.dosuflan résorbé sera distribué Vèrs !es reins et le foie, et dans une moindre 
mesure, vers d. autres tissus. Cependant, des différences de distribution ont été observées 
entre les isomères, mais aussi poM ce qu~ concerne les métabolites (EFSA., 2005). 

Dés qu'il arrive dans le foie, une p~rtiç de l'enàosuflan se métabolise rapidement en 
se transformant selon deux voies métaboliques pour fermer soit des sulfo conjugués : soit 
des conjugués polaires et des conjugués sans soufre. (Dalsenter et al., l 999). 

Presque toutes ces réactions de cmtjugaison sont effectuées avec P450 : a. -
endosuflan est mi::diée par CYP2B6, CYP3A4 et CYP3A.5 et ~-isomère par le CYP3A4 
et CYP3A5. (Dejonckheere et al., 1975). 

Les métabolires de r endosulfon et mè:ne 1' cndosulfan non mérabolisé sont 
éliminés à travers Jes urines (10 à 13%), ia bile (29 à 47%) ou excrétés dans la m~tière 
fécale (15 à 22 1%) après quelques jours voir une semaine de b pénétration (Dejonckheere 
et a1., 1975). 

1.2.8. Toxkit2 

L'endosufüm est classé dans la catégorie des produits techniques qm sont 
modérément dangere'1x, basée sur une DLSO orale chez le rat de 80mg/kg de poids 
corporel. Cette toxicité est en partie tributaire de la manière avec la quelle le pesticidç est 
administré (ACTA,2004). 

L'endosulfan dilué dans les huiles ou ies émulsifiants est plus toxiq1Je que 
l'enàosuflan <~dministré tel qu'il est d'une façon générale, l.'isomère a est apparu plus 
toxiques que l'isomère ~ (Extonext, 199 3 ). 

La base de données toxicologique relative à 1' endosulfan comprend des études 
soumises par les titulaires et des études publiées. Chez le rat, l 'endosulfan est fortement 
toxique en doses aiguës administrées par voiè orale et par inhalation. Il est aussi très 
toxique par voie cutanée chez le lapin. L' endosulfan est modérément irritant pot1r les 
yeux et n'est pas un irritant cutané pour le lapin, ni un sensibilisant cutané pour ie 
cobaye. Chez le rat, les femelles se sont montrées beaucoup plus sensibles aux effets des 
doses aiguës administrées par voie orale et cutanée que les màles, et cette sensibilité 
accrue chez les femelles a également été notée dans des études de plus longue durée 
(Dalsenter et al., 1999). 

L' endosulfan est un produit chimique très toxique pour pratiquement tous les types 
d'organismes. Il peut provoquer des disfonctionnements du système endocrinien tant 
dans les espèces terrestres qu'aguatiques. C"est un produit neurotoxique, hématotoxique 
et néphrotoxique (Stockholm, 2007) . 
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2.1.1. Dé:fhfrtion 

Le systèn;e nerveux est un système fort comp le:œ qui tient sous sa déperJdance toutes 
les fonctions de l'organisme (Ramé et Ihérond, 2006), i1 est le système cie !égulation 
rapide de l' organisme, i1 compre11d l'encéphale, la 1:1oc!le épinière, 1es ll.erfs et les 
récepteurs sensoriels (fv1arieb, 2COO). 

Le système nerveux de tous les ~mimaux a pour fo;:i c!ion de détecter les variations du 
milieu extérieur et !ntérieur et déclencher les réponses e:rç.1)rODri ées des 

- .l 
muscles, des 

organes et des glandes (Crossr,1an et Neavy, 2004). 

,...~ """J ,,., ~ • +.,~ ' "!! • ,..·=· ' ,, .,. + ... 
1.. . Jl •. .:,. e._5l!' f;:';~Hll1Sfü . .RDU IB11: ~.'.lfl. :'3§iDl.1C2îWlJ! tlJU SVSd;:m.e ll~~V·;;;n ::-.:. 

. ·~ ~ 

Selon le dccteur lY1arieb (2008): 
' T 'ci l , . . . , " . '] l"ious -oosse .ans un seu S';·ster:tk: nerveux. ma;s sa Gomn1ex1te est te11e mn_ est J. • , - 1 

..J""f" ·1 ~ ' "d" ' . . ' , p t' ·1· 1'' d 1 uE 1cLe ;., en cons1 crer toutes ies parties s1mui:aneme nt. ~ our en acL.ïter · etu ,e, c·n ie 
divise selon ses structures (classifi cation str:.ici:urnle~; et se1on ses activités ( classi.fication 
,:· 1 ,.t: ·- ~' 1 p) JOL\ .. t0 1üleL..; . 

~ T. .• a cfassification structunde qu1 englobe tous le ~. org.:rnes du système nerve~1x, 
' l "b 1 · . . 1 ' 1 1 ' cornprena c i;ux su ü1v1s1ons : le systern.e nerve;.1x centrn1e et le systerne nerveux 

périphériques. 
,,, La c1assification fonctionnelle s'applique l'.n.iquemem aux strnc~ure s de S?·œ. 
'" Cette der.~ière contient deux voies : Ser:s1tive et rnotri ce. 

T • ' . • '1 . , l ~ ' ,. . . . T ' .ua voie rnornce c est ei e qm comp!"enc es ueux suiJ01v1s10ns qm sont : ~e systêmc 
•• <".'. ) • T '.•' • ._ . • · • ~- ""'\?' f-; p o T l T t, ' ..,, .,..... '.::>1' ' · t C> 1h:.1, r.::UA ::il-"nadqu., ,,L .e s:ys_efüe u i.,, veux au onom.;. .. 

,., _, ' 'Ji !. ' • ., '. 
,/, • .L.;';, i'~.11 i'l !W1ŒlUe fi!U sysH .=mJ.e Y'ilif i'"VCUX 

' ' d" . , . . . t ' 1 'S""·rc " Le systeme 11erveux est 1vïse amHrmremen en un systeme nerveux cemrzw: ~ r'' J 
""t un c-yq<'>~ ,.1 -=- 11e'-veuv 1Jfrirhérie ue (Ç,f'-JP.\ LP c;:ys~ème DeD.: '~ ' 1 ~ c0 ntrri] -"' "e con"î) OS"' du \,... ·- .J., J "<v ... ..1. ... '-· •• .JJ.. ... \. .I . y ·. l. 'i .- \'-'' ... ~- /• _. -•.., .... \.t '4 t ·'-" "-' .... .Llc. ""' V · - -~ l.~. ~'-' 

cerveau et de la moelle épinière. Le système nerveux périphérique se compose de nerfs 
reJ•oi!~~nant ie ce~·veau et la moelle ~pi:üère (ne:·:fs cfüi.iens et nerf rachidiçn;'ï fCrossrmm et 

..... ~ - " ' 
Neavv. 2004). , . 

·'~ 11: 1 ·tr .,, lii"""'"""m· "" "' """''""·' "'. (. • <·~ r-i;i-'·"' 1 ,t,,;, •-'•-Lai Jl_, . ., ..:>/ i..:_"lj ~ oilo .. :J. 'i'v ~~ ..... .?! V \,;, !Vl..J:-. _ .._,,u;.u,.!J.. \, .11.,0l 

Le système nerveux centra1, appe1é aussi név~·2xe, comprend la moelle épinière et 
1 • ' , , (R , L "f h , l ? (\ ., ,.. ' ' . l ~ l l , i . 1 • 
1 encepl1ale ame eL , eronc _utJ o ), pro'. ege p2r _e crane et .a co ürL'le ve1ie0r2ue, c est 
la oartie la plus com1:ilexe du système neneux. il contient la maiori té des corus ceilulaiies 

J ~ "" . ..J r 

et des connexions synaptiques (Crossman et r-;eavy, :2004) . 
Le tissu nerveux est mou et frag ile, la nalure a cependant veillé à la protection de 

i 'encé_ohale et de la moel1e ér;inière en les nrbitrarit :a.vec ies os 1,·le crâm: et ]a colcnne 
l · ' 

vertébrale 'i des membranes (les ménirf':es) et un coussin acmeux ,rle liquide cérébrost1inal) 
,J .._ , .r. .l , 

(l\!larieb, 2008). 
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Li: S)':'ltem~ !H:.~'iN.U: 1d; k: 3fr,,-~S'l; ms:ydE.11t 
---------

1 1 '11" 'l''c. . ~ ' ~ . .,,,~'.>. ,.,, " "' "· .• J.. JL.1 ,.,nc~pl!. .. aa~ 

r · ' ·' l' . +-,;.. - • - ·• d 1, 'b" ; ' 10• ..... t ; 10• ., "' rR· ' t ·""'"'i-. ' d "! 0(\ /' · 1 t ·1 1 , J~oge a . m , .... ue~11 e _a u. l'" 1..1 an, ~:r. ... k \ .l ame e_ i,,eron ,_,__ vo J, L es a p1l:S 
complexe des masses des tissus nerveux dans 1' organisme, il est d'usage de décrire 
sénarément ses aua'tre principales ré2ions soit. ies hé:r.isohères cérébraux (le cerveau·), le 

. i ... (...,; "' ..l • 

diencéphale, le tronc cérébral et le ce«velet (.Marieb, 2008). 

"; "i "..! 1J -~ l '.il ,ol j ' . : :;:. . .. ], .r.; .Jl< ~' · Jl •. {J . -...i~ • mo .... u e ep.~n1~.A t~ 

La rnoelle épinière est logée dans le canal rachidien de la colonne vertébrale et 
continue dnns 1e sens rostral, le bulbe rachidien du tronc cérébral. La rIJoelle ériinièrc , 
..-eçoit des im:Ormations du tronc et des membres et les contrôles (Crossman et Neavy, 
2004). 

La moelle épinière est div isée en quatre régions (cervical, thoracique, lombaire et 
sa.crée), chcque région spinale est subdivisée en segments et chaque segment forme une 

1'..'aire de nerfs sDinaux bilatéraux. Juste avant au'un nerf spinal reioün1e la moelle. il se 
l. .l. J 4,._. ~ 

divise en deux branches appe1é·.;s .les racines. La racine dorsale et chaque nerf spinal 
apportent spécifiquement ïes inforr:J.ations sensorielles . Le gar1giiœ1 de la racine dorsal.;, 
u11 ïenflemem de la raçine dorsale_, contient les corps cellulaires des neurones sensoriels . 
La racine ventrale transporte des infcnnatio ns venm-;_t du système nerveux cemraJ & la 
destin1tion des musc.les et des glandes (S ilvenhom, 2007). 

f 1 l 1 • d ' '] ' • ., ' 1 n TT -<,n coune tnmsversa.e, a s1.ms!:ance 2nse e ia rnoe1 e epm1e;.·~ mesente 1U :to1nïe !.1. ou 
J. f._.I' - ..1 

d'un pa.pilkm qui entoure le canal dP, l'épendyme qui contient le LCR alors que la 
1 b 1 ' • 1 ·1 , .. ' 1 .-l ~b '1" . , -1 suostance ~iancne c.e a moei e: epm1ere comprenc. 1,;es r:.eurot1 res mye 1msees et ues 

r , ,, .u,-or1ï1l"' ·~ N n 1n· ·e'~:l' l
0

('e' s (1"far1•Ôb '7 008• \ .1.. V J." - . ..... J. C;:) (J. ,.. y 1 1 J. 0 .iV.i( '.,,... ' -~ } • 

2J .. 3.2. L<i:~ système n.erve~.a:s: irH~rh'h~d~iU~ 
.. ~l .!. J~ 

Le système nerveux périphtrique constitue le lien entrç Je SNC et les struçn:.res 
situées à la oériohérie de l'onzanisJï1.::: des nuelles. il recoit èes i.:1formations sensitives et 

.i .J. - 1 ~ > 

aEx quelles, il envoie des impulsions de comrôle (Crossman et .Nec.vy, 2004). 
1 ' , .. , . ,, , d l ' ' ' ., . -t. . 1· , .,e systeme nerveux pcnpnenque est rnnne e ·ensemo1e oes neLs qui re 1ent ie 

sy~,tème nerveux centrale aux organes, sensitifs et moteurs. Selon leur origine, ils se 
divise.nt en nerfs crâniens et en nerfa rachidi-=n (Ramé et Thérond, 2006) . 

2 .. 103.2~1., Les neYrfs 

Un · nerf est un organe en forme de cordon qui appartient au système nerveux 
périphériques, la taille des nerfs vs6e (Ramé et Théroncl, 2006). Un nerf est u;;. ensemble 
de neurofibres situé à l'extérieur de SNC. Dans un nerf chHque axone est entouré d'u:1e 
mince couche de tissu conjonctif appelée endonèvre. Les axones sont groupés en 
fascicules par une eir.,·eloppe de tissu conjonctif plus épaisse que la premiè-;:-e, le 
périnèvre. Enfin, tcus les fascicules sont recouverts d'une gaine fibrei..:se résistantt:, 
l 'épinèvre (Ivlarieb, 2008). 

,~ 
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Chapitre 2 Le syc;tkme n~rveu::\ d 1c str>ess oxyGrrnt 
---~----

2 . .1 .3.2.2. Les ne:rfa c,;·ânfon.s 

Les 12 paires de nerfs cràniens desservent la tête et le cou. seul les nerfs vagues 
s'étendent juste dans les cavités thorncique et abdominale (Mc:rieb. 2000). 
Cn distingue tro is types de nerfs crânie11s : Les iîerfs sensoriels ou sensitifs Les nerfs 
moteurs Les nerfa mixtes (moteurs et sensitifs) (R::imé et Thérond, 2006) . 

2.13.2.3. Les n;erfa :radilidie:ns 

Les 3 1 paires de nerfs spinaux sont fom1ées par l'union de leurs racines ventrales . Et 
de leurs racines dorsales (fvfarieb, 2008).Ce son: des nerfs rnixt:t:s qui comiennent des 
fibres sensitives et motrices . Les nerfs rachidiens sont groupés en plexus, on en compose 
six: le plexus cervical, le plexus brachial , le::; plexus iombaire, le pîexas sacrés Le plexus 
}10nteux formé par }e nerf honteux interne et ie plexus sacro coccygien (Rm11é et Thérond, 
2006). 

2.1,J.3. Le système nerveui:. r-ru1.torwm.e 

Le système nerveux autonome est la partie du systèrne nerveux périphérique g ;11 

préside aux activités automatioues de l'organisme (1v1arieb. 2008) . Il est charn.é de ré2ule-· . . ~ . ~ -
la vie intérieure ou vie végétative. Cette régulation se faire de manière inconsciente (ce 
qui pe1met aux organes de continuer de fonctionner lors d'un état ccmateux ou lors du 
sommeil), il gère la sensibilité des viscè:·es et règle leur fonctiormeme:.1t. Il comman.de la 
musculature lisse, les fikes musculaires cardiaques et les glane.les (Ramé et Thérnnd, 
2006). 

li est devisé en deux systèmes particulaires : 

? 1 3 ~.r. ... l' ... , t ' . w T,\-l; -~ ·f '-.. ~ • -~ •• ,_, ·-'·.A.· .; .. A~ ss s eme sy.Lut.12,.,Jl.d]_h.i;. 

Les centres sympathiques som situés dans la moelle épinière, étagés de la 8 ème 
cervicale à la 2 ème lombairè. Le sysième sympattique est accélérateur. Il .9..crive ie 
fonctionnement des organes (Ramé et Thérond, 2006). 

La partie sympathique c'est la paiiie du SNA qui dans la situations d'urgence nous 
prépare à !a füite ou la lutte, la partie sympathique déclenche divers adapt:ition qui nous 
aident à affrenter, le stress (l\/Iarieb, 2008). 

~ ~ ~,,, 2 L. a "'., . . "J , , "t• •• ,, .. .., fi. 0 ~" 
.&i • .l.~ o.J o • "' ..)y;j1eme pm'. asyrr.c.p..,i •. 1nq , .. -e 

Il constitue de fibres ner,reuses issues de deux sources : 
G les fibres par:J.syIJ.1pathiques. ;\nnexées à certains nerfs cdniens dont elles suivent 

le trajet. 

ID le centre parasympathiques situés dans la moelle épinière étagée sur les quatre 
premiers segments sacrés. Les effets du système parasympathique sont 
antagonistes (Ramé et Thfrond, 2006) . 

La partie parasympathique du SNA s '.'.lctif surtout dans les situations neutres. Elle est 
notamment asso::iée au repos et à la digestion (Marieb, 2008). 
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ChapHre2 Le systièm~ ntE:neux eth~ stn~ss n~.Ji'.fa.llt 

2.1.4. Les îYdnd.p· es fo13ctions dii svst.ème ner1eux - ~ 

Le système nen1eux remplit trois fonctions étroitement liées : 

© premièrement, par l'intermédiaire de ces millions de récepteurs sensoriels, iJ reçoit 
de l' information sur les changements, qui se produisent tant à l'intérieur qu'à 
l'extérieur de l'organisme. Ces changernents sont appelés stimulus, et i' infonrn~tion 
recueille porte le nom d ' information sensorielle. 

~ deuxièmement, il traite et interprète l' infonnation sensorieile et détermine l'action 
à entreprendre à tout mome11t, ce qu i constitue le processus de J' intégration . 

~;i Troisièmement, il fournit une réponse motrice qui active les muscle ou les giandes 
(effecteurs) (Marieb ,2008). 

2.1.5. La neu:rotoxkit~ 

2 1 "' 1 D ' ~·· ·~ t ~· · ~ t . . ,::;. ' en nh.1on e r.:11ern ues ll(ÇlH'iG ox1ques 

Un neurotoxique qui pourrait être r origine de NTID (neuro developemental disordets). 
Ces NDD vont du simple défaut d ' attention à des troubles beaucoup plus graves: 
Hyperacfrvité, TI-IDA (troubles d'hyper2.ctivité avec déficit de l'attention) difficuité 
d'apprentissage, retard mental sévère autisme (Labie, 2007). 

Des neurotoxiques agissent sur l'ensemble des processus de développement: 
Proli férat ion. migration, différenciation, synaptogenése, gliogénèse, myéiinisation, 
apoptose et signalisation, cette vulnérabilité se pi olonge jusqu'à l'adolescence (Ginsbçrg 
et cl,,., 2004) . 

:tl,5.2. Quelques produits n.e~.u;n)foxiq_n2s 

11> Le plomb 

Le plomb est un métal préscnr partout dans notre quotiàien. 11 y'a prés d'un siècle que 
des cas d' intoxication aigue par le plomb avaient été signalées en Australie chez des 
enfants qui en jouant avaient ingère des peintures au plomb. Ajoutant en France la 
découverte de cas de saturnisme~ Liés à ia présence de fortes teneurs en plor;1b èans l'eau 
destinée à la ronsom1i1.o.tion humaine dans lès Vosges au début des années 1980 (:!_,abie:" 
2007). 

li) Le mMhyfo mercurre 

Les premières observations ont été faites à minamata au Japon dans les ann~es 1960 à 
l'occasion d'une épidémie de cécité ei: de retard mental chez des enfants <iont les mères 
avaient consommé des eaux contanlÎ!1ées . De tels travaux menés en nouvelle Zélande et 
aux îles Féroé, ont noté des troubles de mémoire (Meyers et al., 2003) . 

., Le diphény!poiych1oré:s 

Ces produits (PCB) ont été utilisés comme isolants électriques et des contaminations 
industrielles ont été àécrites dans des 1;avs asiaticues, Javon et Taiwan . Les études 

.J J J. .1. 

épidémiologiques mettent en évidence un déficit intra cliniq ue du àéveloppemer:.t 
hyperactivité, troubles de la mémoire et de l'attention (Labie, 2007). 
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Chapitre 2 J_ie syst ème nerveux et le str~ss i;xytlam 

0 Les solvants 

Les intoxications aigues souvent professionneîles sont bien connues. Elles sont 
présentes dans les sociétés industrialisées et responsables de nombreuses intoxication::: 
touchant le système nerveux central ou périphérique (Labie, 2007). 

c Les alcools 

Les complications neurologiques àe l'alcoolisme sont nombreux seuies quelques
unes, peuvent être attribuées m~x effets directs neurotoxigues àe J' alcool : L ' atrophie 
cérébrale, l'atrophie cérébelleuse et dans certains cas l'épilepsie (Ollat, 2004) . 

(? Le manganè~1'e 

Le rôle du manganèse dans des maladies professionnelles est c01mu, emraî...11ant des 
troubles neurodégénératifs voisins de 1a maladie de parkinson, le manganèse existe dans 
des nappes phréatiques utilisées, pou!" l'eau de boisson et dans le lait de soja (Labie, 
2007). 

G Les pesticides 

L'objectif de tout pesticide est de tuer un cible (insecte ravageur, parasite, 
champignon ... ) la toxicité est donc intimement liée au produit lui-·mème (Courr ière, 
2005). On connait plus de 600 insecticides, fongicides ou raticic'.es. Un de leur 
mécanisme d'action serait une inhibition du cho1inestérase par les organophosphates. 

Bes modifications morphologiques ont aussi été signalées 1' exposition prénatale au 
chlorpyrifos est associée à un<~ baisse des scores de développement à 36 mois ainsi qu'a 
un risque de TI-IDA augmenté (labie, '.2007) parmi les effets les plus fréquents des 
pesticides en général sont : 

-l~·fourot.o::dques : Toxiques pour le système nen'eux : l.,a neurotoxicité pour les iPsectes 
se traduit par des perturbations du fonctionnement du système nerveux, chez l'hcmn1e les 
mécanismes fondamentaux sont ies même (par exemple l'acétylcholine, un 
neurotransmetteur essentiel du système nerveux de l'insecte et aussi de l'homme, les 
insecticiàes qui affectent directement ou indirectement le fonctionnement de ce 
neurotransmetteur (Coun-ière, 2005) . 

2.20 Stress oxydant 

2.2.1. Définitions 

Pour définir le stress oxydant il faut d'abord définir ce que sont les radicaux libres. 
Un radical libre est une espèce chimique possédant un électron célibataire qui lui confère 
une réactivité vis-à-vis d'autres molécules. Celle-ci est variable selon ia nature du radical. 
En biologie les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d'électron à paiiir de 
1' 0 2. Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) :regroupent l'ensemble des dérivés 
radicalaires de l'oxygène (Oi-, ·011.', NO·, ROO · ... ), II!ais également ies composés non 

I 

radicalaires (ROOH, H20 2, 'O:z). 
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C1rnpitn 2 Le sys1èn::;~ n.~:ro/f-UJ.i et le stres~ o::cyd~nt 

Il est Ïrnporvmt d'évoquer nJors le paradoxe de l" Ü2 : il est indispensable 3.U 

fonctionnerr.em cellulaire mais est aussi la source des ROS qui pe\.i.vent être délétè~·es 
pour les macromoiécules biologiques (ADN, protéines, phospholipides membranaires ... ) . 
Les ROS sont sernient impliqués dans la prolifération cellulaire, la mon celluiaire 
programmée et agir2.ient comme second messager (Droge, 2002 ; Thannichal et Fs.nbmg, 
2000). 

Dans l'ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de 
faire face et dé1ruire les radicaux produits en excès . On dit que la balance 
antioxydants/proxydants est en équilibre . J.\!fais dans certaines situations, en raison d'une 
surproduction radicalaire (tabac, alcool, pc>llution) ou d'une diminution des capacités 
antioxydantes (insuffisance d'apports des micronutriments antioxydants, inactivaüon 
enzymatiques) un déséquilibre entre production de radicaux libres et système de défense 
est à l'origine d'un état redox altéré de la cellule appelé stress oxyclatif (Pincemai1 et al., 
., r·oo P. ·1 · · 7 "Oo'·O) i ';;1 / j ; 'mcemm. et al.,.!. · . 

2.2.2. :Les ;espèces réactives de Poxygè.ne ~~ leu:r origi.nif 

2.2.2.1. Les ;radicaux libres o:;rygéné§ 

Dans les molécules, les atomes sont assemblés par des liaisor,.s covalentes ~tabiies 
par mise en commun d'électrons de spins opposés. Tout apport d'énergie suffisam: est 
susceptible d'entraîner la rupture de ces liaisons et donc de donner naissance à des entités 
chirniques qui possèdent un électron r:on apparié, dit ~< céiibataire », sur une orbilale 
externe. Ces entités chimiques sont appelées radicaux libres. Pam1i les espèces 
radiç2laires les plus intéressantes se trouv ent les fonr1es activées de l' oxygène . La 
réactivité particulière de 1' oxygène est due à ia structure biradicalaire de la molécule. En 
effet, si l'oxygène moléculaire est très stable vis-à-vis des substances à électrons 
appariés, la molécule réagit énergétiquement avec les radicaux libres. Ces dernie;:s .sont 
des espèces chimiques présentant un ou plusieurs électrons célibataires (le radical 
hydroxyle ·OH, l' anion superoxyde Oi-, i'oxyde nitrique NO .. . ) (Curtin et al., 2002). 

I !s sont produits naturellement dans i' organisme (radicaux primaires) : 
- au niveau de la respiration mitochondriale lorsq'Je l' oxygène éd:appe à la 

réduction complète en H20 ; 
-· au niveau de certains organites cellulaires tels que les peroxysomes; 
- par diverses oxyàases cellulaires ; 
- au cours de la phagocytose. 

Ces radicaux libres primaires sont capables d'extraire un électron des molécules 
voisines pour compléter la vacance de leur orbital en produisant de ce fait d'autres 
radicaux libres dit secondaires, àonc sont les sous produits des réactions d'oxydation et 
de réduction. D'autres espèces dérivées de l'oxygène dites espèces actives de l'oxygène, 
comme l'oxygène singulet 10 2, le peroxyde d'hydrogène (J-f.:!02) ou le nitroperoxyde 
( ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi rénctives et peuvent être des 
précurseurs de radicaux. L'ensembie des radicaux libres et de leurs précurseurs est 
souvent appelé espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Olanow, 1993 ; Favier, 2003 ; 
Dalton et al. , 2002). 

La réactivité de ces espèces n'est pas uniforme chez les radicaux de l'oxygène. 
Cette réactivité étant très variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux 
formés chez les êtres vivants, l'anion radicalaire superoxyde ( 0 1") comme le monoxyde 
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d'azote (NO') ne sont pas très ré3ctifs, mais constituent des précurseurs d'autres espèces 
plus réactives. La faible réactivité de ces ckux radicaux permet d'ailleurs leur utilismion 
par l'organisme comme médiareurs régulant des fonctions biologiques telles la 
vasodilatation capillaire, la pro li fëration ou le message de ne1!ror1es. 

En revanche, des radicaux comme les radicaux peroxyles (ROO') ou surtout le 
radical hydroxyle (HO') sont extrêmement réacLifs, et ce avec la plupart des molécules 
des tissus vivants. Ces radicaux libres de l'oxygène ou de l'azote, pourtant réactifs et 
toxiques, ils sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire des 
bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour 
réguler des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée ou apoptose 
(l:;'a·v1·e1· rJOO" ·Dalton e- al ÎO.-'')\ 

L L ' ,_ .J , l . , .... V-..). 

Les principaux radicaux libres oxygé:1és sont les suivar:.ts : 

- l'anion superoxyde: la molécule d'oxygène, mise en présence d'une quantité 
d'énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi l'anion 
superoxyde : 

(0 -L ~- ~ o· •-
''-'"2 ' g;; ------s,,. 2 

Cet anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions 
- le radical hydroxyle : · Oh~ Il est très réactif vis-à-vis des struc!ures organiques 

et J. oue un rôle initiateur dans l' auto-oxvdation linidioue . , ' 

- f e radical peroxyde : ROO ' 
- l'oxygène singulet : 10 2, forme « excitée » de 1' oxygène moléculaire, est souvem 

assimilé à un radical libre en rQÎson de sa forte réactivité. 

1• Le reste des radicaux libres et la comparaison entre leur pouvoir oxydant SOilt 

donnés dans le tableau 2. 

Tableau 2 : Prindpaux radi'2an11: H.b:re§ et compar:d2cm de leu.r pmrwofr o:Kytlant 
(Citürnpton, 1999). 

Radie:.u.rx !für~s 
(nomendatu:re) 

1 A.nion su eroxyde 
Radicai hydroxyie 

[ Raàical hydroperoxyde 
Radical peroxyde 
Radical alkoxyle 

CPeroxyde d'hydrogène* 
Radical oxyde nitrique 

Peroxynitrite 
Hypochlorite: 

~---

Stntç'tT~~e cbimkmiB 

;f"l • -
•J2 

·01J 
.. Hoo· 
· Roo· 

.'-

-----< 

RO" 
If202 
1V0° 

1 01voo · 1 

1 ClO" 1 

Pon~:9.k.Q.!Y~t . OH> RO . > HOO' > ROO' >No· 

*Espèce active de l'oxygène, non radicalaire 

,,., 
l I 



ChapH-z-e Le sy3tèm~ n.terY"i:u::r et le &tress ox:1d~11t 
----

2.2.2.1.a. L'origine enèi.oghw tl~s ROS (Dalton et al.~ 2ûv2 ; Fufü~rt et Caïs, 
1992 ; Y oshikawa et al., 2000 ; HzllhNeH et G1~tteridge, 2007). 

Les radicaux libres sont issus du métabolisme physiologique mais ils peuvent aussi 
être, produits lcrs de « déviations » du métabolisme celhüaire . En effet, la respiration 
oxydative est la principale source d'énergie pour les cellules aérobies. L'acétylcoenzyme 
A issue des métabolismes glucidique, protidique et lipidique entre dans le cycle de 
KREBS pour l'oxydation complète du reste acétyle en C02 + l-fiO. Les électrons sont 
transportés via la chaîne respiratoire, sous fonr1e de coenzymes réduites (F ADH2, 
NADH) qui vont transférer leur pouvoir réducteur sur les systèmes transporteurs 
d'électrons de la chaîne respiratoire et permet1re la synthèse d 'ATP. Ce transfert 
d'électron est soldé par la synthèse de l'eau à partir de l' oxygène dans l'étape ultime de 
la chaîne respiratoire mitochondriale : 

If) _J ·v+ 1 .4 -
f!..h-i-4.2.Jl ·~ e ___ ... ,,_. 2 1110 

Cependant, une réduction incomplète àe l '02 peut apparaître pour 1 à 2% de 
l'oxygène moléculai re conduisant alors à la formation de radicaux libres oxygénés : 
i' oxygène singulet 10 2 et surtout l'anion 0 2 • - . Si ce deŒ.ier est libéré dans un milieu 
dépourvu de protons, il peut exercer ses effe-cs délétères : de tels milieux se rencontrent au 
sein des doubles couches phospholipidiques des membranes cellulaires dont la structure 
aurait tendance à augmenter la durée de vie des radicaux libres. Si cet anion est libéré 
dans un milieu protoné, il subit une dismutation, que ce soit spontan~mem ou en présence 
d'une dismutase, phénomène au cours duquel 1' anion C2 • - disrnute en eau oxygén~e : 

,_ 
0 2 + e ---- ----+ 

.... 0 ·- ' "> 1-r+-~ · 2 -1~ .... 
_,....__ 

<~ 

n • -
11_,v ,, ... 

I'l202 + 02 

Il faut noter que la formation initiale de l'anion superoxyàe est à l'origine du 
1 

, ' d' l . -1 - d d" , ' d" . pnenomene ra icâ"aire car en (,om1ant !e peroxy e nyarogene par . ismutatlon ce 
dernier peut alors se transformer en raàical hydroxyle 'OH par la réaction de Fenton: 

1I202 + Fe2
+ ------i> ·DJ-I + -oJJ- + Fe3+ 

Le peroxyde d'hydrogène est <susceptible de réagir avec le radical superoxyde en 
donnant également le radical hydroxyle selon la réaction de Habber-\Veiss : 

I-1202 + 0 2 · - ·-----lit- ·0FJ+ -0H +02 

La v itesse de la réaction de dismutation de 1' 0 2 • - est maximale à pH = 4,8, mais 
est très lente à pH= 7. C'est pourquoi la cellule a beso~n d'un superoxyde dismutase pour 
accélérer cette réaction en multipliant sa vitesse par 1010 au pH physiologique. 

D'une manière générale, la durée de vie des radicaux libres est très courte 
( 10-4s) et aussi instabie. Ils sont très réactifs ca:.- ils cherchent un é1ectron afin de ré
apparier leur é1ectron célibataire. Ceci peut se faire au coût de }a création d'un nouveau 
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radical libre et alors une propagation en chaîne s'installe, Ce processus intrncellL:!aire es t 
limité par la compartimentation cellulaire et peut s'a1Têter par : 

La recombinaison des radicaux libres entre eux : 

R '1 + R'2 ----- -i" Rr Rz 

Ceci est possible s'i l s'agit de chaines organiques contenant uniquement des 
liaisons saturées 

- Des systèmes antioxydants entraînant Je piégeage des radicaux libres . Il s'agit 
d'enzymes (superoxyde dismutases, cat&iase, peroxydases) et dt molécules telles que le 
glutathion . 

Quand 1' organ1sme subit une attaque bactérienne, la réaction du système 
immunitaire est de facto par une inflammation accompagnée de cellules phagocytaires 
activées qui libèrent des enzymes, des médiateurs chimiques tels que l 'histarnine et la 
sérotonine, et l'anion superoxyde accompagné d 'autres dérivés oxygénés comme l'acide 
hypochloreux (HC!O) et les raàicaux ·OH, H10 2 et 102--

En ef±èt, ia phagocytose des germes bactériens s'accompagne, d'une production 
massive d 'anions superoxydes par le métabolisme lem:ocytaire : c'est ce qu'on appelle la 
«flambée respiratoire » (Respiratory burst). Une NADFH oxydase, activée par la protéine 
kinase C et l'acidt arachidonique libéré par la phospholipase A2 (PLA2) intervient et 
p ermet la synthèse de 0 2 • - au prix d'une forte consommation d'02 ,(Tillement, 
200 l ;Henderson et al., 1989 ;R ahan et al., 1996). 

~"). 

AT A n ptcr ...l_ ~:,.7+ ...i.. ? ;() 
1 vn_v .2. Jt.JJ. J ~ ... 1.. 1 J.# v2 ----·~ 2 o, . - + l·LJJ.DP';. + 2 rr 

Les anions superoxydes produits subissent une dismutation soit spontar:.é soit 
enzymatique. 

Au cours de la phagocytose et la formation de phagosome, ce dernier referme une 
enzyme s 'appelant la myéloperoxydase, cataiyse en presence de H.102 et d'ions CT la 
formati:::m de dérivés halogénés toxiques : 

.fi1202 + Cl - ----·> eu;-+ H.20 

L 'hypochlorite en captant un proton peut réagir à son tour avec 1es fonctions amines 
ou lion ammonium pour donner des ch loramines: 

J-ICJO + l:.JVI-12 ------? lll»!I-!Cl + I-!20 

1-JClO + l\TJ-I3 -----:» i-VH2Cl + 1I20 

Ainsi qu'en présence de E 20 2 l'acide hypochloreex peut donner i'oxygène singulet 

l!ClO + I-1202 "ll--,r; ~~ 0 10 J;.. Ji.-j_..._, + Ii2 + 2 
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Lors de la phagocyiose donc, il y a formation d'un taux élevé de radicaux libres 
oxygénés (OH, I-!20 1. 0 2'-et: 10 1. rajoutés à ceux-là les chloramines püssédant une venu 
bactéricide . L'ensemble de ces substances est emrn2é dans la lutte contre les infections 

'-' '-' 

microbiennes en ivsant les 9_gents microbiens phagocvtés_ Dans le cas d'une 
.1 ....... - ........ .. 

granulomatose septique ou une inhibition de la myéloperoxydase par une corticothérapie, 
l'orn:anisme devient alors fragile ·.::t très sensible aux agressions microbiennes . ...... '--' ...... 

Pt>.r ailleurs, la biosynthèse des prostaglandines est amorcée à p riori par la libération 
de 1' acide arachidonique des phospholipides mern branaires par l'action :hydroly1ique de 
PLA2• Deux enzymes, la lipooxygérrnse et la cydooxygénase, liées aux membrnnes 
plasmiques et microsomales, transforment l'acide arachidonique libéré en dérivés tels que 
Je thromboxane, les prostag!rndines ou les ieucorriènes . Après action de la 
lipooxygénase, la transformation à'un hyàroperoxyde, l' acide 
hydroperoxyeicosatétraénoïque (HPETE) en acide hydroxyeicosatétraénol"que (HETE) 
s'accompagne de la libération du radical hydroxyle ·OH (Hill et cl., 1996). 

De manière générale, toute réaction bioc.himiquè faisant ÜJ.tervenir de l'oxygène 
moléculaire est susceptible d'être à l'origine d'une production de radicaux lib:-cs 
oxygénés . La xanthine-déshydrogénase est une enzyme ubiquita ire impiiquée dans le 
catabolisme de l'ATP . Au décours des phénomènes d'ischémie-reperfüsion, cette enzyme 
est modifiée en xanthine-oxydase qui génère du superoxyàe en présence d'oxygène et de 
xanthine ou d'hypoxanthine : 

-v l'... ~.0 ]7 

0 
1 • d • • ..., ,,... • - ,.,, 1. ,_, A.anireuw + -4· '2 + n 2 2 --~ Aaue tJi"'UJ.Ue -r,! <Ih + , :i; 1~.~ 

,, Ainsi, cette voie de production de dérivés réactifs de r oxygène pm11c1pe 
probablement au stress oxydatif chez tout patient présentant une pathologie ischémique, 
que celle-ci soit facilement (infarctus) ou difficilement reconnue (ét~ts cle choc, bas 
débits régionaux sévères, microthromboses) (Harrison, 2002). 

Par ailleurs, beaucoup de cellules sont capables de produire du monoxyde d'azote 
No· à partir d'arginine et d'oxygène, dans une réaction catalysée par la NO-synthase 
(NOS) . Cette production est physiologique et joue par exemple un rôle majeur dans le 
tonus vasculaire (Servais, 2004). 

NOS 
L .. A.rgénine + 0 2 + 1VAL"'1F1l ---- - > L-Citruline + l'.fO. + JVADP 

Une seconde forme de NO-synthase existe : sous l'action des cytokines et des 
enàotoxines libérées lms d'un sepsis, cette for.ille est inductible et produit de grandes 
quantités de NO'_ 
À forte concentration, le NO' devient délétère pour les cellules, notamment en réagissant 
avec un radical superoxyde 0 2 • - pour fom1er un puissant oxydant : le peroxynitrite 
ONOO'. En outre, le peroxynitrite peut secondairement se décomposer en d ' autres 

, . (N ')' ·nH t ) oxyaams 1_ 2, v , e.c .. 

Le réticulum cytoplasmique renferme des enzymes qui ca talysent des réactions pour 
détoxifier les drogues liposoilitks et d'autres p.rnduits métaboliques toxiques. La plus 
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connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides g:ïas insJturés et ies 
xénobiotiques et produit ainsi des P,OS . Il semble que cette production radicalaire réguie 
les fonctions du réticulum comme par exemple la sécrétion des protéines. 

Dans 1e peroxysome également il y a une production intense des H 20 2 car cet 
organisme renferme de nombreuses enzymes générant le peroxyde. Toutefois ce dernier 
est utilisé comme substrat par l:l 1.:atalase _peroxysomiale afin de réaliser des réactions de 
peroxydation d'autres substrats. Ces ~.-éactions sont importantes dans le processus de 
détoxification présent dans le foie et le rein (Servais, 2004) . 

2,2.2.1,b. L'o:rigine exogène des R ûS 

L'organisme humain est soumis à l'agression de différents agents capables de 
donner naissance à des radicaux libres. Les rayonnements UV induisent la synthèse de 
radicaux libres du type Oi-, 'OH, 10 2 et de molécules génératrices de radicaux libres tel 
que JfzO::, par l' intem1édiaire cl.' agents phctcsensibilisants. Par aii.leurs les radiations 
ionisantes provoquent également la génération de radicaux libres dérivés de l'oxygène. 

L'ingestion d'alcool est suivie de 1a fonnation de radicaux libres selon divers 
mécanismes. La xanthine oxydase et l'aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal 
métaboiite de 1' éthanol, l' acétaldéhyde, avec production d' 0 2·- . L'éthanol stimule 
également la production d 'anion superoxyde par induction de la synthèse des NADP.T--J 
oxydase, NADPH cytochrome réductase, et du cy1ochrome P 450 . Enfin, Schisler et 
Singh (Schisler ênd Singh, 1989) ont montré que l' alcool pouvait du-:;i.inuer l'activité des 
enzy,_mes de protection (SOD-GSH-Px) . De même, les conc~ntrations sériques en 
sélénium et vitamine E sont abaissées chez les alcooliques et c01Télées avec une atteinte 
héuatioue pius ou moins sévère. Des toxio1ues tels que l'oxvde d'azote (1VOi et k dioxvde 

.l l ... .. / .,, 

d'azote (N02), présents dans notre environnement (suies, goudron, tabac, polluants 
industrie:ls), participent à la genèse de radicaux libres : ils sont responsables d'une auto
oxydation des acides gras po1yînsaturés des nlvéoles pulmonaires. 

La réaction peut être réversible : 

~ ro. ..L C'H c:r. ... -- C'J'YC.'[;r"J 4------~ i\ '0 /"l'H ,..., ... , rr • ;rycTT ; 1 Y 2 • 3 }/.J. --· · "il , ·IL) .! 'V 2 - L 5 IJ...,J"1. - ~ fl J.:~ 3 

Ou irreversible: 

! >.TO . cvy f ''l c,,.,,. ~-, ,. -,..,. r• •1ur CTIT C;LT 
"!,. 2 -t- - ... d"11.2 ~....,r_ =:: .1.J. ••· , 11.J•lu2 + ··..., n - ..i.7. = .o. .. 

NO et NO] peuvent aussi réagir avec le peroxyde d'hydrogène produit par les 
macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance à des radicaux 
OH ·. La fumée de cigarette joue un rôle majeur dans la formation de ces esp~ces 

radicalaires : elle contient NO et N02, renfem1e de fortes concentrations en composés 
insaturés et stimule, par son action irritante, les macrophages des alvéoles pulmonaires . 
D'autres toxiques agissent par transfert d'électrons. Il en est ainsi du tétrachlorure de 
casbone (CC14) dont la toxicité s'exerce par l'intermédlaire des radicaux CC!3 et mis en 
évidence dans des hépatocytes de rat parrésonance paramagnétique électronique (RPE). 
La réduction de CCl4 en CC{3 s'effec~ue, soit sous l'action du cytochrome P450 
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Chapitre 2 Le ~ystème :.:u::rvieux :et !;; stres'.3 œ:ytl?.n ~ 

hépatique ccr1 + e- ____,, Cl - + CC i ·3, soit en présence de fer fe1n:ux. CCZ_, + Fe+ 2 - ; + 
Fe +3 +CC z ·> ,'(NECHT et JVJASON en 1988 (Knecht e[ Ivfo.son, 1938), ont montré que 
le CCZ ·3 était capable d.' induire l' auto-oxydaüon des acides gras polyinsaturés, et donc de 
provoquer une augmentation importante des hydroperoxydes lipidiques. 

Par ailleurs, des antibiotiques anticancéreux, tels que les anthracyclines, sont 
également capables de générer des radicaux libres. La formation d'espèces radi calaiïes 
serait responsable de leur mode d'action anticancéreux et de leur toxicité (Le Bot et 
al.1988 ; Pein et al., 1995 ; Gennain et al.,2003). Ils agissent se lon un mécanisme de 
transferi d'électrons. Des travaux réalisés sur des cultures de cellules tumornles 
mammaires , l'adriamycine est bioactivée en radical semiquinone de 1'adriamycine (SQ") 
par réduction enzymatique (cytochrome P450) . Ce radical peut réagir avec l'oxygène 
pour former l'anion superoxyde. Pour une autre anthracycline, la daunorubicine (DOS), 
la réduction en radical libre (DSO'') se réalise alors que la molécule es[ déjà intercalée 
dans !'ADN (Sinb.a et al., 1989) Enfin, sur des cultures de cardicmyocytes, l'épirnbicine, 
un autre dérivé des anthracyclines. s ' avère inducteur d' une toxicité avérée rnodifiant 1es 
propriétés physicochimiques des membranes ceLlulaires par la génération des radicaux 
libres (Germain et al., 2003). 

2.2.3. Rôle pgthofogique de~ espèc:B§ adive§ de !'o:xygè:u~ (F1<nizr. 2003 ; R afüwell 
t 11-1 lfü) ., 

~ ~.ross, , Yli>""~ )' 

Les travaux de Halliwell et ces collaborateurs ont bie:J momré le rôle des ndicaux 
libres et des espèces oxygénées réactives dans la genèse de nombreuses maladies. En 
effet, La production excessive de radicaux libres provoque cles lésions directes de 
molécules biologiques (oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucidç-s ), 
mais aussi des lésions secoridaires dues au caractère cy1otoxique et r.:mtagène des 
métabolites libérés notamment îors de l'oxydation des lioides . L'organisme Deut au~si 

... J. .......... ...l. 

réagir contre ces composés anonnaux par production d'anticorps, qui maiheureusement 
peuvent aussi être des auto-anticorps créant une troisième vague d'attaque chimique. 

Toxicité cellulaire des radicaicc libïes : Conséquer.ces biochimiques 
- Les lipides : Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la 

cible privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle capable d'a1-racher un hydrogène sur -
les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, 
oxydé en radical peroxyle. Cette réacti on appelée peroxydation lipidique forme une 
réaction en chaîne car le radical peroxyle formé se transforme en p eroxyde au conu~ct 
d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical diène conjugué. Les hydrcpe1-8xydes 
peuvent subir plusieurs modes d'évolucîon : être réduits et neutralisés par la glutathion 
peroxydase ou continuer à s'oxyder et à se fragmenter en aldéhydes acides et en alcanes 
(éthane, éthylène, pentane) qui, de par leur volatili té, sont éliminés par voie pulmonaire. 
Le radical peroxyle, après évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, 
peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde ou 
l'hydroxynonenal. La transmission e~ chaîne de la réaction de peroxydation lipidique est 
stoppée par la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes . On peut 
détailler le mécanisme de ce\ ~e peroxydation en trois étapes consécutives, figure 2, 
(Fulbert et Cals, 1992). 
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f::.'-f!~pe 1. : Initiation 
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Le radical formé (R") subit un réarrangement interne, dù à une tautomérie liée au 
déplacement de la double iiaison la plus proche de l'électron célibataire, et existe donc 
sous 2 fonn es en équilibre . 

E~i'J."fl.& l : Adition de l 'ox_vgène 

'")-o=- /··"\'.~~':_ . . - -.·<~ 
_..... · -=--·· 

- -._..•-. -~~ 

........... . 
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En présence d'oxygène, il se fon:ic un radical peroxyàe (ROO} 

/Etc.qze }._ : Propagation et amplification 
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1_-;i · "" ":'!' , • ,JI ~ d +-' .. • • ..Ji . JL'lgull"e .t. : .i:...,;e mec9.rl.l:Sm.e ·v•e .!i2 peroxy 2.rn.n up1mcp_~eo 

(Fulbie:rt et C:1fai, 1,992). 

Le radical peroxyde (ROC)') qui déstabilise une deuxième molécule d' AGPI et 
conduit à un hydroperoxyde lipidique (ROOH) et à un nouveau radical (R} Ce~1e auto
oxydation se propage et s'amplifie d'un acide gras à l'autre. 

Les implications chimiques et les différents produits engendrés par ce mécanisme 
sont résumés dans la figure 3. 
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Chapitre 2 ~· Le système nerveux et le stress oxydam: 

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrêmement variables selon 
la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et 
l'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront l'apoptose, alors que 
de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la 
membraiJ.e cellulaire, entraînant des lyses immédiates. DP- :rio::'.breuses autres anomalies 
biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenèse, malformation 
des foetus, dépôt de protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépôt de 
lipide:. oxydés, immunosupression (Favier, 2003) (Figure 5). 
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Figure 5: Nature de quelques modifications des chaînes latérales d'acides aminés 
des protéines après attaque radicalaire, (Favier, 2003). 

2.2.4. Les systèmes de contrôle des radicaux libres par la cellule (Favier, 2003 ; 
Servais, 2004 ; Gardés-Albert et al., 2003 ; Avissar et al.,1989). 

4.a. Systèmes de contrôle endogènes 

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment 
beaucoup d'énergie pour contrôler leur niveau d'espèces réactives de l'oxygène. En effet, 

·•• l'organisme humain possède des systèmes enzymatiques, tels que les superoxyde
dismutases et la catalase qui jouent un rôle de protection, ainsi que les glutathion
peroxydases (GSH-Px) qui jouent un rôle de détoxication. 

• Les super oxydes dismutase : 
Cette eru,7ffie assure l'élimination de l'r,.llion superox-yde, première espèce toxique 

formée à partir de l'oxygène, elle assure ainsi, la première ligne de d~fense contre le 
stress oxydant. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métëil situé au cœur de 
l'enzyme dont la nature distinguera les superoxyde-dismutases : 

- SC\!_1 à manganèse (Mn-SOD) : protégeant la mitochondri2-. 
- SOD a cuivre zinc, protégeant le cytosol ( cCu-ZnSOD) 

- - La face externe de la membrane des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD). 
- Le plasma sanguin (pCu-ZnSOD) 
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Chapitre2 :l..,e système nerveux et le stress o:xydant 

Les superoxyde-dismutases sont utilisées en thérapeutique : dans les maladies 
inflammatoires chroniques, les anions superoxydes relargués par les phagocytes activés 
stimulent et amplifient la réponse inflammatoire. L'administration de SOD peut prévenir 
les lésions tissulaires dues à l'anion superoxyde. Les SOD semblent également réduire 
l'étendue de l'infarct:.1S ci'.l myocarde (Avissar et al., 1989). 

e Les glutathion-peroxydases (GPx) : Ses enzymes sont séléno-dépendantes 
contenant 4 atomes de sélénium situés aux centres actifs de l' enzyme sous forme de 
sélénocystéine. Elles se trouvent dans le cytosol, la mitochondrie, le réticulum 
endoplasmique et le noyau. Un déficit en sélénium entraîne une chute de l' activité de 
l'enzyme et une réplétion la restaure. Ces enzymes sont, sans doute le principal système 
de protection car elles détruisent non seulement H20 2, mais aussi les peroxyàes 
organiques toxiques formés par l'oxydation des acides gras ou du cholestérol. L'é!ctivité 
de ces enzymes est très dépendante de l'apport nutritionnel en sélénium. 
Avissar et al. (A vissar et al., 1989) ont, à partir de cultures ceilulaires, individualisé 2 
formes de GSH-Px qui diffèrent par leur structure, leur activité et leurs sites antigéniques: 

- une forme à localisation intracellulaire 
- une forme glycosylée riche en ponts disulfures, à localisation extracellulairè. 

Les GSH-Px ont une action détoxicante vis-à-vis de 2 substrats : 

le peroxyde d'hydrogène: 

H202~<-~- - -_.,,.,_. H ] O 
/ __ :-;,r-_ - _.... ~ 

( .::_;l11ra ; /Jion ujdufn :::GSH GSSG (gl zrt i.'"tïl .1 i c.Yn o ."":.1 ·cié1 

~ 
/~"-. 

N ADP ::-.rADPH 

les hydroperoxydes (ROOH) dérivés des lipides: 

R<:JH R_C)<....î~----------
- / GS:=i-PX ~ 

2GSH C-rSSG-

~~____--/ 

~ ~ 
1'--_ADP l"_A.DPH 

" 

L'activité de détoxication des GSH-Px face aux hydroperoxydes nécessite une autre 
enzyme, la P LA2. Cette pi10.::iy i~0~~pase::. tibëre lt:s peroxydes 6 · aciües ~~as des men1u1 L.ucs 

celluiaires en hydrolysant les fonctions esters des phospholipides membranaires. Les 
peroxydes libérés dans le cytosol sont aloïs transformés par la GSH-Px tandis que la 
chaîne d'acides gras manquante est resynthétisée. 

---:... / 
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Chapitre 2 Le système nervtJX et le stress oxydant 

9 La catalase (CAT): La catalase réagit efficacement avec le H20 2 pour donner de 
l'eau et 1'02: 

2H202 • 2H20+02 

La CAT est localisée principalement dans le peroxysome, mais elle se trouve aussi 
dans le cytoplasme. La GPx et la CAT permettent ainsi l'élimination de H20 2. Toute fois 
la CAT semble jouer un rôle plus impmtant en présence de forte concentration de H20 2, 
ainsi elle empêche le peroxyde d'hydrogène de participer à la réaction de Fenton, alors 
que la GPx prend en charge le hydroperoxydes et H202 même en faible quantité, pour 
lesquels elle est considérée la source majeure de protection (Favier, 2003 ; Servais, 
2004). 

• Les thioredoxines peroxydases (Prx) : Ce sont des petites protéines à activité 
antioxydante, localisées dans le cytosol, les mitochondries, les péroxysomes, associés aux 
noyaux et aux membranes. Ces protéines exercent leur rôle antioxydant à travers une 
activité peroxydase, où l'H20 2, le peroxynitrite et de nombreux hydroperoxydes sont les 
substrats. Ils jouent un rôle très important dans la détoxication vue leur quantité 
importante (0.1 à 0.8% de protéines solubles cellulaires) et leur large distribution dans la 
cellule (Servais, 2004). 

• L'hème oxygénase (HO) : Le système oxygénase permet la conversion de l'hème en 
monoxyde de carbone, en biliverd:ine et en fer: L'effet protecteur de l 'HO contre le stress 
oxydant est indirect, puisqu'il est relié au fait que : 

- La biliverdine se transforme en bilirubine qui possède une activité antioxydante. 
- Le fer produit par l'activité de l'HO stimule la synthèse de la ferritine, qui est 

aussi impliquée dans la réponse antioÀrydant (Favier, 2003 ; Servais, 2004). 

• Les protéines de stress thermique: Ces protéines interviennent dans la réparation des 
dommages oxydatifs induits au niveau des protéines par un stress oxydant (Favier, 2003 ; 
Servais, 2004). 

4.B. Les antioxydants non enzymatiques : Parmi ces antioxydants se trouvent les thiols 
(SH) dont certains sont synthétisés in vivo, comme le glutathion (GSH). Le glutathion est 
un tripeptide (y-Glu-Cys-Gly) dont la concentration intracellulaire est importante 
puisqu'elle est de l'ordre de 104 à 10-3 mol.L-1(Halliwell et Gutteridge, 2007). La fonction 
thiol confère au glutathion un rôle d'antioxydant, c'est-à-dire de réducteur, qu'il exerce 
vis-à-vis de nombreuses espèces oxydées, et en particulier vis-à-vis de l'eau oxygénée et 
des radicaux hydroxyles : 

H202 + 2 GSH ---> 2 H 20 + GSSG 

GSH +·on __ ..,. GS . + ... ~120 .1· 

Toutefois, le rôle protecteur de GSH semble provenir de sa capacité à réagir avec 
lt~ rndicau,c centrés sur le carbone R : 

GSH+R· GS+RH 
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Chapitre 2 Le système nerveux et le stress oxydant 

Le rôle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles lipidiques 
Ro2· qui propagent les chaînes de peroxydation. La partie active de la molécule étant la 
fonction phénol réductrice ( a..-TH), celle-ci perd facilement un atome d'hydrogène et se 
transforme en radical a.-tocop~éry1e, a.-T, tandis que le radical peroxyle est réduit en une 
molécule d'hyd.rnperoxyde : · 

R02. +a-TH R02H + a-T. 

De plus, l'a.-tocophérol- capte les radicaux superoxydes (sous leur forme protonée 
H02"), les radicaux hydroxyles ·oH, ainsi que l'oxygène singulet 102 (espèce réactive de 
l'oxygène, non radicalaire). 
Le recyclage de la vitamine E est assuré par des systèmes réducteurs dont le plus 
important est l'ascorbate (réaction ci-dessus), lui permettant de jouer son rôle 
d'antioxydant à plusieurs reprises. 

" - ~-- -·--
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Figure 6 : Antioxydants d'origine alimentaire: a.-tocophérol, acide ascorbique 
P-carotène, acide caféique et quercétine. ... 

• Les caroténoïdes : Ils sont très nombreux et représentent la principale source 
alimentaire de rétinol. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoïdes ont un 
rôle spécifique de capteur d'oxygène singulet 10 2, :;e qui leur permet d'exercer une 
protection vis-à-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumière 
solaire. D'après Burton et Ingold (Burton et Ingold, 1984), l'effet antioxydant du ~
carotène serait dû à une interaction entre le radical et le système de àoubl.:s liaisons 
conjuguées de la chaîne insaturée du piégeur qui serait stabilisé par résonance. 
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Ch~pitre2 

• Polyphénols 

1. Définition 

Le syst~me nerveux et le stress oxydant 

Les polyphénols constibent une famille de molécules organiques larg·~IT! •~nt 

présente dans le règne végétal. Ils sont caractérisés, comme l'indique le nom, par la 
présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou moins 
complexes généralement de haut poids moléculaire, ces composés sont les produJs du 
métabolisme secondaire des plantes (Stanley et al., 2003). 

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment à cause de leurs 
effets bénéfiques sur la santé (Stanley et al., 2003). En effet, leur rôle antioxydant naturel 
suscite de plus en plus d'intérêt pour la prévention et le traitement du cancer (Chenet al. , 
2004 ), des maladies inflammatoires (Langhton et al., 1991 ), cardiovasculaires (Frankel et 
al., 1993) et neurodégénératives (Orgogozo et al. , 1997). Ils sont également utilisés 
comme additifs pour l'industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique 
(Laughton et al., 1991). 

2. Structure générale des poly phénols 

Les polyphénols naturels regroupent un vaste ensemble de substances chimiques 
comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en 
plus d'autres constituants (Bamforth, 1999). Ils sont très nombreux: plus de 8000 
structures sont actuellement connues. Le classement précis de tous les poly phénols est 
difficile et controversé sur certains points. Les acides phénoliques, les flavonoïdes, les 
tannins et les lignines constituent quatre grandes classes regroupant la majorité des 
structures (Schmitt et al. 1998). 

Les phénols naturels vont de molécule simples (figure 7), comme les acides 
phénoliques à des composés les plus généralement décrit ont un poids moléculaire 
d'environ 5000 DA, cependant des polymères de plus de 30000 DA déjà été décrits 
(Bravo, 1998) 

1)~ 

HO OH 

Figure 7: Structure d'un phénol simple (Bravo, 1998). 

l 

3 . Les grandes classes des poly phénols 

Ils peuvent être regroupés en de nombreuses classes qui se différencient d'abord par 
la complexité du squelette de base, ensuite paï le degré de modifications de ce squelette, 
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enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d'autre molécules 
(glucides, lipides, protéines ... ) (Sami- Manchado et Cheynier, 2006). 

Les principales classes sont : 

•!• Acide phénolique 

Le terme d'acide phénol peut s'appliquer à tous les composés organiques possédant 
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en 
phytochimie conduit à réserver l'emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des 
acides benzoïques et cinnamiques (Bruneton, 1993). 

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du 
simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux), ces substances sont 
présentes sous forme soluble dans la vacuole (Sami- Manchado et Cheynier, 2006). 

•!• Les flavonoïdes 

Cette catégorie de substances naturelles formes une grande partie des métabolites 
secondaires d'un grand nombre de variétés de plantes supérieures. Ce sont des composés 
naturels appartenant à la famille des polyphénols, formant ainsi l'ensemble des 
substances les plus répondues (Harbone et Baxter., 1999). 

Ils possèdent une diversité structurale très importante. En effet, plus de 6500 
structures ont été identifiées (Harbone et Baxter., 1999). 

Ces diverses structures se rencontrent aussi bien sous la forme libre ( aglycone) que 
sous forme de glycosides. Ils jouent un rôle important dans la protection des plantes 
(Bruneton, 1993). 

La structure chimique des flavonoïdes est basée principalement sur un squelette de 15 
atomes de carbone constitué de deux noyaux benzéniques A et B reliés par une chaîne en 
C3 (figure 8) (Harbone, 1964). 
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Figure8 : La structure chimiqu~ des flavnno~des (Brunetl)n,1993). 
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Classification des flavonoïdes 

i oas les flavonoides peuvent être classés en plusieurs groupes selon le degré 
d'oxydation du cycle pyranique central (la chaîne en C3) (Guignard, 1974), le noyau B 
est relié à l 'hétérocycle C dans les positions 2, 3 ou 4 : 

•!• Dans la position 2, le flavanoide est appelé flavane . 

• Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle, le flavanoide 
est appelé flavanone 

• Si la liaison CrC3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé 
est nommé flavone ; 

• Si ce dernier est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est 
désigné par le nom de flavonol. 

•!• Dans la position 3, le flavanoide est désigné par le terme iso flavane . 

• Si la position 4 de l'isoflavane porte un groupement hydroxyle, le composé 
est désigné par le nom isoflavanol. 

• Si la position 4 de l'isoflavane porte un groupement carbonyle, le composé 
est appelé isoflavanone. 

• Si la liaison CrC3 dans le squelette de l'isoflavanone est insaturée, le 
composé est nommé isoflavone (Harbone, 1964). 

•!• Dans la position 4 avec un carbonyle en C2 et une insaturation entre C3 et Ci, le 
composé est dit néoflavone, ce type de composés est également appelé 4-aryl 
coumarine (Forkman, 1992). 

•!• Les tanins 

Les tanins sont des formes phénoliques condensées capables de se lier aux protéines 
en solution et de les précipiter. Aussi les premières estimations quantitatives des tanins 
ont-elles utilisé leur capacité d'interaction avec des protéines modèles.,: albumines, 
hémoglobines . ... Les tanins ont une importance économique et écologique considérable 
et sont responsables de l'astringence de nombreux fruits et légumes et de leurs produits 
dérivés (Sarni- Manchado et Cheynier, 2006). 

On distingue habituellement, chez les végdaux supérieurs, deux groupes de tanins 
différents par leur structurep aussi bien que pqr leur origine biogénétique : les tanins 
hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1993) 

3. Les propriétés des polyphénols 

> Propriétés physico-chimiques 

~· 

Les polyphénols sont des molécules associés par àes liaisons hydrogènes donc peu 
volatils, ils sont très solubles dans la plus part des solvants organiques, mais ils forment 
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avec l'eau un hydrante peu stable à 15C0 avec décomposition, ces éléments dans l'ultra 
violet moyen, les phénols absorbent vers 240 nm, ils sont caractérisés en infrarouge par 
une bande forte de la liaison 0-H (Laurent, 1985). 

Les propriétés chimiques peuvent être classés en cinq groupes : 

Les réactions correspondant à la repture de la liaison 0-H, la liaison C6H5-0H, 
l'hydrogénation du noyau, les substitutions dans le noyau benzénique et en fin 
l'oxydation (La~ent, 1985). 

~ Propriétés bioactives 

Les poly phénols présentent des activités biologiques qui sont résumés dans le tableau 3. 

Tableau 3: Les propriétés bioactives des poly phénols 

Poly phénols 
1 

Activités Auteurs 

Acides phénols - Antibactériennes Didry et al ., 1982 

( cinnamiques et - Antifongiques Ravn et al., 1984 

benzoïques) - Antioxydants Hayase et Kato 1981 

- Protectrices vasculaires Mabry et Ulubelen 1980 

Coumarines - et anti-oedémateuses 

- anti-tumorales Stavric et Matula 1992 

Flavonoïdes - anti-carcinogènes Das et al., 1994 

- anti-inf1ammato ires Bidet et al., 1987 

- hypotenseurs et diurétiques Bruneton, 1993 

- antioxydants Arnoma et al., 1995 

Tanins galliques 1 - antioxydants Okuda et al., 1983 

et catéchiques j Okamura et al., 1993 
i 

6. Relation structure réactivité 
.:" 

~ Cas des flavones et flavonols 

La preuve des effets protecteurs et anti-oxydants des composés phénoliques est 
fondée sur diverses études. Il a P.té montré que les flavonoïdes agisôent comme rles 
fixateurs de plusieurs espèces oxydantes ; tel que l'anion peroxyde ( 0 2), le radical 
hydroxyle ou les radicaux peroX';des. Les données de la littérature montrent une mise en 
' "d _1 • 1 . 1 , . . d ~ . , l' . . .,,,,. e'1C" ne Cerl-:·-ner f"p . ~+-·.·· ~- ,_, ._ ..,_,o ,. •.'-T-~1- . -, , - . _ C' '- 1ffii01'"' " t lr r onr·' "e<" =-' ···: ~-- -,' . ç"1 i ._, ..... ·.Li..\.. • ....1..1...> ..... -"'"ütl .... .. ...... _ ... t...:.. \... .ll ... ~ù.!..l ..... ;.. W ... ..a....l..lJ._ 1u...., ~ ..... .A..a. v ~-4.....u..,," -u. ..... .... _ .. . . .... 

antioxy~ant : 
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• La présence du groupe hydroxyle 3-0H lié à la double liaison C-2=C-3, et son 
emplacement adjacent au groupement carbonyle de l'hétérocycle (C) en position 
C-4 est exigé pour la grande efficacité de l'activité antioxydant (Hahida and 
W anasundra, 1992) . 

• La 0-méthylation des subtitua:ut~ hydroxyles du squelette flavonique Yéduit 
l'activité antioxydant des flavonoïdes (Yokozawa et al. , 1998). 

"Les groupements hydroxyles en position 3, 5,7, 3',4' participent dans 
l'inhibition de la peroxydation lipidique (Cook and Samman, 1996). 

• La capacité antioxydant des flavonoïdes revient à leur aptitude à former des 
chélates métal-ion, par l 'ensemble (3-hydroxy, 4-oxo) ou (5-hydroxy, 4-oxo) 
(Kitta et al., 1992) . 

• Les hydroxyles 5-0H, 7-0H, et la double liaison C-2=C-3 qi sont des sites 
potentiels de réactivité, sont essentiels pour l' activité inhibitrice des flavonoïdes 
de l'enzyme Xanthine oxydase et du radical peroxyde produit par ce dernier 
(Cos et al., 1998). 

);.>- Cas des isoflavones 

Les activités biologiques diverses de la génistéine (4 ', 5,7-trihydroxyisoflavone) ont 
fait l'objet de nombreuses études publiées durant les dix dernières années. La majorité de 
ces études ont porté sur les activités pharmacologiques de la génistéine comme inhibiteur 
de la tyrosine kinase, des activités chimiopréventives contre les maladies du cancer et les 
maladies cardiovasculaires et essentiellement l ' activité phytoestrogénique (Dixon, 2004). 

7. La biodisponibilité des polyphénols 

Une meilleure connaissance de la biodisponibilité des polyphénols est indispensable 
pour mieux comprendre leurs effets protecLçurs sur la santé. Leur absorption intestinale 
peut être excessivement variable (Scalbert et Williamson, 2000), elle dépend de leurs 
degrés de glycosylation (Hollman et al., 1995). 

Une fois absorbés, les polyphénols ne sont jamais présents sous leurs formes 
natives végétales mais toujours sous formes glycosylées et conjuguées avec divers 
groupements : méthyle, sulfate, glucuronique (l\llanach et al., 1996). 

Ces réactions des conjugaisons modifient la réactivité des poly phénols et facilitent 
leurs éliminations par voie biliaire ou urinaire. 

Une partie des poly phénols excrétés par voie biliaire est réabsorbée et alimente un 
cycle ente;:o-hépatique qui active relativP-ment les _:Jo~y phénols (T .airon, 2000). 
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8.L 'effet Anti-oxydant des polyphénols 

Les flavonoïdes ont une capacité antioxydante, cette faculté leur permet de capter 
les radicaux libres, notamment l'anion superoxyde (Blanchemaison, 2000), ceci leur 
confère in vitro la capacité de diminuer l'activité d'enzymes comme la cycloxygénase, 
le::; hydrolases, les bétagalactosidases, et l~s oxydoréd:lctses. Ils possèdent également 
une grande affinité pour les ions divalents (Cu++' Zn++ ... ) (Husain et al., 1987). Certains 
flavonoïdes sont utilisés comme antioxydants pour la conservation des huiles comestibles 
(Buleon et Metayer, 2004). 

9.Action neuroprotecteurs des poly phénols 

Il est récemment apparu que la supplémentation en aliments riches en polyphénols a 
un effet neuroprotecteur chez les animau,'<: adultes utilisés comme modèles de cas 
d'ischemie et de maladie d' Alzheimer (SF A, 2007). 

• Les flavonoïdes: Tous les flavonoïdes sont capables de piéger les radicaux libres 
générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse à des agressions de 
notre environnement (cigarette, polluant, infections .. . ingérés avec nos aliments, ces 
composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants cellulaires 
(lipides et macromolécules) contre le stress oxydant (Dellatre, 2005 ). Ils sont de bons 
capteurs de radicaux hydroxylesDH, l'anion superoxyde Oi-et peroxyles R02. Ils sont 
donc susceptibles d'inhiber les chaînes de peroxydation lipidique. Les plus utilisés sont la 
quercétine (chef de file des flavonoïdes), le resvératrol, extrait de l'écorce du raisin 
rouge . .. Le piégeage des radicaux libre se fait selon la réaction (Bors et al., 1997 ;Cao et 
al.,1997): 

Flavonoïde (OH) + R · __ _.flavonoïde (0) +RH 

Où R" représente l' anion superoxyde, le peroxyle, l' alkoxyle et !'hydroxyle.Le 
radical flavonoxy (FL-0) peut réagir avec un autre radical pour former une structure 
quinone stable, figure 9. 

0 

&
OH R. RH &C/ R" RH 

OH. u ~ OH \J 
lp 

0 

OH a O 
... 1 

p 
qLI l llt)fl(' 

Figure 9: Piégeage des ROS (R) par les flavonoïdes (Marfak, 2003). 

En outre, le radical flavonoxy peut interagir avec l 'oxygène 2our donner une 
' qùinone ei u11 anion superox-yde. Cette réaction est responsablt d 'un ·effet prooxydant 

indésirable des flavonoïdes. Nous constatons que la capacité des flavonoïdes d'agir 
comme (l~tioxydants dépend non seulement du potentiel redox dn couple Fl-ü / FL-OH 
mais aussi de la réactivitédu radical flavonoxy. 

Par ailleurs, les flavonoïdes sont considérés comme de bons chélateurs des ions 
métalliques. 
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Des études menées par Van Acker et ses collaborateurs (Van Acher et al.,1996), 
montrent l'aptitude des flavonoïdes à chélater les minéraux. La quercétine est la plus 
active des flavonoïdes étudiés dans ce travail. On peut résumer les sites essentiels pour la 
ché1ation des ions métalliques dans la figure 10. 
(i) un noyau catéchol sur le cycle B, (ii) les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et 
(iii) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C. 

En fui, selon la communauté scientifique, la capacité des flavonoïdes à piéger les 
radicaux libres est en relation avec ceux qui combinent les trois critères suivants: 

1. La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confère la 
stabilité au radical flavonoxy et participe à la délocalisation des électrons. 

2. La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo. 
3. La présence du groupe 3-0H en combinaison avec la double liaison C2.-C3. 

A titre d'exemple, la quercétine satisfait à tous ces critères et par conséquent, elle est le 
composé le plus actif de la famille des flavonoïdes (figure 11 ). 

\ ·k'·-

' i 
OH i ,1 i 

/c' , . / o , , ,(~~:t_oH 
c~ A rc c -1r -/ 

'-· ., •··• · '··- 1 ./ --., ·5r·-- ·· .. n/ J -.. o~ 

OH Q ·' 
! - ....... ( 

'·. 
·-,.. .! .. ' ./ 

~1, .. 1-

f\·k "-

Figure 10: Flavonoïdes et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques 
(lVIen+)(Van Acher et al.,l 996). 
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Figure 11 : Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoïdes. 

(l\tlarfak, 2003). 
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Chapitre3 Matériel et méthodes 

L'étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de biochimie de la faculté des 
sciences, Université de Jijel. Elle est consacrée pour évaluer à priori la neurotoxicité de 
l'endosulfan à la dose rencontrée dans certains légumes en l'occurrence les piments et les 
tomates cultivés dans la région de Jijel, et à fortiori l'effet préventif des extraits 
polyphénoliques <l'épluches d'orange contre cette toxicité. 

3.1. Matériels 

*Animaux: L'étude est réalisée sur les rats albinos femelles de souche Swiss provenant 
de l'institut Pasteur d'Alger (Algérie) dont le poids corporal compris entre 132-233g. Les 
rats sont installés dans des cages en plastique ou en métal de 5 rats chacune avec libre 
accès à la nourriture (croquette) .L'animalerie est maintenue à une température ambiante 
(20-25°C) et soumis à une photopériode de 12/24heures. 

*L'épluche d'orange: Les épluches d'oranges du genre citrus sinensis sont utilisés 
comme source de polyphénols que nous avons utilisés pour prévenir la toxicité. Ces fruits 
sont ronds ou légèrement ovales de 6,5 à 9cm de diamètre, la peau externe (zeste) orange 
ou jaune est criblée de minuscules glandes sécrétrices d'huiles essentielles et la peau 
interne blanche à une consistance spongieuse (Figure 12). 

La chaire comestible est divisée en quartiers entourés d'une membrane, l'orange est 
dite sanguine à la chair rouge (Mikolajski, 2007).C'est le fruit le plus consommé au 
monde en jus (Dubois, 2006). 

~ 

~ 

Figure 12 : Fruit citrus sinensis (Thomson Navel) (Dubois, 2006). 

* L'endosulfan : C'est un pesticide appartient de la famille des organochlorés, la 
posologie recommandée pour réaliser cette étude était de 4mg/kg. C'est la dose 
rencontrée chez ce1tains légumes cultivés dans la région de Jijel. 

3.2. Méthodes 

3.2.1. Extraction des polyphénols 

L'extraction a été réalisée selon protocole inspiré selon Brnneton, 1993: 

• Séchage : après le lavage des épluches d'oranges, ces dernières sont séchées à 
l'air libre pendant une semame à l'abri de la lumière et de l'humidité. 
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• Broyage: Le broyage des épluches est effectué à l'aide d'un broyeur électrique 
jusqu'à l'obtention d'une poudre très fine. 

• M!lcération : 350g de poudre sont mis dans 3,~l d'une solution hydro
éthanolique (8 :2) et laisser macérer pendant 5 jours puis le macérât est filtré. 

e Evaporation : pour éliminer l'éthanol nous avons passé le macérât par le 
Rotavapor (Evaporateur El OO, Hei dolph), à une température de 55°C à une 
vitesse maximale jusqu'à 1' obtention d'une petite quantité de la phase aqueuse. 

• Lyophilisation : La phase aqueuse obtenue après l'évaporation est lyophilisée 
par le lyophilisateur (CHRIST, Alpha 1-2) pour obtenir les extraits en poudre de 
polyphénols de zeste d'orange. 

3.2.2. Traitement des animaux 

Les rats (n=l 5) sont répartis en trois lots de 5 rats chacun: 

Lots 1 : Animaux témoins recevant lml d'eau distillée par voie orale chaque jour 
pendant une semaine 

Lots 2 : Animaux intoxiqués recevant par gavage gastrique (Figure 15) une dose de 4 
mg/kg d'endosulfan durant 5 jours (1er, 2éme, 4éme, 5éme, et 7émejour). 

Lots 3 : Animaux préventifs recevant par gavage gastrique une dose de 1 OO mgllcg de 
polyphénols suivie, après 30 minute, d'une dose de 4 mg/kg d'endosulfan 5 jours pendant 
une semame. 

3.2.3. Sacrifice des animaux et prélèvement des cirveaux 

A la fin de la période d'administration, les animaux sont sacrifiés, le cerveau est 
prélevé est divisé en deux fractions (Figure 16): la première est plongée dans1 le tampon 
phosphate (0.1 M; pH: 7.4) contenant KCl (1.17%) est utilisée pour la préparation de la 
fraction cytosolique qui servira pour le dosage des paramètres : l\!IDA, SOD, CAT et 
protéines et la seconde est mise dans la solution de TCA (5%) qui servira pour le dosage 
du GSH cytosolique 

3-2-4 Préparation de la fraction cytosolique 

La fraction cytosolique est extraite selon. la méthode de Sanmugapriya et 
Venkataraman (2006). Brièvement, un lg de cerveau est prélevé et homogénéisé par un 
broyeur de Dou:;:ce (KONTES. Glass company an IS0-90Gl steere(i Erm), da.i1s '.ln 
tampon phospha\te (0.1 M; pH 7.4) contenant KCl (1.17%) en suite le broyât est 
centrifugé à 10000 tpm pendant 45 min à 4 °C. Le surnageant issue de la centrifugation 
es1 utilisé con11w.;; source uu lvhlA, SOD, CAT et prnï.eÜ1es . .Pour 1e Gv.::iage cie ù~H,• le 
cytosol est obtenu en utilisant le TCA (5%) à la place du tampon phosphate et 
l 'homogénat est obtenu après centrifigation à 2000 tpm pendant 15 min (Ellman, 1959). 
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3.2.5. Dosage du MDA, SOD, CAT, GSH et les protéines 

3.2.5.1. Dosage du MDA 

A ce jour, le marqueur le plus utilisé pour déterminer un stress oxydatif reste le 
malonaldéhyde (MDA), qui est évalué par la méthode d' Ohkawa et al. , (1979). 

* Principe de dosage : La notion de dosage du MDA est substituée à la notion de 
TBARS « Substances réagissent avec l'acide thiobarbiturique ».La réaction de dosage du 
MDA repose sur la formation en milieu acide à chaud (100°C) entre le MDA et deux 
molécules d'acide thiobarbiturique (TBA) d' un pigment de couleur rose absorbant à 532 
nm extractible par les solvants organiques comme le n-butanol (Lefèvre, 2003) (Figure 
13). 

li__< J.1. 

Î~ 
0 0 
(1-:IDA.) 

/ :tf ' HSY '-..'-../OH 

+2 1 Â / ' N.........._ 
·. (TBA) 
OH 

, N OH HO, N 
Sl::-;-></~..::::::::...._ // -,',,,_ // ..... -:.~':;-,~ SH 

l t « 
• . 1 \ 

N-::-,__ J --- ,,~· ---......_ l_ ~ JN ·, '-, ,.// -·-<::.~-- /' '-,, / ' -, ~- --~ 
" '( --./ "'-{-, 

OH Qli 

~r,. 

• 

Dériyé 1.m .-\ {TBA) 2 

Figure 13 : Réaction MDA avec TBA (Logani et al., 1980). 

* Prr.tocole d'évaluation de MDA: Le dosage du MD1'. est effectué selon le 
protocole récapitulé dans le tableau 4 : 

·' 
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Tableau 4 : Les étapes de la réalisation de dosage du MDA 

~ s 0 ( ) Tube blanc Tube échantillon 
Fractioncytosolique - 0.5 
Kcl 0.5 -

TCA(20%) 0.5 0.5 
TBA 1 1 

Bain Marie 100°C pendant 45min puis 
refroidissement avec des glaces 

n-butanol 4 4 
Centrifugation à 3000 tpm pendant 15 min 

Lecture spectrophotométrique à 532 IlID-

Les valeurs du MDA sont obtenues en utilisant une courbe d' étalonnages élaborés avec 
le tetraetoxypropane (TEP) (Annexe3) et les valeurs sont exprimées en nmol/g de 
cerveau. 

3.2.5.2. Dosage du glutathion 

Le glutathion est le thiol intracellulaire le plus abondant présent dans toutes les 
cellules animales à des concentrations variables allant de 5 à 1 OmM, il est mesuré selon 
la méthode d'Ellman (1959). 

* Principe de dosage : Pour le dosage du GSH, la méthode colorimétrique par le 
réactif d'Ellman (DTNB) est la méthode la plus employée. La réaction consiste à couper 
la molécule d'acide 5,5 Thiobis 2 nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libère 
l'acide thionitrobenzoique (TNB) lequel à pH (8-9) alcalin présente une absorbance à 412 
nm (Figurel4) . . 
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Figure 14: Réaction du GSH avec DTNB (Lahouel, 1985). 
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*Protocole de dosage du GSH: Le dosage du GSH est effectué selon le protocole 
récapitulé dans le tableau 5: 

Tableau 5 : les étapes de la réalisation de dcsage du GSH 

~ S on Tube blanc Tube échantillon 
TCA(5%) 50µ1 -

Fraction cytosolique - 50µ1 
Tompon phosphate (pH : 8) 

lOml lüml 
Agitation du mélange 

Mélan2e 3ml 3ml 
DTNB 20µ1 20µ1 

Incubation pendant 15 min 
Lecture spectrophotométrique à 412 nm 

Les valeurs sont obtenus en utilisant une courbe d ' étalonnage effectué avec le 
glutathion pur (Annexe3) et sont exprimées en mmol /g de cerveau. 

+ 3.2.5.3. Mesure de l'activité de la SOD 

L'activité du SOD est mesurée selon la méthode de Beauchamp & Fridovich, 1971). 

* Principe de dosage: La détermination de l'activité dépend de la capacité de 
l'enzyme à inhiber la réduction du nitroblutetrazolium [l\TBT] inhibition de la formation 
de formazan par les superoxides .qui sont produit par la réaction de la riboflavine et 
l'oxygène photo réduite comme suit : 

Riboflavine + 02 photo réaction 02 . 

Superoxyde + NBT Formazan 

* Protocole de mesure de l'activité de la SOD : Le dosage de la SOD est effectué 

'" selon le protocole récapitulé dans le tableau 6: 

Tabl 6: Les ét de la réalisation de d duSOD . 
Tube blanc Tube échantillon 

s 
Réactif ?.ml 2ml 
Fraction cytosolique - 50µ1 
Eau distiH;;e 50µ1 ./" -

Exposition à une lampe UV (15W/10min) 

LectnrE' au spectrophotométriaue à 560 nm 
1 
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Une unité De l'activité de la SOD est calculée pour l'enzyme causant 50%d'inhibition 

de la réduction du formazan. 

0.A, inhibition.= Abs du blancs -Abs d'échantillon x 100 
Abs du blanc 

L'activité enzymatique est calculée en UI /mg de protéine. 

SOD UI/mg = % inhibition x 6.35 

3.2.5.4. Mesure de l'activité de catalase 

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

* Principe de dosage: La catalase est une enzyme héminique peroxysomale qui 
possède quatre groupes protoporphyrines. L' activité catalyiique est évaluée par la mesure 
de la diminution de l'absorbance d'une solution d'H20 2 à 240 nm pendant 1 min à 25°C. 
Cette diminution de l'absorbance étant due à la dismutation du peroxyde d'hydrogène par 
la catalase selon la réaction suivante: 

2H202 2H20 + 02 

* Protocole de mesure de l'activité de CAT: Le dosage du CAT est effectué selon 

le protocole récapitulé dans le tableau 7. 
~/ 

Tableau 7 : Etapes de la réalisation de dosage du CAT 

~ s 1(: l) Tube blanc 1 Tube échantillon 
Tompon phosphate 
KH2P04(0.1M, pH: 7.2) 1 1 
H202 (0.019) 0.97 0.97 
Fraction cytosolique 

'fil\ 

0.025 -
Eau distillée 0.025 

1 -
Lecture spectrophotométrique chaque minute pendant 2min à 240 nm 

L' a.Gtivité enzymatique est exprimée en UI /mg de protcine, l'unité de l'activité de la 
cat:: lase est calculée par la formule suivante : 

A1 
UI /g de protéine = (2.303 / T) log ---

A2 
A1 : absorba11ce au temp::. v min. 
A2 : absorbance au temps 1 min. 
T : intervalle de temps en 1 min. 

f 
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3.2.5.5. Dosage des protéines cytosoliques 

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

* Principe de dosage : Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de 
réactif de Folin-ciocalteus (acide phosphoprotéine et phosphotungstic) dans la présence 
des protéines à une solution condensée de couleur bleue. Cette coloration est due à la 
réaction de cuivre avec les liaisons peptidiques et aussi à la réaction de l'acide phospho
tungstomolybdique avec les acide aminés : tyrosine, tryptophane et cystéine. 

* Protocole de dosage des protéines : Le dosage des protéines est effectué selon le 
protocole récapitulé dans le tableau 8: 

Tableau 8 : Etapes de la réalisation de dosage Des protéines 

~ s ( l) Tube blanc Tube échantillon 
Fraction cytosolique - 1 
Tampon phosphate 1 -
Solution R 1 1 

Bien agiter et laissez à une température ambiante pendant 15 min 
F olin dilué à 10% 
(Fraîchement préparé) 3 3 

Laisser pendant 45 min à une température ambiante et à labri de la lumière 
Lecture au spectrophotomètre à750 nm 

Les valeurs sont obtenues en utilisant une courbe d ' étalonnage préparée par SBA 
(Annexe 3) et sont exprimées en mg de protéine /g de cerveau . 

.. -"' 

.f 
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Figure 15: Méthode d'administration par gavage gastrique. 

Figure 16 : Prélèvement du cerveau. 
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Chapitre 4 Résultats et interprétations 

4.1. L'évaluation globale du statut redox des cellules nerveuses 

Les résultats de l'évaluation générale de la balance anti-oxydants/ prooxydants des 
cellules neï-,/e; •ses dans les différents traitements chez les rats, s::m~ récapitulés dans le 
tableau 9. 

Tableau 9 : Variation des différents paramètres du statut redox des cellules 
nerveuses chez les différents groupes de Tats. 

~ MDA (nmol /g) 1 GSH SOD (UVmg) CAT (UI /mg) Protéines (µg/g) 
s (mmol/g) 

Témoin 0,104 ± 0,02 0,43±_0,14 352,43±23,53 1,932±0,678 777,99±30,27 
Intoxiqué 0,141±0,007' 0,093 ± 0,06° 150,85±35,9'" 1,174±0,543° 514,24±19,36 

... 
Positif 0,1300±0,004 

. 
0,21 ± 0,14" 260,35±32,45 

. 
1,636 ±0,548 607,37±19,76"" 

Lot témoin est traité par l'eau distillée; lot intoxiqué est traité par l'endosulf.an 
(4mg/kg) ; lot préventif est traité préventivement par l'extrait de poly phénols 
(JOOmg/kg) en association avec l'endosulfan (4mg/kg). 

Les résultats sont présentés en moyenne ± écart type, n : 5 
Test de student, comparaison par rapport au témoin: (ns) non significatif,·* 

significatif à p<0,05 ; **hautement significatif à p<0,01 ,·***très hautement significatif 
àp<0,001. 

Le constat fait est l' augmentation significative du MDA d'une part et la diminution 
significative également des enzymes antioxydantes, du glutathion et des protéines 
cytosoliques. 

4.2. Evaluation de la peroxydation lipidique 

La quantification du marqueur de la peroxydation lipidique a donné des valeurs 
illustrées par l'histogramme ci-après (figure 17). 
Nous avons constaté une augmentation significative (p<0,05) du MDA chez les rats 
intoxiqués et le groupe préventif qui atteint respectivement les valeurs (0, 141 ± 0,007 
nmol/ g de tissu) et (0,130 ± 0,'()04) par rapport aux rats témoins (0,104 ± 0,02 nmol/g de 
tissu). 

·' 
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Figure 17 : La variation de l'activité du MDA cytosoliques des cellules nerveuses 
dans les différents groupes de rats. 

Les résultats sont donnés en Moyenne ± écart type, n : 5 
Test de Student, comparaison par rapport au témoin : * p<O. 05, la différence est 

significative. 

4-3 Evaluation du taux du GSH 

Les résultats obtenus''"de la quantification du GSH dans les cellules nerveuses des 
différents groupes d'animaux, sont illustrés par la figure 18. 

·' 
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Figure 18: La variation de l'activité de GSH cytosolique des cellules nerveuses dans 
les différents groupes de rats. 

Les résultats sont présentés en Moyenne ± écart type, n : 5 
Test de Student, comparaison par rapport au témoin : * p <O. 05, la différence est 

significative. 

Nous avons constaté une chute significative (p<0,05) des taux cytosoliques de GSH 
dans les cellules nerveuses chez les rats intoxiqués et le groupe préventif avec des valeurs 
respectives de (0,93 ± 0,06 mmol / g de tissu) et (0,21 ± 0,14 mmol / g de tissu) par 
rapport aux témoins avec une valeur (0,43 ± 0,14 mmol / g de tissu). 

4-4 Evaluation de l'activité de la SOD 

La mesure de l'activité du superoxyde dismutase dans les cellules nerveuses a 
donnée les résultats illustrés par la figure 19. 

·' 
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Figure 19: La variation de l'activité de la SOD cytosolique des cellules nerveuses 
dans les différents groupes de rats 

Les résultats sont présentés en Moyenne ± écart type, n : 5 
Test de Student, comparaison par rapport au témoin : * p<O. 05, la différence est 

significative,· ***p<O, 001, la différence est très hautement significative. 

D'après l' étude statistique, il parait qu'il y' a une diminution très hautement 
significative (p<0,001) de l'activité du SOD chez les groupes intoxiqués (150,85 ± 35,96 
UI/ g de protéines) et significative (p<0,05) chez le groupe préventif avec une valeur de 
260,35 ± 32,45 UI/ g de protéines, par rapport aux témoins avec une activité de 352,43 ± 
23,53 UI/ g de protéines. 

4-5 Evaluation de l'activité de la CAT 

Les résultats d~ l'évaluation de la CAT cytosolique des cellules nerveuses chez les 
différents groupes de rats sont illustrés par la figure 20. 

_,. 
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Figure20: La variation de l'activité de la catalase cytosolique des cellules nerveuses 
dans les différents groupes de rats. 

Les résultats sont présentés en Moyenne ± écart type, n : 5 
Test de Student, comparaison par rapport au témoin : * p <O. 05, la différence est 

significative. 

Les résultats montrent une diminution significative (p<0,05) de la catalase chez le 
groupe intoxiqué avec une valeur de 1,174 ± 0,543 UI/ g de protéines, par rapport au 
groupe témoin (1,932 ± 0,678 UI/ g de protéines) et une différence non significative 
entre le lot préventif (1 ,636 ± 0,543 UI/ g de protéines) et le lot témoin (1 ,932 ± 0,678 
UI/ g de protéines). 

4-6 Evaluation de la teneur cytosolique en protéines 

Les résultats de la quantification des protéines cytosoliques des cellules nerveuses 
chez les différe11!s groupes de rats sont illustrés par la figure 21. 

l 
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Chapitre 5 Discussion 

5- Discussion 

Les pesticides sont définis comme toute substance destinée à prévenir, détruire, 
attirer, repousser ou lutter contre tout élément nuisible, plante ou insecte, pendant la 
production, l'entreposage, le transport, la distribution et la transformation de demées 
alimentaires, de produits agricoles ou d'aliments pour animaux. Leur immense succès 
dans les applications agricoles afin d' optimiser la productivité des demées, a entraîné une 
étendue rapide de leur production et utilisation. Mais, vu leurs propriétés toxicologiques, 
ubiquité, persistance, présence et concentration dans la chaîne alimentaire, ils constituent 
un véritable danger, et sont actuellement considérés parmi les principaux polluants 
environnementaux, à l' origine de résidus toxiques dans l'air, le sol et l' eau. Leur 
utilisation massive dans les secteurs agricole, industriel et médical constitue donc une 
réelle menace mondiale (Jawich, 2006). 

Plusieurs pesticides font partie des substances CMR (Cancérigènes, Mutagènes, 
Reprotoxiques) et sont par conséquent, liés à la recrudescence de nombreux cancers, 
malformations congénitales, infertilité, problèmes neurologiques, faiblesse du système 
immunitaire ... (Sanbom et al., 2004). Parmi les pesticides utilisés en Algérie il y' a 
l' endosulfan, 

Les polyphénols constituent un ensemble de molécules très largement répandues 
dans le règne végétal. De nos jours, les activités pharmacologiques des polyphénols sont 
amplement étudiées, ils jouent un rôle très important dans le domaine médical notamment 
leurs activités antioxydantes (Boulkour ,2004). 

Pour mettre en évidence l ' effet prooxydant d ' endosulfan d' une part et l' effet 
neuroprotecteur des polyphénols d'autre part, nous avons soumis les rats, à priori, à un 
traitement par l' endosulfan à la dose de 4mg /kg, concentration retrouvée dans les 
légumes cultivés dans la région de Jijel et à foriori, à un traitement préventif en utilisant 
un extrait hydroéthanolique des épluches d'orange à la dose de 100 mg/kg. 

L ' investigation de la variation des paramètres du s1atut redox des cellules nerveuses 
rend compte les éléments suivants: 

• La peroxydation lipidique : Les résultats de la présente étude apportent 
l'évidence d'une lipoperoxydation significativement accrue suite à l' administration de 
l' endosulfan aux animaux à la dose réelle de 4 ppm. Cette dose, il faut le signaler, est 
retrouvée par une autre équipe de recherche, dans les légumes se vendant au marché dans 
une étude parallèle d ' investigation sur les organochlorés dans les produits agricoles. Cela 
dit que ce pesticide est susceptible de provoque~· un déséquilibre du statut redox des 
cellules nerveuses au profit des prooxydants. Cet état de stress oxydatif provoque une 
oxydation importante des acides gras constituant les biomembranes cellulaires. 

,. 
La peroxydation lipidique est largement évoquée pour être un mécanisme central 

dans la toxicité due à l'exposition aux pesticides. Outre leur capacité à générer les 
e::;pè~es réactÏV ~.:i _::_: : . ü X)' i:, ~1: e, les _ïJesticides et plus pani..:.ûli2:rèmenl. :,;,..; viganv '-'11 l 0f~::l 

se caractérisent par un degré d 'hydrophobicité accrue, privélégiant ainsi leur interaction 
avec les constituants membranaires menant à leur désordonnément (Kalender et al., 
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2004 ; Lee et al., 1991 ). Cette hyperperoxydation lipidique peut engendrer en premier 
lieui, et ensuite, une perforation des biomembranes cellulaires et une cytolyse dégénérant 
les cellules nerveuses. 

L'exposition chroniqv~ aux organochlorés provoque le stress oxydatif qni est à 
l'origine de la dégénérence cellulaire des neurones et donc il induit des maladies tels que 
la maladie de Parkinson, la maladie de l 'Alzheimer, encéphalopathie avec nausées, 
anorexie, asthénie, perte de mémoire, vertiges .et ataxie (Tiffany-Castiglioni et d., 2006 ; 
Llorca et al., 2004). 

D'autres travaux ont apporté les mêmes résultats sur les globules rouges. En effet, 
une augmentation temps et dose dépendante du lvIDA dans les globules rouges après 
l'exposition des poissons à l'endosulfan durant 10 jours (Shaohiq-ur-Rehman, 2006). Par 
ailleurs, Caglar et ses collaborateurs (2003), dans une étude sur les reins après 
l'administration de 13 mg/kg d'endosulfan à des souris femelles, ont observé une 
altération de la morphologie rénale à cause de la dégénération des membranes cellulaires 
et mitochondriales al., 2003). 

• Les systèmes de défense antioxydants 

Le GSH: L'évaluation de la teneur cytosolique en GSH, considéré comme une 
molécule de la première défense intracellulaire, a montré une chute significativement 
importante chez les rats administrés d'endosulfan, témoignant ainsi d'un déséquilibre de 
la balance anti-oxydants / prooxydants en faveur des prooxydants qui sont à l'origine de 
la peroxydation lipidiques accrue constaté à tra:vers le produit final de cette réaction (le 
lvIDA). 
Il faut bien noter dans ce contexte que le GSH est un antioxydant qui joue un rôle à 

plusieurs niveaux dans la lutte contre le stress oxydant, la fixation des radicaux libres et 
des métabolistes réactifs consomme le GSH ce qui conduit à une déplétion (Dorval and 
Hontela, 2003). Les résultats de cette présente étude se convergent avec ceux obtenus par 
Kalender et ses collaborateurs (2004) et Zama et ses collaborateurs (2007). 

La SOD et la CAT: L ' évaluation de l'activité enzymatique de la SOD a montré une 
chute très hautement significative, alors que l'évaluation de l'activité enzymatique de la 
CAT a montré une chute significativement importante chez les rats administrés 
d'endosulfan. Ces enzymes sont des enzymes antioxydantes de grande importance dans 
}'' équilibre de la balance antioxydant/ prooxydant intracellulaire, (antioxydases). 

Ces deux enzymes travaillent en parallèle, la CAT fait disparaître toute activité 
toxique de l'H20 2 préalablement produit en dismutant 1' 02 · - par la SOD (Altuntas et al., 
2002). L::;, diminution de la CAT et la SOD pourrait se produire à cause de la 
production excessive des radicaux libres après l'administration de l' endosulfan, 
provoquant alors l'altération de l'activité biologique des macromolécules cellulaire, 
notamment les enzymes, dont la CAT et la SOD de par leur sensibilité au stre~s oxydant. 
En effet, la réduction de l'activité enzymatique peut résulter de nombreux effets due à 
une accumulation des radicaux superoxydes et peroxyde d'hydrogène (EL-Hossary, 
2000). 
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Des résultats analogues ont été apportés par plusieurs études. Les travaux Kalender 
et ses collaborateurs (2004), sur le cœur des rats Wister , après une administration de 
2mg/kg d'endosulfan par gavage gastrique chez pendant 6 semaines ont montré une 
diminution très hautement significative de la SOD et une diminution significative d la 
CAT (Kalender et al.,2004 ). 

Les mêmes résultats sont retrouvés dans l'étude de Zama sur les foies , les reins, 
cerveau, placenta, et l'embryon chez les rats femelles Wister, suite à l' administration le 
chlorpyrifos, un autre organochloré, à ·,.me dose de 20mg/kg à partir de 6 éme au l 5 éme 

jours de grossesse. Il montre qu' il y ' a une diminution très hautement significative de 
GSH et de la SOD en plus une augmentation très hautement significative du MDA (Zama 
et al., 2007). 

Les protéines : nous avons constaté une diminution très hautement significative du 
taux des protéines cytosoliques chez les lots intoxiqué et préventifs à cause de la 
diminution des enzymes dans le système neveux en présences des radicaux libres comme 
on a déjà constaté pour la SOD et la CAT 

Le constat global met en évidence l' augmentation de la formation de .MDA, qui 
peut-être dû à la fois à la production excessive des ROS et à la diminution de la SOD, la 
CAT et le GSH. En revanche, l'extrait hydroéthanolique des épluches d' orange 
(polyphénols) n ' a pas pu empêcher le déséquilibre du statut redox chez les cellules 
nerveuses à cause éventuellement de la toxicité neurotoxique élevée du pesticide 
administrés aux animaux. 

L'ensemble de ces résultats nous permet ainsi de noter la production d 'une toxicité 
aigue neuronale provoquée par l ' endosulfan. Ce dernier en tant que résidu phytosanitaire 
pourrait être transmis par la consommation quotidienne des légumes traités par les 
agriculteurs d 'une manière aléatoire et non étudiée par les organochlorés. 

Nous avons constaté également que l'effet préventif d ' extrait des poly phénols des 
zestes d'orange, est introuvable chez les cellules nerveuses intoxiquées par 
l'organochloré à la dose de 100 mg/ kg. Nous supposons que la concentration utilisée est 
insuffisante, sachants que les polyphén.ols et notamment les flavonoïdes sont 
potentiellement antioxydants. 

_,. 
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Conclusion 

Il est admis que l'endosulfan joue un rôle important dans la protection des plantes 
alimentaires et les légumes cultivés en éradiquant une large gamme d'insectes nuisibles 
aux plantes alimentaires et légumes, assurant ainsi, comme tous les pesticides, un 
rendement considérable et fournissant aux consommateurs des produits agricoles à prix 
modiques. Par ailleurs, la toxicité de l' endosulfan est susceptible d'aller au-delà de ses 
cibles prévues et causer des graves intoxications à tous les êtres vivants en l' occurrence 
l' homme qui consomme à priori ces produits alimentaires. C' est la raison pour laquelle 
nous avons mis pour objectif l'effet toxique de cet organochloré dans cette présente 
étude. 

L ' étude de la neurotoxicité de l'endosulfan comme exemple des pesticides 
organochlorés utilisés en Algérie et la possibilité de protéger les animaux de laboratoire 
par les polyphénols de cette toxicité, nous a permis de : 

• Confirmer la neurotoxicité de l' endosulfan en provoquant un dysfonctionnement 
neuronale dû à un déséquilibre du statut redox neuronale au profit des pro
oxydants, témoignant d'un état de stress oxydant. Ce stress est à l' origine de la 
peroxydation lipidique des hiomembranes qui est la cause de la cytolyse neuronale 
et la diminution de la défense antioxydante endogène exprimée par la chute des 
antioxydants cytosoliques. 

• De constater que l'effet préventif de l' extrait de polyphénols n ' a pas lieu sauf 
chez la catalase dont l' évolution est non significative. Donc l'administration de 
polyphénols à la dose 1 OOmg/kg ne donne aucun effet préventif sur cette 
neurotoxicité. 

Ces résultats expliquent que cette dose n'est pas suffisante pour atteindre un effet 
préventif efficace contre ce degré de toxicité. 

A fin de confirmer si les polyphénols sont pourvus d'un effet préventif contre la 
neurotoxicité de l'endosulfan, nous proposons d' augmenter la dose de l'extrait des 
composés phénoliques utilisé. 

A partir des résultats de la présente étude, nous concluons donc que l' endosulfan est 
un produit toxique ayant un effet neurotoxique à la dose 4mg/kg. Cette toxicité est due à 
la production des radicaux libres qui attaquent les membranes cellulaires et donc perforer ... 
les biomemebranes en provoquant la lyse des cellules nerveuses et qui peut aller jusqu' à 
générer des graves troubles neurologiques (maladies dégénératives telles que le parkinson 
, l 'Alzheimer .... 

La convention de Stockholm (2001) a listé 12 polluants organiques persistantes 
(POP), dont la présence dans l'environnement doit être reduite sinon bannie : il s' agit des 
molécules organochlorés DDT ( dichlorodiphényltrichloroéthane ), PCB 
(PolyChloroBiphényle), dioxines et furanes, toxiques à long terme et sur la reproduction, 
certaines ayant déjà été interdites pour des usages agricoles. Une deuxième liste de 
polluants très préoCC'''." ~qt.s a ~té ajoutée en 2003 ; en~ cornpren:::'. t ie- ~ BAP 
(hydrocarbures aromatiques polycycliques), les dérivés organométalliques (de l' étain, du 
mercure et du plomb), les alkylphenols, les phtalates, des halogénés 
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(polybromodiphényléthers), des insecticides organochlorés récemment interdits (lindane) 
ou encore utilisés en agriculture ( endosulfan). 

De ce fait, il est bien recommandé de bien étudier cette neurotoxicité à long terme pour 
connaître l'impact de l'endosulfan sur l' organisme des consommateurs. Par ailleurs , il 
faudrait à priori, attirer l'attention des pouvoirs publics pour organiser des inspections de 
contrôle et de mise en garde quant à l' utilisation erronée et antiréglementaire des 
organochlorés par les agriculteu~s et àfortiori de respecter les conventions intemationa.les 
ratifiées par l'Algérie quant à l'interdiction de ces pesticides dans les domaines de 
foresterie et de 1' agriculture. 

.r,. 
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Annexe 1 
La préparation des solutions 

L'eau physiologie : 
4.5g NaCl. ........ . ... . .................. . .. . .. 500 ml d'eau distillée 

KCl 1.15%: 100 ml d' eau distillée. 1.15 g . ........... . .. . ........................... . 

TCA 20%: 25 ml d'eau distillée. Sg ..... . .......................................... . 

~ TBA 0.6J%: ....... . 50 ml d'eau distillée. 0.335g ................. . ... . ..... .. . . ..... . 

DTNB 0:o1 M : 5 ml d'eau distillée. 
O.Olg ···················· · ·················· :: ····· 

Tampon phosphate KH2P04 0.1MPH7.2: 
0.684g ........ f '°: ................... . .......... ... lOOml d' eau distillée. 

Cy~nide de K tl 0;2 M .: 
0:025g ................... . .............. .. ....... .... 50 ml d ' eau distillée. 

@NBT ·1.76 . l 0-4 M à partir de 1 O -2 Iv1 : 
0.3ml de NBT 10-2 IvL. .......... .. ............ .. . 1.4 ml d' eau distillée. 

EDTA 66 .10-
3 

M : 50ml d' eau distillée. 0 964g .............................. .. .... . . . ........ . . ~ 

Riboflavine 2 .10-
6 

M : ... 125 ml d' eau distillée. 
1 ............. . . . ....... . 0.000 g ....... . ......... . 

NaH
2
P04: ....... lOOml d' eau distillée. 9 . . .. ...... ... . .. . 0.11 g..... . ...... . .... . .. ... ·'• 

La solution C 
0.0075g de sulfate de cuivre ... . .... .. ........... 0,75 ml d'eau distillée. 

La solution B 
0 Al C:g·1 de tn ...... ••n+e ,.Je Nnrv (\ '7-::: ~ 1 rl' ea" d:s+;lle'p .VlJ CULlaL u ü./1'>.. ••.••..........••.... v , tJlll.U u l . l111 ~. 

i 

... . 
NaOH 0.1 mol/l: ?SOml -d 'eai.:Ï distlliée. 1 g' ... . .. ...... : ....... . ... ... ..... .. .. .. ......... ··· ··- , 

·--._/ 

.. 

/" 



·· l 

La solution A 
l,5g Na2C03 .. . ..................... . •. ........ ....... .. . . ... 75ml NaOH. 

La solution d'endosulfan 150ml d'huile de maïs. 
50mg . . .......... . . ....... .... ............. .. ... .... . 

Le réactif de Lowry 
0,75ml de solution C + 0,75ml de solution B + 75ml de solution A. 

' 
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Annexe 2 

Tableau : Composition du méfange réactionnel de la SOD. 

Solution Volumes (ml) Concenrration (NI) 

Cyanide de Potassium 1 10-7 

EDTA 1 6.6x l o-) 

NBT 0.1 l .76x10-4 

Riboflavine 
1 

0.1 2xl0-6 

Tableau : Les quantités et les volumes administrés de poly phénols et d'entlosulfan 
pour chaque rat dans les différents lots. 

Quantité Volume Quantité ' Volume 
Lets Rats Poids d' endosulfan administré de PP (mg) administré 

(mg) (mi) (ml) 
R1 160.4 0.64 1.92 

1 R2 188.4 0.75 2.25 
1 Intoxiqué R, 169.7 0.67 2.01 .) 

~ 133.4 0.33 1.59 

1 Rs 167.6 0.70 2.01 
1 

R1 209.4 1 0.83 2.49 
1 

'.20 .94 2.09 
R1 188.4 0.57 2.25 18.84 1.88 

Préventif R3 142.4 0.50 1.68 14.24 1.42 
~ 17 1.7 ,,-~ 0.68 2.04 17.1 7 1.71 

1 

Rs 201.4 0.88 2.64 22.14 2.21 

1 

_,. 

\ 

1 
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Tableau : Evaluation du taux du l\'!DA en nmol/g de tissu neuronale dans le cas de 
différents traitements. 

Lots Rats Résultats Moyens±écart type 
1 0.103 
2 O.i23 

Témoin négatif 3 0.065 0.104±0.02 
4 1 0.125 
5 0.104 
1 

1 

0 .1 49 

2 0.129 
Témoin positif " 1 0.142 0.141±0.007 

' 
.) 

4 1 0.139 

1 5 0.144 
1 0.127 

Préventif 
2 0.131 

0.130±0.004 
3 0.132 
4 0.134 
5 0.124 

Tableau : Evaluation du taux du glutathion en m mo~ /g de tissu d~ms lie cas de 
différents traitements. 

Lots 1 Rats 1 Résultats J_ Moyen±éc~ui type 
Témoin négatif 1 1 0.46 1 j 

1 2 0.52 
1 3 ! 0.41 ' 0.43±0. 14 

1 4 1 0.19 1 

5 0.57 1 

i 1 1 1 0 .1 4 1 1 

2 1 0.010 
Témoin positif " 0.11 0.093±0.06 .) 

•)• 4 0.17 
5 0.037 

1 1 0.037 
2 0.28 

Préventif 3 0.41 0.21±0.14 
4 0.11 

1 1 5 1 0.25 1 1 
~-
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Tableau: Evaluation de l'activité de la SOD en UI/mg de tissu neuronale dans !es 
différents lots. 

Lots Rats Résultats Moyen±écard type 
1 388.94 

2 357.19 
Témoin négatif 3 1 341.31 352.43±23.53 

4 325.47 
5 349.25 
1 134.94 

2 166.87 
Témoin positif ,.. 

182.56 150.85±35.96 .) 

4 1 95.25 
5 174.62 
1 

1 
222.25 

2 246.06 
Préventif ,.. 

269.87 260.35±32.45 .) 

4 309.56 
5 254 

Tableau : Evaluation du taux des protéines en µg/g de tissu neuronale dans le cas de 
diff é:rents traitements . . 

Lots Rats Résultat Moyen±écart type 

1 804.12 

2 761.62 
Témoin négatif ,.. 

816 777.99±30.27 .) 
1 

4 746 1 

5 762 .25 
1 

1 
526.26 

2 537.87 
Témoin positif 3 1 517.25 514.24±19.36 

4 491.62 
•for. 5 497.87 

1 613.50 

2 605.37 
Préventif 3 595.37 607 .37±19.76 

4 585.37 
5 637.25 

·" 

\ 
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Annexe 3 

Les courbes d'étalonnages 

*La courbe d'étalonnage du MDA 
Les résultats qui nous ont permis de dessiner la courbe d' étalonnage sont les 

suivantes: 
[MDA] 0 0.1 1 0.2 1 0.3 0.4 0.5 0.6 
nmol/ml 
DO ! 0 0.081 0. 165 ! 0.249 0.333 0.4 17 0.500 

Etablissemet de la courbe : 

0,7 

Q,6 - u uuuv~ - u uu" 

0,5 1 : 

Ü,4 1 ,,../: ·o 

0 0,3 : 
Cl 

0,2 1 ~ 

0,1 +-----=>"'"'--------------=-----''-------

O~----.---.----.----,-.,.--.---.------.---~ 
1 

0, 1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 . 0,7 0,8 
-0, 1 1----·----------·------ --

[l'JIDA]nmol/ml 

Figure: Courbe d'éfalonnage du IVIDA 

*La courbe d'étalonnage du GSH: 

0.7 

0.585 

Les mesures qui nous ont permis de des3iner la courbe d'étalonnage (Fig ... ) sont les 
suivantes : 

[GSH] m 0 .;~ 1.25 2.5 5 10 20 40 
mol/ml 

DO 0 0.06 1 0.088 0.217 0.45 0.9 1.45 

, 



~ 

... ,,_ ... 

Etablissement de la courbe : 

1 

8 j 

0,8 1 
1 

0,6 

0 ,4 

0 ,2 

0 

0 10 20 30 40 50 

[GSH] m mol /ml 

Figure: Courbe d'étalonnage du glutathion. 

·Je La courbe d'étalonnage de SBA 

Les résultats qui nous ont permis de dessiner la courbe d'étalonnage sont les 
suivantes : 

j {SBAhtw'm! 0 100 200 1 300 400 500 1 600 1 

1 DO 0 0.2 0.4 ! 0.58 0.652 0.83 1 0.976J 

Etablissement de la courbe : 

--- --, -------- - - - : 1,2 ··--·---~- 1 

0,8 

g 0,6 

0,4 

0? -.-
0 

0 100 200 300 400 500 600 

[SBA]µg/ml 

Figure: Courbe d'étalonnage du SAB 
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r·R-é-~;l-is_é_p-ir ! Titre: Effet neurofoxiqae <I.e ---r--· ---D-a_tc_• _d_e_s_o_u_.t-ei_ia_n_. -ce--=----i 

GOUDER Leila I'endosulfan et la prévè:ntion de 04/07/2009 1 

.UOULTIOUR Wafa . 1 cette toxicité pa~ l'extrait d:es . 
· -;--_. _ ~~hénols . · ~.~7:ë,...,. ••lilioJ _,,,,,,,,,,...." ___ - . 

.... . 1 

Résumé 
f ' 

/ 
D~pui'S longtemps, l'endosulfan est utilisé comM~ prc•duit phytosanitaire. Cependant, cet 

organochloré malheureusement il présent/ l-!n ej]rt neurotoxique allantfusqu-'èr(tiséquilibrer le 
statut redox des cellules nerveuses. Les rtsultats obt3nus dans la prrsente é.':·.ide t~wntent ltit 
diminution des enzymes antioxydants SOD, C4T, GSJJ et les protéines éyt~iques ainsi qu 'une 

· augmentation du A1DA témoignant d 'une. lipoperoxydation excessive J!'i ûvant provoquer une 
lyse des çellules nerveuses et leur dégénérescence. Ceci r~~ut réduire let masse cellufoir du 
cerveau donnant ainsi des maladies graves telles que Ze pari'i:in.:~on e·t ! 'Alzheimer. Par contre, 
l 'utiUsatton. des p1?~1phénols n'a pas été efficace dmz.~ !:: ;natn.ti.m de l'équilibre de h: ha!an.-7r. 
ox:vdative dans la chémoprotecteur des cellule~ nerveuses contre les ROS. 

1 

f
~~-Mot§ cUis: EndosulLm, (~rganochloré; ncuroto.xique, lipoperoxydati c~-~:~~:~Jyp~Ïénolf:. ~~-=--~:.·· ... _] 

Abstrad 

FJ·om a long tin-ie, endosu(fan is used as a ~lant .P·'·octxtian p1-.-:•1}:'i .~t. H~nnver, th.i. 
organochlorir:e unfortt.matdy it has a neurotoxfc e;_(,'e .::t up to disr ,·.~u: the r .Jc,:?x sf(!lfü 1 oj r '-'.! 
nerve cells. The results rr::duced the amount of cmtioxidant enzyrne.~ SOD, CA T, c:s' .:J.1ui 

1 91tosolic protehs and an .increcu c in l~.fDA den~onstrating a lipope; ~1xydarion <Jxce:;s cœ c, nv.· ' 
1 ~' 'Sis of cells and nerve âegenercttion. This may neduces the cell mas:; of t/1 ° hra> r. ividÇ 1• . ,. / • 

1 ôf~c;ca.~es <;- 1 1.~h ~s P~r~inson and Alzheimer. A~ainst by th.e use ~of p<!.~11pJ~er.r:ls ~u; c; not r ~;. , · 
I e..ffectr:·e :1 •namtammg the balance of the chemoprotcctzon o; nen:e ~?dfs i:;ga,}1s1 the J\ ,J ' 

L---·--------- ------· ---------! !(ey wc.n·Js: Endosulfrm, organochlorine, neurotoxi~. lipoperoxy<lmio;:, .'.'.' : :;· ~i.1enols r-------- -~ - -, ·---- --------.. - -.. -----·-·---··:---· 
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