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RESUME

Résumé

L’objectif de cette étude est 1’évaluation des activités antioxydantes du sélénium et du Zinc
ainsi que D’effet préventif de ’extrait aqueux obtenu a partir de I’ Artemisia campestris (EQAC), plante
cultivée a El-Aouinette (wilaya de Tebessa), contre le stress oxydatif induit par le Méthidathion (MD)
chez les rats blancs males de la souche Wistar.

L’analyse phytochimique de I’extrait aqueux (5g/l) a révélé une richesse de 1’Artemisia
campestris en polyphénols, en flavonoides et en tanins mais le contenu en tanins est faible par rapport
a celui des polyphénols et des flavonoides. Nous montrons que cette plante posséde une activité
antioxydante et antiradicalaire évaluées in vitro par un test DPPH et un test ABTS.

L’étude biologique in vivo a été effectué avec deux expérimentations pendant 28 jours sur 48
rats males basées sur I’évaluation des effets cytotoxiques induites par le MD (5mg/Kg PC), dont la
premicre expérimentation concerne 1’effet cytoprotecteur du Sélénium (1,5 mg/Kg PC) et du zinc
(0.227 g/1), alors que la deuxiéme expérimentation est focalisée sur I’effet préventive de ’EQAC
(5g/).

Les résultats obtenus, montrent que le MD provoque un effet négatif sur la croissance
corporelle, sur les biomarqueurs biochimiques : glucose, bilirubine directe, cholestérol, triglycérides,
urée, créatinine, transaminases (ASAT, ALAT), phosphatase alcaline, triiodotyronine (T3) et
thyroxine (T4). A noter aussi un trouble sur les biomarqueurs hématologiques (globules rouges,
hémoglobine). De plus, I’implication du MD sur le stress oxydatif est confirmée par une diminution du
taux de glutathion réduit (GSH) et des activités de quelques enzymes antioxydantes (GPx, GST, SOD
et CAT), une augmentation du taux de MDA au niveau des organes étudiés (foie, reins, testicules et
cerveau) ainsi qu’un effet négatif sur I’acétylcholinestérase du cerveau. Sur le plan histologique, la
microscopie optique révele une altération du parenchyme hépatique (congestion vasculaire, infiltration
mononucléaire, dilatation des sinusoides, hémorragie et nécrose tissulaire) ainsi que du parenchyme
rénal (hémorragie, congestion vasculaire, dilatation tubulaire, sclérose de glomérule et nécrose des
cellules épithéliales de tube contourné proximal). Cependant, nos résultats révelent que la
supplémentation en sélénium, zinc et en EQAC aux rats traités par le Méthidathion ont améliorée les
perturbations des parameétres biochimiques, hématologiques, histologiques ainsi que le statut
antioxydant et par conséquence atténué I’intensité du stress oxydatif induit par le MD.

En conclusion, la préparation d’un extrait aqueux d’Artemisia campestris, plante a usage

médical traditionnel, semble avoir des effets protecteurs antioxydants contre la toxicité induite le MD.

Mots clés : Méthidathion, Sélénium, Zinc, Artemisia campestris, Stress oxydatif, Antioxydant, Rat
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ABSTRACT

Abstract

The aim of this investigation is to evaluate the antioxidant effects of both selenium/zinc
elements and the preventive effect of the aqueous extract of Artemisia campestris (AEAC), plant
cultivated at El-Aouinette (Tebessa), against oxidative stress induced by méthidathion (MD) in male

albino Wistar rats

A preminilary phytochemical study of AEAC (5g/) was achieved, initiated by quantitative
analyze of phenolic compounds and followed by antiradicalars tests. The results revealed the presence
of a significant rate of polyphenols, flavonoids and tannins, but the rate of tannins was lower than the

two others antioxidants, which was confirmed by antiradicalars test of DPPH and ABTS.

The biological in vivo study was performed with two experiments for 28 days on 48 male rats
based on the evaluation of the cytotoxic effects induced by the MD (5mg / kg CP), the first experiment
concerns the cytoprotective effect of Selenium ( 1.5 mg / kg bw) and zinc (0.227 g / 1), whereas the
second experiment focused on the preventive effect of EQAC (5g/1).

The results showed that the MD causes a negative effect on the body growth, biochemical
biomarkers: glucose, direct bilirubin, cholesterol, triglycerides, urea, creatinine, transaminases (AST,
ALT), alkaline phosphatase, triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4). As well the MD provoked
disorder on hematological biomarkers (red blood cells, hemoglobin). Furthermore, the involvement of
MD on oxidative stress was confirmed by a decrease in the reduced glutathione (GSH) and of some
activities antioxidant enzymes (GPx, GST, SOD and CAT), an increase in MDA levels in studied
organs (liver, kidneys, brain and testes) as well a negative effect on brain acetylcholinesterase.
Histological, light microscopy revealed impaired hepatic parenchyma (vascular congestion,
mononuclear infiltration, dilated sinusoids, hemorrhage and tissue necrosis) and the renal parenchyma
(hemorrhage, vascular congestion, tubular dilation, sclerosis of glomeruli and necrosis epithelial cells
of the proximal tubule). However, our results indicated that selenium, zinc and AEAC
supplementation at rats treated with methidathion have improved disruptions in biochemical
parameters, hematological, histological and antioxidant status and consequently reduced the intensity

of oxidative stress induced by the MD.

In conclusion, preparing an aqueous extract of Artemisia campestris, traditional medical plant,

appears to have protective effects antioxidants against the toxicity induced the MD

Key words: méthidathion, selenium, zinc, Artemisia campestris, oxidative stress, antioxidant, rats.
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lntroduction

Le stress oxydant est un facteur potentialisant l'apparition de plusieurs pathologies
telles que les maladies cardiovasculaires. Il joue également un role dans l'apparition des
facteurs athérogenes telles que l'activation des médiateurs pro-oxydants, les superoxydes et
les monoxydes d'azote. Le stress oxydatif est dii a la génération excessive de radicaux libres
incluant les especes réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote engendrant des endommagements de
la membrane lipidique, des protéines et des macromolécules a I’origine de 1’installation de
plusieurs maladies tels que le cancer, 1’athérosclérose et les maladies neuro-dégénératives

(Defraigne et Paincemail., 2007).

Le stress oxydant est également généré sous 1’effet d’oxydants environnementaux. En
effet, la vie moderne nous confronte a 1’absorption d’alcool ou de médicaments, a 1’exposition
prolongée au soleil, au tabagisme et a la pollution, qui sont des situations provoquant une
surproduction d’espéces réactives d’oxygene dans notre organisme (Auroussou, 2002).
L’usage des pesticides est devenu une partie intégrante du systéme agricole moderne. Pendant
des siecles, ces composés ont été utilisés en agriculture pour améliorer la production
alimentaire par 1'éradication des insectes indésirables et le controle des vecteurs de maladies
(Baud et al., 2009). Parmi les pesticides usuels, les organophosphorés (OP) sont largement
utilisés en agriculture, en médecine et en industrie. les organophosphorés sont peu stables
dans le milieu naturel, ou elles sont facilement dégradées par les microorganismes, en
métabolites qui entrent dans les grands cycles de syntheése biologique. Néanmoins, la
mauvaise application des insecticides, leur stockage sans précaution, les rejets de résidus sont
responsables d’une contamination importante de 1’eau, du sol et des récoltes, particulierement
les fruits et les légumes (McCauley et al., 2006).

L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime a 3 millions le nombre de cas
d’intoxication par les pesticides accidentelles et volontaires avec une mortalité moyenne de 8-
10 % (220 000 morts) mais pouvant atteindre 20% dans certaines régions du globe. En effet la
toxicité des organophosphorés résulte de I’inhibition de 1’acétylcholinestérase dans les tissus
nerveux centraux et périphérique, ce qui provoque une accumulation du neuromédiateur

cholinergique, 1’acétylcholine au niveau des synapses (Baud et al., 2009).
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Le Méthidathion (S-2,3-dihydro-5-methoxy-2-ox0-1,3,4-thiadiazol-3-yl-methyl-O,0O-
dimethyphosphodithioate) un insecticide et un acaricide organophosphoré largement utilis¢
dans 1’agriculture pendant la période de préfloraison des arbres fruitiers. Selon ’OMS le
Méthidathion est classé comme étant un insecticide hautement toxique. A cause de son
caractere lipophile, les chercheurs ont mis en avant la forte affinité du Méthidathion pour les
molécules biologiques comme raison principale de sa toxicité. Il a la particularité de se fixer
aux membranes biologiques ainsi qu’aux parois cellulaires, ce qui expliquerait la perturbation
des ultra-structures et les probleémes de croissance (Lewis, 2007; Benois, 2013).

La présence du Mcéthidathion dans 1’organisme induit la production d’espéces
réactives de 1’oxygeéne (ERO) tels que le peroxyde d’hydrogéne (H,0O,), les radicaux
hydroxylés (HO), oxyde nitrique (NO") et les anions superoxydes (O,") perturbant le statut
redox des cellules, ce qui occasionne un stress oxydatif. De ce fait, ’organisme dispose de
systtme enzymatiques complexes lui permettant de biotransformer les xénobiotiques
principalement par le foie et secondairement par les reins, les poumon et I’intestin (Descotes
et al.,1992).

Une étude sur le dimethoate, le glyphosate et le zinebe administrés aux rats pendant
cinq semaines a différentes concentrations (25, 50, 100 mg/kg) montre que ces pesticides
provoquent le stress oxydatif dont une diminution du glutathion réduit considéré comme un
antioxydant idéal (Astiz et al., 2012).

Les oligo-éléments y compris le sélénium (Se) et le zinc (Zn) ont gagné ces derniéres
années leurs lettres de noblesse et connaissent méme un encouragement excessif aupres du
public. L’émergence de ces nutriments est le résultat de progrés considérables sur la
connaissance du fonctionnement des enzymes, de I’hormonologie, de I’'immunologie et de la
biologie moléculaire qui ont montré le réle important joué¢ par ces €¢léments. De plus, la
propriété la plus importante pour expliquer le role de ces minéraux est leur capacité de se
fixer sur des protéines (métalloprotéines) modifiants ainsi la forme de ces protéines et en
changeant alors leurs propriétés (Lawerys et Lison, 2007).

Durant ces dernic¢res années une recrudescence d'intérét est a remarqué concernant les
effets biologiques des antioxydants naturels a base de plante inclus dans la lutte contre le
stress oxydatif. En effet, les plantes médicinales sont utilisées depuis 1'antiquité pour soulager
et guérir les maladies humaines grace a la présence de centaines, voire des milliers de

composés naturels bioactifs appelés les métabolites secondaires. Ces derniers sont par la suite
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accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante
(Okafor et Ham, 1999).

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre
Artemisia, ce dernier est largement distribué¢ surtout dans les régions semi arides. De
nombreuses espéces de ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles
renferment plusieurs molécules ayants des vertus thérapeutiques, parmi les espéces les plus
connues se trouve Artemisia campestris. Cette plante, largement utilisée pour traiter les
troubles digestifs, les ulceres, les briilures et la diarrhée, a fait I’objet de recherches relatives a
la détermination de ses composantes biochimiques (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al .,
1989 ; Joao et al .,1998 ; Akrout et al., 2001).

Le but de ce présent travail consiste a étudier les effets préventifs et thérapeutiques
contre la cytotoxicité induite par le Méthidathion, qui pourrait étre efficace a faible dose,
moins toxique, avec un mode d'administration convenable et ayant un pouvoir antioxydant
puissant.

Pour ce faire, on a élaboré un plan de recherche en deux parties :

v' La premiére partie de ce travail est consacrée a 1’étude des connaissances actuelles
concernant le Méthidathion, le stress oxydatif, le sélénium, le zinc et 1’Artemisia
campestris;

v" La deuxiéme partie sera consacrée a 1’étude expérimentale qui vise a :

= a détermination de quelques parametres de croissance ;

= [’étude de quelques parametres biochimiques et hématologiques;

= ]’évaluation du systéme pro/anti-oxydant par la détermination de quelques
¢léments non enzymatiques comme le malondialdéhyde (MDA) et le glutathion
réduit (GSH) et des activités enzymatiques; de la glutathion peroxydases (GPx),
de la glutathion-S-transférase (GST), du superoxyde dismutase (SOD) et de la
catalase (CAT);

= ]’étude histologique de deux organes cibles (foie et rein).
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CHAPITRE I : INSECTICIDE ORGANOPHOSPHORES
1. Pesticides
1.1. Définition

Le terme de pesticide est défini comme une substance destinée a repousser ou a
combattre toute espéce indésirable végétale ou animale, pendant la production, le stockage, le
transport, la distribution ou la transformation des denrées destinées a 1’alimentation humaine
ou animale. La premicre utilisation de ces produits en agriculture date de 1’antiquité, leur
développement ayant ensuite suivi celui de la chimie minérale (Chassard-Bouchaud, 1995).

Les pesticides sont encore appelés produits phytosanitaires (produit de protection des
plantes). Ils sont donc toute substance chimique naturelle ou de syntheése utilisée en
agriculture afin de protégé les cultures contre les parasites, insectes, mauvaises herbes,
rongeurs et champignons (Bédry et Cheron, 2002; Allsop et al., 2015).

Selon la définition de la FAO, un pesticide est une substance utilisée pour neutraliser
ou détruire un ravageur, un vecteur de maladie humaine, une espeéce végétale ou animale
génante au cours de la production de produit agricole (FAO, 1995).

1.2. Classification des pesticides et mode d’action

Les pesticides sont le plus souvent classés en fonction des espéces nuisibles visés
(insecticides, herbicides et fongicides), ils peuvent également étre classés en fonction de leur
famille chimique dont les principales catégories sont les organophosphorés (OPP), les
organochlorés (OCP), les carbamates et les pyréthroides (Allsop et al., 2015).

1.2.1. Classification selon les especes nuisibles (Duchemin, 2006).

a) Insecticides : Destinés a tuer les insectes et empéche le déroulement normal de leur
cycle de wvie, parmi les principales familles on distingue: les insecticides
organophosphorés, les carbamates, les pyréthroides et les organochlorés, dont le mode
d’action est majoritairement impliqué sur le systéme nerveux (action sur les synapses et
les neuromédiateurs), la respiration (inhibition du transport des électrons dans les
mitochondries et inhibition de la phosphorylation oxydative) et sur la cuticule (inhibition
de la chitine).

b) Herbicides : Destinés a limiter 1’installation d’espeéces végétales adventices, on
distingue deux familles importantes qui sont les acides amino-phosphoriques
(glyphosate) et les triazines (atrazine, simazine). les herbicides posseédent plusieurs
actions dont les principales sont ; I’inhibition de la photosynthése (inhibition du PS I et

du PS II), inhibition de la synthése des caroténoides (inhibition de la PDS et de la 4-
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HPPD), de la synthese des lipides (inhibition de I’enzyme ACCase, des ¢élongases et des
enzymes de cyclisation du GGPP), de la synthése des chlorophylles et des acides aminés
au niveau de chloroplastes, mais aussi ils provoquent une perturbation de la régulation
de I’auxine AIA (inhibiteurs de la division cellulaire, blocage de la tubuline, blocage de
la synthese de I’acide folique).
¢) Fongicides : les fongicides assurent une excellente protection contre le développement

des champignons et parasites, et permettent I’obtention des plantes saines. On distingue
deux catégories de fongicides : fongicides organiques et fongicides inorganiques. Le
mode d’actions est reparti en I’action sur les processus respiratoires (inhibition des
complexes II et IIIH, phosphorylation oxydative, inhibition de la germination), ’action
sur la biosynthése des stérols, de I’ARN et de I’ADN et sur la biosynthése des
mélanines.

1.2.2. Classification selon la famille chimique

a) Pesticides organophosphorés (OPP)

Actuellement les composés organophosphorés (OPs) représentent plus de 40 % des
insecticides employés sur le marché mondiale (Andreescu, 2002). Ils regroupent une large
gamme de structures chimiques dont les principaux OPP regroupent 1’acéphate, le
chlorpyrifos, le diazinon, le parathion, le malathion et le méthidathion. Leur mode de toxicités
consiste a I’inhibition irréversible de ’acétylcholinestérase (AChE), qui se trouve bloquée
sous une forme phosphorylée inactive. Cette inhibition provoque |’accumulation du
neurotransmetteur « acétylcholine » au niveau des synapses, provoquant une sur-expression
cholinergique et une paralysie du systéme nerveux entrainant la mort de I’insecte (Fournier,
1988 ; Allsop et al., 2015 ; Baud et al., 2009).

b) Pesticides organochlorés (OCP)

Les pesticides organochlorés constituent la plus vieille classe d’insecticides de synthése;
ce sont les premiers a avoir été largement utilisés. On les utilise en agriculture, comme
pesticide domestique pour le traitement des bois et pour le traitement externe de la gale et des
pédiculoses en médecine et en vétérinaire. Les principaux organochlorés comprennent
notamment le tétrachlorure de carbone, le chlordane, le DDT et I’heptachlore.

Cependant, les OPC sont fortement liposolubles, ils s’accumulent dans les graisses des
organismes vivants, d’ou un probléme majeur d’écotoxicité et de contamination de la chaine
alimentaire. De plus, tous les organochlorés n’ont pas le méme mode d’action; le DDT semble

agir sur la transmission de I’influx nerveux en perturbant les flux transmembranaires de
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sodium et potassium. Les cyclodiénes, le lindane, 1’endosulfan agirent sur la synapse
GABAergique en inhibant les flux membranaires de chlore a travers des récepteurs des
canaux postsynaptiques au GABA (Bloomquist, 1996 ; Descotes et al., 1992 ; Allsop et al.,
2015).
¢) Carbamates

Les carbamates sont des insecticides a large spectre utilisés couramment. Ce sont des
esters de 1’acide carbamique généralement non hydrosolubles. Leur mode d’action est
comparable a ceux des organophosphorés, ils sont généralement neurotoxiques et ils inhibent
¢galement 1’acétylcholinestérase. Les carbamates agissent en inactivant de fagon réversible
cette enzyme par le biais de la carbamylation d’un résidu sérine du site actif; 1’acétylcholine
n’est plus dégradé et s’accumule alors dans I’espace inter-synaptique provoquant ainsi une
hyperexcitabilité évoluant vers la mort. Les principaux carbamates comprennent : le carbaryl,
le manebe, le pirimicarbe et le méthiocarbe (Morais et al., 2012).
d) Pyréthrinoides de synthése

Les pyréthroides sont des esters liposolubles, ils entrent dans la composition de
multiples insecticides domestiques (aérosol, diffuseurs ¢électrique, rubans a combustion lente),
et dans les insecticides a usage médical utilisés dans la lutte anti-vectorielle (Descotes et al.,
1992). En effet, ce sont des neurotoxiques qui agissent en retardant ou empéchant la fermeture
des canaux sodiques membranaires le long de 1’axone, ils perturbent ainsi la transmission de
I’influx nerveux au niveau des neurones centraux ou périphériques (Soderlund, 2012). Les
pyréthroides sont efficaces a trés faibles doses par rapport aux carbamates ou
organophosphorés et sont en général d’une plus grande sécurité¢ d’utilisation pour I’homme et
les insectes. Parmi les principaux pyréthrinoides, on distingue : cyhalothrine, cyperméthrine,
deltaméthrine et perméthrine (Koureas et al., 2012).
2. Insecticides organophosphorés
2.1. Définition

Selon I’OMS, les organophosphorés (OP) sont responsables d’une mortalité élevée par
intoxication, prés de 200.000 décés par an dans le monde. Ces substances sont tres utilisées
dans le domaine industriel, agricole et domestique et comportent des adjuvants (hydrocarbure,
glycol, eau) parfois aussi dangereux que la matiere active. Ces produits font partie de la
seconde génération d’insecticides, ils ont été¢ développés a partir d’armes chimiques utilisées
durant la seconde Guerre Mondiale (Istamboulie, 2009). Les IOP sont peu solubles et peu

volatiles et sont des anticholinesterasiques trés liposolubles. En effet, ils se fixent aux deux
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types de cholinestérases ; acétylcholinestérase (systéme nerveux central., des muscles et des
globules rouges) et pseudo cholinestérase plasmatique (systéme nerveux végétatif) entrainant
des syndromes cholinergiques dont la gravité¢ dépend de la molécule, de la voie d’intoxication
et de la quantité absorbée (Bedry et cheron, 2002 ; Saissy et Ruttiman, 1999).
2.2. Nature chimique des insecticides organophosphorés

Les composés organophosphorés ont une structure chimique et un mode d’action
commun. Il s’agit d’un ester d’alcool avec 1’acide ortho phosphorique ou avec 1’acide
thiophosphorique. La formule chimique générale a ét¢ définie par Schrader (Testud et Grillet,

2007). Voir Figure 1.

O(S)
|
P

|

R2

R1

Figure 1 : Structure chimique générale des organophosphorés (Thabet et al, 2009)

R1 et R2 : les radicaux alkyles, X : le substituant

Selon le substituant (X), 3 classes principales d’importance variable peuvent étre définie :

v" OP aliphatique (dichlorvos, acéphate, malathion, diméthoate, phorate, trichlorfon)

v" OP a cycle phényle (phosalone, parathion, méthylparathion, fenthion)

v" OP a hétérocycle (dichlorpyrifos, Methidathion, phosmet, diazinon)

D’une fagon générale, les OP posseédent la fonction (P = O) et sont des inhibiteurs
directs et rapides des enzymes. En revanche, les OP contenant la fonction (P = S) sont des
inhibiteurs indirects qui sont ensuite métabolisés en leurs composés actifs (P = O). Exemple :
le parathion se transforme en paraxon (Thabet et al., 2009).

2.3. Mécanisme d’action des insecticides organophosphorés

Grace a leur caractére trés lipophile, ils franchissent aisément toutes les barriéres
biologiques et se fixent d’une fagon covalente sur le groupe hydroxyle de la sérine du site
actif de I’acétylcholinestérase ce qui empéche la liaison de cette enzyme avec I’acétylcholine
(ACh). A T’état normal., L’interaction de I’acétylcholine avec le récepteur provoque une
dépolarisation de la membrane post synaptique, générant ainsi un potentiel d’action qui assure

la transmission du signal nerveux au niveau des ganglions du systéme nerveux autonome et de
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la jonction neuromusculaire des fibres post ganglionnaire du systéme parasympathique et du
systeme nerveux végétatif (Saissy et Ruttiman, 1999). L’hydrolyse de I’acétylcholine par
I’acétylcholinestérase, permet au systéme de revenir a son état de repos (Bocquené et Galgani,
1998). Voir Figure 2

L’acétylcholinestérase (AChE) est une des enzymes les plus efficaces et les plus
rapides connues actuellement (une efficacit¢ d’hydrolyse (turnover) de 1000 a 20 000
molécules /seconde selon I’espéce). Elle appartient a la famille des hydrolases synthétisée
dans le globule rouge et le tissu nerveux, son role est d’assurer le bon fonctionnement des
synapses acétylcholinergiques en évitant I’accumulation du neurotransmetteur (Lawerys,
1999).

L’inhibition commence par la formation du complexe enzyme-inhibiteur, suivie par la
phosphorylation qui inactive 1’enzyme de maniere irréversible (Figure 03). En effet, la
déphosphorylation de cette enzyme inhibée par I’OP est trés lente, par conséquent, la
phosphorylation devient irréversible par déalkylation, il s’agit d’un phénomene de
vieillissement « aging » d’enzyme qui devient non fonctionnel (Thabet et al., 2009). Le
résultat de I’inhibition de 1’AChE est I’accumulation de 1’ACh libéré¢ dans la fente synaptique

menant a une hyperstimulation des récepteurs cholinergiques (Rioux, 2002).

# AChE membranaire
@ AChE soluble
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© |on sodium

b Acétate
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=
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Figure 2 : Hydrolyse de I’acétylcholine par ’AChE au niveau de la
synapse cholinergique (Quin, 1987)
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Figure 03 : Mécanisme d’inhibition de I'acétylcholinestérase par les
organophosphorés (Lotti, 1995)
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Cependant, D’activité¢ sérique redevient normale plus rapidement que [D’activité
globulaire, en raison de la syntheése hépatique de I’enzyme correspondante environ 1 mois. En
revanche, I’activité globulaire se régénére classiquement au rythme de (1%) par jour
(correspond au renouvelement des globules rouge au niveau de la moelle osseuse
hématopoiétique) (Lawerys, 1999).

Certains insecticides organophosphorés peuvent phosphoryler une protéine du systéme
nerveux central., la neuropathy target estérase (NTE) appelée estérase neurotoxique car elle
possede des propriétés neurotoxiques (Thabet et al., 2009).

2.4. Métabolisme des insecticides organophosphorés

Les organophosphorés sont tres liposolubles, ils sont donc rapidement dégradés dans
le sol et les plantes, parmi les voies d’exposition, on distingue : la voie digestive, cutanée
et/ou respiratoire. Dans la majorité des cas 1’exposition peut €tre due a une tentative de
suicide, ingestion accidentelle, inhalation ou contact prolongé. Les IOP sont généralement
métabolisés dans le foie par le cytochrome P450 générant des métabolites (dialkyl phosphate)
qui sont parfois plus toxiques que la molécule mere (Descotes et al., 1992).

2.5. Toxicité des insecticides organophosphorés
2.5.1. Intoxication aigue

La symptomatologie initiale est fonction de la voie d’entrée (trouble digestif en cas
d’ingestion, trouble oculaire en cas de projection, trouble respiratoire en cas d’inhalation.
(Descotes et al., 1992). L’intoxication par les IOP est cliniquement apparente en fonction du
degré d’inhibition de 1’acétylcholinestérase. Ainsi, on en distingue trois degrés : 1éger, modéré
et grave (Descotes et al., 1992 ; Onil, 2007). En effet, le systéme respiratoire représente la
cible majeure des organophosphorés marquée par une dépression respiratoire (Baud et al.,
2009). Cependant, I’OMS classe les OPIs par niveau de toxicité en se basant sur leur dose
1étale (DL50) en trois groupes (tres toxique, toxique et peu toxique), reportés dans le Tableau
1 (Descotes, 1992).

Tableau 1: Classement des insecticides organophosphorés selon leur niveau de toxicité

(Descotes et al., 1992)

DL 50 Exemple Toxicité Utilisation
DL <50 Meéthidathion, parathion Tres toxique Insecticide de contact
50 <DL50 <500 Chlorpyrifos, diclorvos, diazinon Toxique Insecticide de contact
Acéphate, malathion, chlorthion, Peu toxique Insecticide de contact a
DL50 > 500 bromophos large spectre

DL 50 : dose Iétale qui tue 50 % de population, IOP : Insecticide organophosphoré
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2.5.2. Intoxication chronique

L’exposition chronique aux IOP se manifeste par des troubles digestifs et
neurologiques (céphalée, asthénie, trouble de I’humeur et du comportement, nausée, diarrhée
chronique), ainsi que I’installation d’une neuropathie périphérique sensitivomotrice (Descotes
et al, 1992). Une des -caractéristiques de 1’exposition chronique aux IOP est la
désensibilisation des récepteurs, ce qui diminue ’effet toxique de I’accumulation des IOP. Ce
phénomene explique que des travailleurs exposés a de faibles doses pendant plusieurs
semaines peuvent avoir une inhibition de 70 % des AChE sans présenter de symptomes (Onil,
2007).

3. Insecticide organophosphoré (le Méthidathion)

Le Méthidathion (MD) est un insecticide et acaricide non systémique de la famille des
organophosphorés, il s’agit d’un inhibiteur de cholinestérase empéchant ainsi la transmission
de l’'influx nerveux et entrainant la mort de I’insecte (Washburn, 2003 ; Chopade et
Dauterman, 1981). Le M¢éthidathion est largement utilisé dans 1’agriculture permettant le
traitement de la préfloraison et cela depuis 1974 par la corporation Ciba Geigy. Il est lancé
sous des noms commerciaux (Ultracide, Supracide, suprathion et le Medacide) (Lewis, 2007).
3.1. Propriétés physico-chimiques

Le M¢éthidathion est un concentré liquide d’une couleur verte, caractérisé par une
odeur légeére, un poids moléculaire 302.3g/mol et une densité 1.445g/ml. 1l s’agit de la
(C6H11N,O4PS3) dont la formule chimique est: « S-2,3-dihydro-5-methoxy-2-oxo-1,3,4-
thiadiazol-3-yl-methyl-O,0-dimethyphosphodithioate » représenté dans la Figure 4. En effet,
il est peu soluble dans 1’eau (220 mg/1) par contre, il est trés soluble dans les solvants comme
le cyclohexane (850g/l), I’acétone (690g/1), I’xyléne (600g/l) et 1’éthanol (260g/1) (Lewis,
2007).

S
H,CO~ |l O
3 \\P\ /CH2 II
cho/ S \N/\S
=
OCH;

Figure 4 : Structure chimique du Méthidathion (Washburn, 2003)
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3.2. Utilisation

L’application du Méthidathion doit étre effectuée a 1’aide d’un pulvérisateur approprié
et soigneusement calibré (pulvérisateur a dos ou tracté) avec une dose de 150 cc/hl. Les
principaux cibles du MD sont; la cochenille, le puceron, le carpocapse, le charancon, la
tordeuse orientale de pécher, la teigne de I’olivier et les acariens, dont les cultures concernées
sont principalement, les arbres fruitiers a pépins (pommiers, poiriers), les arbre fruitiers a
noyaux (péchers, abricotiers, pruniers), ainsi que les agrumes, les oliviers, les pommes de
terre, les Iégumineuses potageres (pois) et les arbres et arbustes d’ornement (rosiers) (Boltz et
al., 2008).

3.3. Devenir dans I’environnement

Aprées pulvérisation, le Méthidathion et ses métabolites sont peu mobiles dans le sol,
donc il est peu persistant et subit une dégradation rapide dans le sol et 1’eau par photolyse et
action microbienne, sa demi-vie est de 3-18 jours.

3.4. Mode d'action et biotransformation de Méthidathion
3.4.1. Mode d’action

Le Méthidathion, comme tous les insecticides organophosphorés, agit en inhibant
I’acétylcholinestérase (AChE), notamment du systéme nerveux central.,, du muscle et du
sang ; par conséquent, une accumulation d’acétylcholine au niveau de la plaque motrice et
des synapses. Le MD agit plus particulié¢rement par phosphorylation du résidu sérine de
I’enzyme, formant ainsi un complexe avec ’AChE d’abord réversible, puis irréversible.
L’accumulation de 1’acétylcholine cause initialement une stimulation puis rapidement un
¢puisement des récepteurs post-synaptiques (Washburn, 2003; Lewis, 2007; Boltz et al.,
2008).

3.4.2. Biotransformation
a) Absorption :

Le Méthidathion est absorbé quelle que soit la voie d’exposition, orale, respiratoire,
cutanée, en raison de son caractére liposoluble (Boltz et al., 2008). D'autres études, réalisées
sur des rats males ont montré que le MD est mieux absorbé par la voie orale (100 %) que par
la voie cutanée (50 %) (Lewis, 2007).

b) Distribution

Aprés absorption, le Méthidathion est distribué dans 1’ensemble de I’organisme

notamment (le foie, les reins, les globules rouges), ainsi il est capable de franchir les barrieres

hémato-encéphalique et placentaire (Boltz et al., 2008).
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¢) Métabolisme

Le M¢éthidathion, comme tous les xénobiotiques, est métabolisé dans le foie par le
glutathion-S-transférase en trois métabolites oxon non polaires notons, le sulfide, le sulfoxide
et le sulfone. La forme P=0 est le plus souvent moins stable mais tres toxique car elle posséde
une structure propice a inhiber fortement I’AChE des différents organismes contaminés
(Ménager, 2007). Il s’agit de la S-méthylation résultant de 1’oxydation du dérivé
mercaptomethyl par clivage de la liaison P = S en présence des monooxygénases a FAD
dépendante, et le cytochrome P450 a NADPH et O, dépendant (Chopade et Dauterman,
1981 ; Min et al., 2005).

Une étude a été réalisée sur les plantes et les animaux, en utilisant le Méthidathion P*
confirme I’existence des métabolites hydrosolubles tels que, le diméthyle phosphate, le
diméthyl-phosphothioate et le méthyle hydrogéne phosphate et le desméthyle méthidathion
(Chopade et Dauterman, 1981). La réaction se fait par substitution d’un atome de Soufre par
un atome d’Oxygene, ainsi le métabolisme ultérieur est catalysé¢ par des estérases afin de
provoquer une hydrolyse des foncions esters phosphoriques (Lewis, 2007).

Une autre voie a ét¢ identifiée par une étude qui a €té réalisée sur la tomate, il s’agit de
la conjugaison de la GSH avec le Méthidathion ; le composé formé (glutathion conjugué) est
ainsi converti en libérant 1’acide glutamique en cysteinyl-glycine conjugué, ce dernier est a
son tour converti en cystéine conjugué avec libération de la glycine (Chopade et Dauterman,
1981) (Figure 5).

d) Excrétion

L’¢élimination du Méthidathion est majoritairement urinaire et/ou respiratoire sous
forme de métabolites urinaires de faible toxicit¢ et de dioxyde de carbone (CO;)
respectivement. Les métabolites urinaires du Méthidathion sont principalement le phosphate
diméthyle (33.6 %), le phosphorothioate (24.2 %), le dérivé desméthyle (11.1 %), le méthyle
phosphate et 1’acide phosphorique (1.5 %) (Lewis, 2007).
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Figure 5 : Voie métabolique de Méthidathion chez les mammiféres (Lewis, 2007)

3.4.3. Toxicité de Méthidathion

Quelle que soit la voie d’exposition, le Méthidathion inhibe durablement les
cholinestérases dans différents tissus notamment le systéme nerveux central., le muscle et le
sang (Boltz et al., 2008). Il provoque ainsi la toxicité dans différents organes citons les
gonades, le cceur, le foie et les reins (Gokalp et al., 2003 ; Yavuz et al., 2004; Sulak et al.,
2005 ; Guney et al., 2007).

a) Toxicité aigue

Le Méthidathion est classé par ’OMS comme étant un insecticide hautement toxique
(DL 50 chez le rat par voie orale est de 1-20 mg/Kg). Comme tout insecticide
organophosphoré¢, il provoque ’apparition des premiers symptdmes en fonction de la voie
d’exposition tels que, les troubles digestifs (nausée, vomissement, douleurs abdominales,

diarrhée), troubles respiratoires (dyspnée) et troubles oculaires (myosis) ou cutanés
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(fasciculation, sueur). Si I’inhalation est importante, ces signes systémiques apparaissent dans
des délais variables allant de quelques minutes jusqu'a 12 h apres le début d’intoxication
(Boltz et al., 2008).
b) Toxicité chronique
La dose sans effet de stimulation cholinergique chez I’homme, est de 4 mg/Kg, ainsi
I’exposition prolongée au Méthidathion entraine des signes muscariniques (hypersécrétion des
glandes exocrines, augmentation du tonus des muscles lisses, bradycardie et hypotension),
nicotiniques (atteinte des muscles striés, hyperstimulation sympathique) ce qui entraine une
tachycardie et/ou hypertension artérielle et signes centraux attendus avec confusion, ataxie
puis coma compulsif (Lewis, 2007 ; Boltz et al., 2008).
¢) Toxicité pour certains organes
L’administration du Méthidathion provoque des dommages oxydatifs (plasmatique et
histopathologique) au niveau des organes de détoxification (foie et reins). Selon Gokalp et al.,
(2003) une dose de 150 mg/Kg de MD administré par voie orale provoque des perturbations
au niveau hépatique marquées par une variation enzymatique (ALP, AST, LDH) et
histologique (dilatation sinusoidale, dégénération granulaire, infiltration et hémorragie). Les
résultats de recherche de Sulak et al (2005) indiquent que le Méthidathion a une dose de 5
mg/Kg (administré par gavage) engendre des dommages oxydatifs au niveau des reins
(congestion vasculaire, sclérose glomérulaire et nécrose tubulaire) suivis par une

augmentation du taux de MDA et une diminution de I’activité cholinestérasique.
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CHAPITRE II : STRESS OXYDATIF
1. Stress oxydatif
1.1 Définition

Au sein de notre organisme, il existe un équilibre entre les espéces réactives (ER),
présentes a 1’¢tat basal en faible concentration et le systéme antioxydant qui contient
notamment des enzymes, des vitamines, des oligoéléments et de glutathion (Delattre et al.
2007). Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre de la balance entre les systémes
oxydants et les capacités antioxydants d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Barouki, 2005). Toutefois, ce déséquilibre est provoqué soit par une production
exagérée des oxydants (especes réactives de 1’oxygeéne) et/ou par une diminution ou un
déficit du systetme de défense antioxydant. Cependant, le stress oxydant est a 1’origine de
nombreux effets tant au niveau moléculaire que cellulaire, provoquant des dommages vis-a-
vis des principales cibles moléculaires biologiques (Delattre et al, 2003 ; Le bourg,
2006 ; Defraigne et Pincemail, 2007).
1.2 Radicaux libres

Un radical libre (RL) est défini comme une espéce chimique (atome ou molécule)
neutre ou chargée, dont la couche périphérique posséde un ou plusieurs électrons non
appariés ; dit célibataire, dont il est matérialisé par un point en exposant (x’) (Corinne, 2010).
Un radical libre est formé selon deux grandes voies ; soit via le transfert d’électron sur
I’oxygene par les métaux de transition (fer, cuivre), voir réactions let 2, soit par une rupture
homolytique des liaisons covalentes des molécules en présence de chaleur et lumicre (UV,

visible), voir réaction 3 (Delattre et al, 2003 ; Cillard et Cillard, 2006).

0, + Fe? > O0,"+e +H0, (1)

OH + OH +Fe* (2
LO" + OH (3)

HzOz + Fe 2+
LOOH

v

v

1.3 Espéces réactive de I’oxygéne
1.3.1 Définition des espéces réactives de I’oxygéne

Les radicaux oxygénés libres sont nommeés especes réactives de 1’oxygene (ERO) ou
pour les Anglo-saxons reactive oxygen species (ROS), ils sont de petites molécules
comportant au moins un atome d’oxygene (Aurousseau, 2002). Ces especes sont divisées en
deux catégories: espéces radicalaires comme 1’anion superoxyde (O,"7), radical hydroxyle
(OH"), radical hydroperoxyde (HO%), radical peroxyle (RO%), radical alcoxyle (RO") et

I’oxyde nitrite (NO°), mais aussi des espéces non radicalaires comme le peroxyde
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d’hydrogéne (H,0,), acide hypochloreux (OHCL), oxygéne singulet ('O5), ozone (Os) et le
peroxynitrite (ONOQO") (Fontaine, 2002 ; Delattre et al, 2003).

Ces especes réactives sont des produits normaux du métabolisme, leur production
basale correspondrait a 3 % de la quantité totale d’O, consommeée. Toutefois, une production
accrue de ces espéces sera responsable d’une maniére directe ou indirecte de nombreux
dommages oxydatifs au niveau moléculaire (protéines, lipides, acide nucléique) pouvant
affecter considérablement les mécanismes cellulaires (Monique et al, 2003 ; Puy, 2012).

1.3.2 Source et production des espéces réactive de ’oxygéne
Le mécanisme de production des différentes espéces réactives de 1’oxygeéne radicalaire

et/ou non radicalaire est représenté dans la figure 6.

Lumigre UV oxydases
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Figure 6 : Production des différents radicaux libres oxygénés
(Favier, 2003)

1.3.2.1 ERO radicalaire
a) Anion superoxyde (0;")

Il représente la premiére forme des ERO, il est produit majoritairement par la chaine
mitochondriale (Puy, 2012). Ces radicaux sont relativement peu réactifs par eux mémes, mais
dont la réactivité provient du fait qu’ils donnent naissance a des composés plus réactifs
(Delattre et al, 2003). Cependant, il existe plusieurs sources de radical superoxyde :

> Dans la mitochondrie : via 1’échappement de la chaine respiratoire, ou le radical
superoxyde est produit par réaction de 1’oxygeéne avec un radical demi-ubiquinone

(Fontaine, 2002).

» NADPH oxydase : est un complexe enzymatique situé sur la membrane des cellules
phagocytaires  (polynucléaires et macrophages), elle comporte le FAD et un

cytochrome b (composé de deux sous unités gp 91 phox et p 22 phox) capable de
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réduire ’oxygene en radical superoxyde selon la réaction ci-apres (Delattre et al,

2003) :

NADPH + 20, » NADP'+ H' +0,”

Remarque: L’activation de la NADPH oxydase est dépendante de la stimulation des cellules
phagocytaires (Fontaine, 2002).

» Xanthine déshydrogénase : c’est une enzyme ubiquitaire présente au niveau du foie
impliquée dans le processus d’ischémie-reperfusion, et dans le catabolisme de I’ATP.
Pendant le phénomene d’ischémie-reperfusion, cette enzyme est modifiée en xanthine
oxydase qui génére ensuite 1’anion superoxyde et I’acide urique en présence d’oxygene
et de xanthine ou hypoxanthine (Fontaine, 2002 ; Delattre et al, 2003).

» Cytochrome P 450: il se trouve au sein du réticulum endoplasmique (les
microsomes), il s’agit d’une hydrolase qui intervient dans le métabolisme des stéroides,
médicament et les xénobiotiques, ainsi le fer, présent a ’intérieur du Cyto P 450, est
susceptible de réagir avec 1’0, et produire ainsi 1’anion superoxyde en présence de la
NADPH, la Cyto P 450 réductase et la flavoproteine (Borg et Reeber, 2008 ; Delattre et
al, 2003).

» Cyclo-oxygénase : clles se chargent du métabolisme de I’acide arachidonique, des
prostaglandines et prostacyclines (Puy, 2012).

> Lipo-oxygénase : celles sont spécialisées dans 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés, prenant 1’exemple de la 5-lipooxygénase qui oxyde 1’acide
arachidonique libre en hydroperoxyde (5-HPETE), précurseur des leucotriénes
(Salvayre et Salvayre, 2005).

b) Radical hydroxyle (OH’)

C’est le radical libre le plus réactif, il est capable de réagir avec un trés grand nombre
de cibles moléculaires in vivo (constante de vitesse trés élevée 10° 4 10'° mol™), sa durée de
vie est de I’ordre de millioniéme, il ne diffuse donc pas et réagit sur le méme lieu de sa
production (Delattre et al, 2003 ; Borg et Reeber, 2008). Sa production est initiée en
particulier lors de la réaction de Fenton entre le peroxyde d’hydrogene et le fer ferreux
(Aurousseau, 2002), elle est stimulée par la réduction du fer ferrique formé en présence
d’anion superoxyde, le résultat des deux réactions correspond a la réaction de Haber- Weiss

(Delattre et al, 2003).

Fe?* + H,0, > F3*+OH +OH (1)
Fe**+0, > Fe’ +0, (2)
H,0, + O, > O,+ OH +OH  Bilan
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¢) Oxyde nitrique (NO")

L’oxyde nitrique ou le monooxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétis¢ a
partir de I’oxygene et I’acide aminé L-Arginine, cette réaction est catalysée par une famille
d’enzymes : les NO' synthases (NOS). Il existe trois types de NOS : la NOS neuronale, la
NOS endothéliale et la NOS inductible présente dans de nombreux tissus et organes. Les deux
premicres sont constitutives ; leur activité est régulée par la concentration intracellulaire de
calcium. Le NO est susceptible de réagir avec I’anion superoxyde O," pour donner le

peroxynitrite ONOO™ (Delattre et al, 2003 ; Haleng et al, 2007).
L- Arginine =———p NO°® =—p Guanylate cyclase + GTP

d) Radicale peroxyle (ROO)

Le radical peroxyle ROO" est le dernier résultat dans la chaine de production des ERO,
il provient de I’action oxydante de 1’hydroxyle sur les chaines d’acide gras polyinsaturés
(RH), il est donc a I’origine de la peroxydation lipidique (Gutterdge, 1994).
1.3.2.2 ERO non radicalaire
a) Peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Le peroxyde d’hydrogene est une molécule stable, peu réactive, mais il possede une
capacité de diffusion importante et une durée de vie plus longue. Autrement, il est capable de
diffuser rapidement a travers les membranes cellulaires. La production d’H,0O; s’effectue dans
le peroxysome et la mitochondrie selon deux grandes voies (Monique et al, 2003 ; Borg et
Reeber, 2008) :

» C’est le résultat de la réduction biélectronique de I’oxygéne en présence d’oxydases

(aminoacides oxydases, glycolate oxydase, urate oxydase) selon la réaction suivante :

Oxydases
02+26_+2H+ > H,0,

» C(C’est le résultat aussi de la dismutation de 1’anion superoxyde spontanée ou catalysée

par la superoxyde dismutase (SOD) selon la réaction suivante :

20, > H,0; + O,

La majeure partie de la toxicité de I’eau oxygénée provient de sa capacité de donner le
radical hydroxyle en présence de métaux de transition (Fer et Cuivre) (Delattre et al, 2003).
b) Oxygéne singulet ('0y)

L’oxygene singulet est une forme activée de 1’oxygeéne (état excité), il représente ainsi

la source majeure de réaction de photosensibilisation (Delattre et al, 2003).
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¢) Peroxynitrite (ONOO")

Le peroxynitrite est un oxydant puissant, qui résulte de la réaction du radical NO™ avec
’anion superoxyde (0;"). Il peut secondairement se décomposer en d’autres oxydants (NO,,
OH’); en outre, il induit la nitration d’acide aminé aromatique et D’initiation de la

peroxydation lipidique (Fontaine, 2002 ; Delattre et al, 2003).

NO + 0, » ONOO

d) Acide hypochloreux (HOCI)

L’acide hypochloreux est un oxydant puissant et il est capable de réagir avec de
nombreuses molécules biologiques ; ce composé est généré lors de la phagocytose. Il est
donc un bactéricide puissant, car il est a I’origine des radicaux libres auxquels les bactéries
sont trés sensibles. Il est formé a partir du peroxyde d’hydrogeéne selon la réaction ci-dessous

(Delattre et al, 2003) :

H,0, + CI' » HOCI+ OH

14 Conséquences moléculaires du stress oxydant

1.4.1 Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés représentent la cible lipidique majeure des radicaux
libres, ainsi I’altération oxydative de ces acides gras est définie par le terme de peroxydation
lipidique (Delattre et al, 2003).

Cette réaction d’oxydation a lieu principalement dans les acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires (phospholipide, sphingolipides, cardiolipides) ou dans les acides gras
polyinsaturés des lipoprotéines (LDL). Parmi les produits finaux formés, le malondialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont un potentiel mutagéne et cancérigene. La
peroxydation lipidique peut étre évaluée par le dosage des substances réagissant avec 1’acide
thiobarbiturique (TBARS : Thiobarbiturics acid-reactive substances) (Lefevre et al. 1998). La
peroxydation lipidique se déroule en trois étapes :

a) Initiation : la réaction d’initiation est induite principalement par radical hydroxyle (OH)
dont il est capable d’arracher un hydrogeéne sur un carbone situé¢ entre deux doubles
liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) ce qui conduit a la formation d’un diéne
conjugué [R'] (Cillard et Cillard, 2006; Borg et Reeber, 2008 ; Collard, 2014; Collard,

2014b).
RH + OH’ » R+ H,0
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b) Propagation : le radical lipidique formé réagit trés rapidement avec I’oxygene pour
former un radical peroxyle (ROO"). Ce dernier est suffisamment réactif pour arracher un
H' a un autre AGPI voisin ; ainsi la chaine de la peroxydation continue a se propager

(Delattre et al, 2003 ; Haleng et al, 2007).

R +02 » ROO’

ROO’ + RH » ROOH R’

¢) Terminaison: la réaction en chaine est interrompue par la combinaison des radicaux
lipidiques pour donner des produits non radicalaires stables (Cillard et Cillard, 2006).
Ainsi les peroxydes générés pendant la peroxydation seront soit neutralisés par les
antioxydants comme le glutathion peroxydase, ou bien ils continueront a s’oxyder en
aldéhydes (Malondialdéhyde, 4 Hydroxyalkenal, 4 Hydroxynonenal) (Haleng et al, 2007 ;
Borg et Reeber, 2008).

ROO’ + ROO’ » ROOR + 0,
R +R » R-R
ROO +R’ » ROOR

1.4.2 Oxydation des protéines

Dans les conditions physiologiques, les protéines, comportant les acides aminés
soufrés, basiques et aromatiques représentent les cibles majeures de I’oxydation par le radical
hydroxyle (OH") conduisant a la formation de nombreux composés carbonylés et hydroxylés.
Selon (Delattre et al, 2003 ; Haleng et al, 2007 ; Borg et Reeber, 2008), ces attaques
radicalaires peuvent étre classées en 4 catégories

a) Oxydation des chaines latérales des acides aminés : cette oxydation est catalysée par
des métaux de transition en présence d’H,O, ou hydroxyperoxyde (ROOH) et produit
ainsi des acides aminés anormaux tels que la 2-oxohistidine et le sulfoxyde de
méthionine.

b) Oxydation des chaines polypeptidiques : cette oxydation est initiée principalement
par ’hydroxyle entrainant le départ d’un atome d’H" sur le carbone alfa d’une liaison
peptidique, et donnant ainsi un radical centré sur le carbone.

¢) Lipo-oxydation : cette oxydation concerne la réaction d’une protéine avec un aldéhyde

issue de la peroxydation lipidique comme le MDA ou la 4 HDN.
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d) Glyco-oxydation : cette oxydation concerne les réactions d’oxydation associées a la
glycation, celle-ci résulte de la fixation non-enzymatique d’oses sur des fonctions
amines des protéines le plus souvent a I’extrémité N-terminale ou sur un résidu lysine.
(Haleng et al, 2007 ; Collard, 2014b).

1.4.3 Oxydation des acides nucléiques

Les acides ribo et désoxyribonucléiques (ADN, ARN) représentent les cibles
privilégiées pour les especes réactives de I’oxygene (ERO). En effet, le radical hydroxyle
(OH") présente une haute réactivité et réagit facilement avec les bases puriques et
pyrimidiques, comme la guanine qui est transformée en 8-Hydroxy 2-désoxyguanosine (8-
OHAQG) ; cette derniére est normalement éliminée par le systeme de réparation de I’ADN mais
si le systéme est défaillant ou dépassé, la 8-OHAG s’accumule et au lieu de s’apparier avec la
cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant alors des mutations au sein de I’ADN (Haleng
et al, 2007 ; Borg et Reeber, 2008 ; Collard, 2014 ; Collard, 2014b).

Les especes réactives de 1’oxygéne ont également des répercussions sur I’ADN
mitochondriale touchant ainsi une base pour 8000. En outre, ’ADN mitochondrial est plus
sensible aux radicaux libres que I’ADN nucléaire, car il est dépourvu de protéine protectrice
de type Histone (Delattre et al, 2003).

1.5 Maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
pathologies. Ces derniers, peuvent se diviser en deux groupes : le premier regroupant celles
liées principalement a une production excessive d’EROs au niveau mitochondrial telles que le
cancer ou le diabéte de type 2; le second groupe concerne les cas ou une stimulation excessive
des NOX ou de la xanthine oxydase entraine une augmentation de la production d’ER. Dans
ce cas une forte composante inflammatoire est également décrite. Les pathologies chroniques
concernées sont notamment les maladies cardiovasculaires (1’athérosclérose, maladies
cardiaques ischémiques) ou neurodégénératifs (Alzheimer, Parkinson), les troubles
consécutifs a I’ischémie-reperfusion (transplantation d’organes), le paludisme et Ia
polyarthrite rhumatoide (Pincemail et al, 1999; Pincemail et al, 2001; Droge, 2002; Camara et
al, 2006; Haleng et al, 2007; Valko et al. 2006; Borg et Reeber, 2008).

1.6 Mécanisme de défense antioxydants

L’organisme dispose un ensemble complexe de défense antioxydants afin de se
protéger contre les effets déléteres des espéces réactives de 1’oxygene (Figure 7), ainsi, on
distingue deux sources d’antioxydants: l'une est apportée par 1’alimentation (origine

exogene) sous la forme de fruits et Iégumes, 1’autre est synthétisée par I’organisme (source
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endogene). Ces systémes antioxydants sont soit des systémes enzymatiques qui catalysent la
conversion des molécules pro-oxydantes, soit des molécules non enzymatiques qui captent
rapidement les ERO (Aurousseau, 2002 ; Fontaine, 2002 ; Schulz et al, 2004 ; Wassmann et
al, 2004 ; Haleng et al, 2007).

02 Arginine
OXYZEne
] ®
; 2 NO monoxyde
anion superoxyde Famke
‘ supcroxyde dismutase|CuZn |-::—_-_""' b
‘ superoxyde dismutase ‘\-in /
T H,0, ONOOH
peroxyde d’hydrogéne peroxinitrite
‘ glutathion peroxydase |gg L"_ — Fe / - = ,--‘-
Cu sélénoprotdine P
|ualu]ahc |Fc | —— Fgs
s radoaing mararudass I.-_ —
thioredoxine peroxydase radlca] h droxyle
—_
| thioredoxine réductase |Se J
ADN oxydés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 7 : Mode d’action des principaux systemes enzymatiques antioxydants et de leur
cofacteur métallique (Favier, 2003)

1.6.1 Systéme de défense enzymatique
1.6.1.1 Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases sont des métalloprotéines qui représentent 1’une des
premicres lignes de défense contre le stress oxydant, elles catalysent la dismutation de I’anion
superoxyde (O,") en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne ; cette réaction
se déroule principalement dans le cytoplasme et consomme deux molécules d’anions

superoxydes.

20,7+ 2H' » 0,+H,0,

Il existe trois isoformes de la SOD, citons, la SOD a Cuivre et a Zinc (Cu,Zn-SOD)
présente majoritairement au niveau cytoplasmique et est exprimée dans toutes les cellules
avec une activit¢ plus importante au niveau du foie, du cerveau, des neurones et des
érythrocytes, la SOD a Manganese (Mn-SOD) exclusivement retrouvée dans les

mitochondries des cellules de différents organes : le cceur, les reins, le foie et le cerveau, et la
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SOD a Fer (Fe-SOD) présente chez les procaryotes uniquement (Delattre et al, 2003 ; Haleng
et al, 2007 ; Borg et Reeber, 2008).
1.6.1.2 Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme héminique, c'est-a-dire qu’elle posséde un atome de Fer
qui participe a la fabrication de ’héme. Sa masse molaire moléculaire est de 220 000 Da. La
CAT posséde 4 sous unités comprenant chacune un atome de Fer sous forme Fe*".

Elle est localisée dans les peroxysomes et majoritairement retrouvée dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Cette enzyme est capable de transformée
le peroxyde d’hydrogene en molécule d’eau et oxygene moléculaire selon les réactions ci-

apres (Borg et Reeber, 2008) :

Cat-Fe'* + H,0, » Composé 1+ H,0
Composé 1 + H,0, » Cat-Fe’" + H,0,+ 0,
2 HzOz . ) HzO + 02 Bilan

1.6.1.3 Glutathion peroxydase (GSH-Px)

D’un point de vue structural, le glutathion peroxydase est une séléno-protéine
constituée de quatre sous unités protéiques comportant un atome de Sélénium dans chaque
sous unité ; elle est présente dans le cytoplasme et la mitochondrie des eucaryotes. Le
mécanisme catalytique comporte une réduction d’une molécule de peroxyde d’hydrogeéne en
présence de deux molécules de glutathion réduit (GSH) et elle est transformée en deux
molécules d’eau et glutathion oxydé (GSSG). Une réaction similaire permet aussi la réduction

d’hydroperoxyde lipidique (ROOH) en alcool (ROH) (Haleng et al, 2007).

H,0; +2 GSH » 2 H,O + GSSG

ROOH + 2 GSH » ROH + GSSG + H,0

Par ailleurs, afin de maintenir le rapport GSH/GSSG constant dans la cellule, le
glutathion réductase intervient pour régénérer le glutathion par oxydation concomitante du
NADPH fourni par la voie des pentoses phosphate selon la réaction ci-dessous (Delattre et al,

2003)
GSSG + NADPH, H' » 2GSH + NADP

1.6.1.4 Glutathion réductase
La glutathion réductase (GR) appartient a la famille des flavoprotéines. Elle catalyse
la réduction du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion réduit (GSH) en utilisant du NADPH

provenant de la voie des pentoses phosphates.
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GSSG + 2H* + NADPH » 2GSH + NADP+

1.6.1.5 Glutathion-S-transférase
La Glutathion-S-transférase (GST) est une enzyme cytosolique présente dans de

nombreux tissus (muscle, intestin, foie, rein). Elle catalyse la réaction de conjugaison du GSH
réduit avec les xénobiotiques afin de les rendre plus hydrosolubles. En effet, Il existe 5
isoformes cytosoliques de la GST: (a, u, 7,9, 8), dont les trois premiéres isoformes sont les
plus fréquentes (Desmots et al. 2001).
1.6.2 Systéme antioxydant non enzymatique

On classe ces systemes antioxydants selon qu’ils sont hydrosolubles, assurant une
protection des milieux intra et extracellulaires ou liposolubles agissant au niveau des
membranes et des lipoprotéines circulantes (Collard, 2014).
1.6.2.1 Antioxydant hydrosoluble
a) Glutathion

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéinyl-glycine) ubiquitaire produit
dans différents tissus (Figure 8). Il est le thiol majoritaire au niveau intracellulaire ou il est
présent soit sous sa forme réduite (GSH) a une concentration intracellulaire de 0,1 a 1 mM,
soit sous sa forme oxydée (GSSG) a des concentrations dix fois moins importantes. Un
rapport GSH/GSSG élevé est essentiel pour assurer une protection contre le stress oxydant

(Li, 2013 ; Valko et al. 2006)
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Figure 8 : Synthése de glutathion (Dickinson et Forman, 2002)

En effet, Le groupement thiol permet au glutathion d’intervenir dans de nombreuses
réactions de réduction. Il participe également aux réactions de détoxification des EROs,

notamment H,O,; et aussi lors de la détoxification des xénobiotiques (Campbell, 2006).
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Il intervient aussi comme chélateurs des métaux de transition et régénérateur final des
vitamines C et E a partir de leurs formes radicalaires (Haleng et al, 2007).
b) Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique agit principalement comme un agent réducteur et
représente un excellent piégeur des especes réactives de I’oxygéne (OH , O,”, RO%), en
réagissant avec ces dernieres, I’acide ascorbique est alors oxydé en acide déshydroascorbique.
En outre, il agit en synergie avec la vitamine E en permettant sa régénération ; il contribue
aussi au bon fonctionnement du systéme immunitaire, du métabolisme du fer ainsi que dans la
synthése du collagene et des globules rouges (Apfelbaum, 1981 ; Campbell, 2006).
¢) Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille importante d’antioxydants ; et ils sont des
excellents piégeurs des ERO (en cédant un atome d’hydrogéne a des radicaux RO* et RO lors
de la peroxydation lipidique) et de trés bon chélateurs des métaux de transition (fer et cuivre).
Ils ont ainsi un réle bénéfique vis-a-vis de certaines pathologies cardiovasculaires ou de
cancers (bruneton, 1993 ; Damianaki et al. 2000 ; Haleng et al, 2007 ; Ding et al. 2013).
1.6.2.2 Antioxydant liposolubles
a) Vitamine E

Le composant majeur de la vitamine E est I’a tocophérol, qui est synthétisé par les
plantes et est connu par son caractére hydrophobe lui permettant de s’insérer au sein des
membranes riches en acides gras polyinsaturés. En effet, les étres humains ne peuvent pas en
synthétiser, son apport se fait donc exclusivement via 1’alimentation (les huiles végétales, les
noix, les graines). En outre, lors d’une oxydation, 1’a tocophérol constitue 1’une des premicres
lignes de défense, réagissant avec les radicaux peroxyles (ROO") pour former un radical
tocophéryle empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique (bruneton, 1993 ;

Salvayre et Salvayre, 2005).

o TOH + RO, » o TO*+ ROOH

b) Caroténoides

Les caroténoides et plus particulicrement le Beta caroténe d’origine naturelle présents
entre autres dans les carottes (B caroténe) et le melon (lycopéne). Les caroténoides sont de
puissants agents antiradicalaires qui neutralisent tant des espéces électroniquement que
chimiquement actives. Grace a leurs richesse en double liaisons, ils sont capable de piéger
I’oxygene singulet et les radicaux peroxyles en protégeant ainsi les lipoprotéines (LDL)

(Delattre et al, 2003).
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¢) Coenzyme Q

Le coenzyme Q ou Ubiquinone appartient a la chaine de respiration mitochondriale et
permet le transport d’électrons des complexes I et II vers le complexe III. 1l est également
présent dans les lipoprotéines ou il a un effet anti-oxydant. C’est un composé liposoluble ce
qui lui confére une capacité de se déplacer au sein de la partie hydrophobe de la membrane
interne. Il est présent a raison d’environ 0.3 molécule par particule de LDL, constituant la
premicre ligne de défense lors d’une oxydation étant donné que le coenzyme Q est le seul
anti-oxydant liposoluble endogene, ainsi il a un role protecteur contre le processus
d’athérosclérose (Audigié et Zonszain, 1995 ; Delattre et al, 2003 ; Campbell, 2006).
1.6.2.3 Oligoéléments

Les oligoéléments tels que (Zinc, Sélénium, Manganese) sont des métaux ou des
métalloides contenus dans le corps, parfois a toutes petites doses, ils sont présent a une teneur
inférieur a 1 mg/Kg du poids corporel. En outre, ils sont indispensables au bon
fonctionnement de I’organisme et servent ainsi comme cofacteurs aux enzymes antioxydants
(SOD, CAT, GPx). Le sélénium est I'un des constituants important de la défense anti-
oxydante, c’est un agent anti-mutagénique et posseéde également une fonction de
détoxification des métaux lourds dont le cadmium (Nys, 2001). Alors que le zinc protége des
groupements thiols de certaines protéines contre 1’oxydation due au fer (Prasad 2009). Des
apports insuffisants en oligoéléments seraient ainsi susceptibles de réduire les capacités de

défense antioxydants de 1’organisme.
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CHAPITRE III : OLIGOTHERAPIE SELENIUM - ZINC
1. Sélénium
1.1 Définition
Le sélénium tire son nom du grec « seléné » qui signifie « lune ». Sa découverte est

due a J.J Berzelius et J.J Gahn en 1817 dans les sous produits de la fabrication de 1’acide
sulfurique (H,SO4) (Neve, 1991 ; Abdur et Huang, 2015). Le sélénium, tient une place
importante parmi les oligoéléments auxquels on s’intéresse le plus actuellement. Il représente
un des micronutriments essentiels pour la majorité des espéces vivants y compris 1’étre
humain (Kolsteren, 1992).

1.2 Propriétés physico-chimiques

Le sélénium est un métalloide de symbole chimique Se, analogue chimique du souffre.
I est situé dans la colonne VI de la classification périodique des €léments chimiques, son
nombre atomique 34 et sa masse atomique égale a 78.96.

Dans le milieu naturel, il existe sous quatre états d’oxydation représentés dans le
Tableau (2), dont les formes sélénites (SeOs>) et séléniates (SeO4”) sont les plus fréquents.
Ces deux formes anoniques sont trés solubles, mobiles, biodisponibles et potentiellement
toxique, le séléniate étant relativement soluble est susceptible de formé des composés
organiques comme: Sélénocysteine, Sélénomethionine, Diméthylséléniure, Diméthyldisélinure. (Adam et
Roussel Debat, 2002 ; Bonnard et al, 2011).

Le sélénium est une substance livrée en poudre ou en morceau, solide, stable et
insoluble dans I’eau, qui ne s’oxyde pas a température ordinaire, en effet, les températures de

fusions et d’¢bullitions sont respectivement (221°C, 655°C) (Neve, 1991; Lauwerys, 2007).

Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques du sélénium et ses composés
(Bonnard et al., 2011)

Nom Masse molaire Solubilité T° Fusion Aspect

Sélénium (Se) 79 acide sulfurique 170-221 Poudre

Séléniure d’hydrogéne

H,Se 81 hydrosoluble -65.7 Gaz incolore

Sélénite de sodium

Na,Se03 172.9 hydrosoluble 710 Solide hygroscopique
Séléniate de sodium Solide sous forme de
Na,SeO, 188.9 hydrosoluble / cristaux blancs
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1.3 Source et utilisations
1.3.1 Source:

L’apport du sélénium chez I’homme et chez les animaux vient principalement de la
nourriture, puis de I’eau. En effet ’apport nutritionnel recommandé¢ de sélénium pour 1’adulte
est de 55ug par jours (Dodig et Cepelak, 2004). Le sélénium se retrouve en majeure partie
sous forme organique, il est présent en abondance dans les viandes, les poissons et les autres
produits de la mer; par contre, il est présent en faible quantité dans les fruits, 1égumes,
produits laitiers et les maticres grasses (Neve, 1991). En effet, I’acide aminé sélénocystéine ne
provient pas de 1’alimentation, il est synthétisé in vivo dans 1’organisme. En effet il existe
environ 25 type de sélénoproteines chez ’homme, dont la répartition est mentionnée dans le
Tableau (3).

Tableau 3 : les differents sénéloproteines ayant un role biologiques connu

(Thérond, 2003)

Sélénoproteines Fonctions
Cytosolique (GSHPx-1)

Enzymes antioxydantes : lignes de

Glutathion Gastro intestinale (GSHPx-2)

peroxydase défense contre les agressions des

Plasmatique ou extracellulaire radicaux libres de I’oxygeéne

Membranaires hydroperoxyde
phospholipide (GSHPx-4)

5 DI Régulation des hormones
Désiodases thyroidiennes
sDII
SDIII
TR1 Régénération des systémes anti-
Th}oredox1ne TR2 oxydants et maintien de 1’état
réductases
TR3 d’oxydoréduction intracellulaire
protection des cellules
Sélénoproteine P endothéliales de la peroxynitrite
Sélénoproteine oxydoréductase Régénération de la GSH oxydée,

de la thiorédoxine oxydée.
Protége les cellules épithéliales
Sélénoproteine 15kDa prostatiques par une activit¢ GSH

Sélénoproteine R Meéthionine R sulfoxyde réductase

Précurseur de la sélénocystéine
Sélénophosphate synthétase 2

Sélénoproteine W Fonction musculaire
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1.3.2 Utilisation

Le sélénium et ses composés ont diverses applications a I’échelle industrielle ainsi que
dans le domaine médical. A I’industrie, le sélénium est utilis¢ dans les technologies de la
photocopie moderne, il est utilisé aussi dans la fabrication des verres (40 %). En outre, en
métallurgie, 1’addition de sélénium a 1’acier améliore sa machinabilité, sa résistance a la
corrosion et sa finesse de surface (Duvoid, 1999 ; Lauwerys, 2007 ; Bonnard et al, 2011). En
revanche, en médecine il est utilis¢é comme photoconducteur dans les radiographies par rayons
X, grace a sa sensibilité a la lumiere. Le sélénium et plus particuliecrement le Séléno-
méhionine est utilis¢é pour calculer la demi-vie des plaquettes et du fibrinogéne, dans
I’exploitation de la fonction parathyroidienne, dans 1’exploration du pancréas, ainsi que pour
calculer le turn-over des protéines (Duvoid, 1999).
1.4 Métabolisme du sélénium
1.4.1 Absorption

En milieu professionnel, la pénétration du sélénium dans I’organisme se fait par voie
respiratoire (inhalation, vapeur, poussicre), digestive (déglutition des particules inhalées) et
plus accessoirement cutanée (Shackleton et al, 1992). Cependant, les composés solubles du
sélénium sont aisément absorbés par les poumons et le tractus gastro-intestinal et plus
particulierement par le duodénum (varie de 44 a 95 % de la dose ingérée). Les mécanismes
biochimiques de résorption dépendent de la forme chimique du sélénium ingéré. En effet, les
formes organiques comme la sélénométhionine semblent mieux résorber que les formes
inorganiques (Sélénite et Sélénate).
1.4.2 Distribution

Chez I’homme ainsi que chez ’animal, le sélénium, aprés absorption, sera transporté
par les érythrocytes, I’albumine et les globulines plasmatiques, dont 1’albumine semble étre le
récepteur immédiat et sert de transporteur vers les sites de fixation tissulaire, en particulier, le
foie (15 %) et les reins (5 %) dont ils fixent spécifiquement le sélénium (Thomson et Stewart,
1974). Les deux formes de sélénium, que ce soit organique, ou inorganique sont facilement
métabolisées par le glutathion a diverses formes de métabolites de sélénium (sélénopersulfure
et séléniures) qui sont des intermédiaires nécessaires a la synthése des dérivés enzymatiques
tels que (la glutathion peroxydase). Voir figure 9.

Cependant, I’incorporation du sélénium dans les protéines s’effectue par plusieurs

manicres : la sélénométhionine est incorporée d’une fagon aléatoire dans les protéines a la
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place de la méthionine, tandis que la sélénocystéine est incorporée dans un acide

ribonucléique de transfert (tARN) spécifique (Neve, 1991 ; Tinggi, 2008).
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Figure 09 : Voie métabolique du Sélénium (Tingi, 2008)

1.4.3 Excrétion

Le taux d’élimination n’est pas influencé par la dose, mais il augmente avec le taux du
sélénium alimentaire. La voie urinaire représente la voie principale d’excrétion avec un taux
de 60 % sous la forme d’ion triméthylsélénonium qui est hydrosoluble, elle est suivie par la
voie fécale avec un taux de 35 %. Cette derniére contient la partie d’¢lément non résorbée et
des formes provenant des sécrétions intestinales. En cas d’apport élevé, le sélénium est
transformé en diméthylséleniure (composé volatil) et excrété par voie pulmonaire donnant
I’odeur d’ail, de I’haleine indiquant ainsi une intoxication (Bonnard et al, 2002 ; Neve 1991,
Tingi, 2008).
1.5 Role physiologique

En générale, le sélénium possede plusieurs activités dont ['une est essentielle, il s’agit
de l’activité antioxydante. De plus, il est régulateur du métabolisme de la thyroide (catalyse la

transformation de la thyroxine T4 en T3, laquelle est la forme hormonale active au niveau
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tissulaire), protecteur contre certain formes de cancer et intervient dans le processus
immunologique ; il augmente la fertilit¢ masculine et régule les médiateurs de 1’inflammation
dans 1’asthme (Simonoff & Simonoff, 1991 ; Lauwerys, 2007).

D’autre part, le sélénium est incorporé sous sa forme active (sélénocystéine) au niveau
du site actif de nombreuses sélénoprotéines dont :
a) Glutathion peroxydase :

La glutathion peroxydase est formée de 4 sous-unités identiques contenant chacune un
atome de sélénium, sous forme de sélénocystéine. Les glutathions peroxydases sont des
enzymes antioxydantes qui inhibent la production des radicaux libres liés a l'oxygene et
luttent contre le stress oxydatif. Ces enzymes peuvent agir en synergie avec les autres
molécules antioxydantes pour retrouver 1'équilibre entre systéme oxydants-antioxydants,
comme la superoxyde dismutase ou la catalase ou non enzymatique comme la vitamine E, C,
les caroténoides, les composés avec des groupements thiols ; Cette fonction permet le
maintien de l'intégrité membranaire, réduit la propagation des Iésions oxydatives
supplémentaires sur les lipides, les protéines ou I'ADN, pour limiter le risque associé¢ de
pathologies (Thérond, 2003 ; Ducros et Favier, 2004).

b) Thioredoxine réductase :

Le sélénium présent également au niveau du site actif de la thiorédoxine réductase
sous forme de groupement sélénol (-SeH) ou le sélénium joue un réle fondamental dans la
protection contre les radicaux libres et intervient dans le controle redox des réactions
intracellulaires (Tapiero et al., 2003).
¢) lodothyronine déiodinase :

Les iodothyronine 5’-déiodinases étant essentielles pour la production de 1’hormone
thyroidienne active 3,5,3’-triiodothyronine (catalyse la 5-5° mono-déiodination de la pro
hormone thyroxine T4 en forme thyroidienne active T3), certains effets de la carence du
sélénium provoquent des manifestations thyroidiennes plutét que d’une incapacité de
métaboliser les peroxydes (Marshall, 2005).

d) Sélénoprotéine P :

Principalement localisée dans le plasma dont les fonctions sont peu définies, dont la
Sel-P agirait comme antioxydant des cellules endothéliales en réduisant les peroxynitriles
(ONOO-) (Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008). Elle permet de maintenir de
I’homéostasie a la suite du transport dans les différents organes, marquant également une

activité peroxydase spécifique des phospholipides (Burk et al., 2003) ,
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1.6 Carence en sélénium

Un déficit en sélénium résulte principalement d’une consommation insuffisante.
(Zheng, 2007). La dose 1étale (DL50) est fixée chez I’homme entre 500 mg et 1 g de sélénium
sous forme minérale (sélénite ou sélénate de sodium). La dose journaliere la plus basse
entrainant des signes de toxicité¢ (une chute des cheveux et des ongles, un état dépressif et de
la fatigue) se situe aux environs de 2400 et 3000 ug (Thérond et al., 1997).

La déficience en sélénium a été également associée au développement endémique de
la maladie de Keshan (cardiomyopathie juvénile) ainsi que de la maladie Kashin-Beck
(pathologie musculo-articulaires) (Lauwerys, 2007 ; Navarro-Alarcon et Cabreva-vique,
2008).

1.7 Toxicité du sélénium

Le sélénium provoque rarement des intoxications chroniques ou aigués, par
I’alimentation chez I’homme. Tout d’abord, I’intoxication aigué orale varie selon la solubilité
des composés du sélénium. Les plus solubles (Sélénite de sodium et Séléniate de sodium) sont
les plus toxiques, les symptomes et manifestations observés sont localisés au niveau du
systeme nerveux central (faiblesse musculaire, perte de vigilance), au niveau du foie par
nécrose hépatique, et au niveau des reins par congestion rénale suivie d’une hémorragie,
dermatite et perte de poils et augmentation du taux sérique d’hémoglobine et d’hématocrite.

De plus, I’exposition chronique au sélénium provoque une déshydratation du corps et
des lésions hépatique, pancréatique et splénique, associées a des symptomes non spécifiques
tels que I’asthénie, Dirritabilité, la perte du poids, trés fréquemment des troubles gastro-
intestinaux avec nausée, vomissement, diarrhée et d’autres symptomes évocateurs
d’intoxication comme 1’odeur alliacée d’haleine, la sueur, le golit métallique dans la bouche et

enfin la modification des phaneres (ongles cassants, striés ou mous) (Barceloux, 1999).

2. Zinc
2.1 Définition

Le mot « zinc » dérive de l'ancien allemand « zinke », qui signifie pointe acérée ou
dent, du fait de la forme de certaines particules du zinc. Aprées le fer et le magnésium, le zinc
est I’oligoélément le plus quantitativement important dans notre organisme, il est présent a
une concentration de 2-4 g/Kg de poids corporel chez I’organisme humain. Il agit comme

cofacteur enzymatique dans de nombreux processus métaboliques de 1'étre humain (Seve et

Favier, 2002).
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I1 se trouve principalement dans les globules rouges, ou il est nécessaire a 1’action de
I’anydrase carbonique. Cette dernicre catalyse la conversion du dioxyde de carbone (CO;) en
bicarbonate (HCOj3") dans les tissus, qui sera transporté par les érythrocytes aux poumons
(Pelmont, 2005 ; Schlegel, 2010 ; Bilandzic et al, 2014).

2.2 Propriétés physico-chimiques

Le zinc se situe dans le groupe XII de la classification périodique des éléments
chimiques et porte le numéro atomique 30. Le zinc est le métal de transition, caractérisé par
une bonne conductivité ¢lectrique, il est présent dans les molécules organiques,
essentiellement sous forme de cation divalent (Zn®"). Ce dernier s’associe facilement avec
I’oxygene et les éléments non métalliques tels que, les peptides, les acides aminés et les
nucléotides afin de former des complexes tetramériques (Seve and Favier, 2002).

2.3 Source et utilisation
a) Source

Les besoins en zinc sont estimés a 15 mg par jour chez l'adulte et a 12 mg par jour
chez la personne agée (plus de 75 ans). L’apport du zinc est garanti chez 1’homme
essentiellement grace aux ¢léments de provenance animale tels que la viande, le fromage dur,
les abats et les crustacés, formant de bonne sources de zinc, en revanche, il est présent en
quantité notable dans les céréales, les 1égumineuses telles que les lentilles et grains de soja, les
noix et les amandes (Buhrer-Astfalk, 2011).

En effet, la biodisponibilit¢ du zinc de source animale est nettement meilleure que
celle du zinc de source végétale. De sorte que I’'utilisation du zinc de source végétale est
génée par des facteurs inhibiteurs de la résorption intestinale tels que 1’acide phytique (présent
dans les céréales, les 1égumineuses, les noix et les graines) et divers autres types de fibres
(cellulose, hémicellulose et lignine), formant en particulier avec le zinc des composés
insolubles (phytates) (Schelgel, 2010).

De plus, il existe autres facteurs qui peuvent influencer la résorption du zinc. En effet,
le cuivre comme le fer exerce un effet compétitif sur I'absorption du zinc ; avec le cuivre, les
apports alimentaires entrainent rarement des doses nécessaires a l'apparition de cet effet.
Alors que le fer est un vrai antagoniste, cette interaction apparait pour les formes minérales de
fer, mais pas avec le fer de I'némoglobine.

Parmi les facteurs stimulants 1'absorption du zinc on note : lactose, vin, EDTA, ligand
du zinc dans le lait, protéines animales, acides aminés (histidine, cystéine), acides organiques

(citrate) et peptides (Seve and Favier, 2002).

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le n

Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de |’extrait aqueux d’Artemisia campestris



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE 111 : OLIGOTHERAPIE SELENIUM ZINC

b) Utilisation

La consommation annuelle mondiale de zinc est d’environ 11 millions de tonnes, dont
50 % sont principalement utilisés pour galvaniser l’acier, le protégeant ainsi contre la
corrosion, et environ 20 % sont destinés a la fabrication de laiton en alliage avec le cuivre.
L’oxyde de zinc (ZnO) est généralement utilisé¢ dans la production des peintures, cosmétiques,
médicaments, produits plastiques, textiles et équipements ¢électriques, tandis que le sulfate de
zinc (ZnSQOy) est utilisé dans la production de peintures, d’ampoules fluorescentes et d’écrans
(Schelgel, 2010).
2.4 Métabolisme du zinc
a) Absorption

L’absorption du zinc se fait au niveau de l'intestin gréle et plus précisément au niveau
du jéjunum. Lors d'un repas, le zinc semble étre capté au niveau de la bordure en brosse de
I'épithélium digestif par des acides aminés (cystéine). Dans la cellule intestinale, le zinc
rejoint le pool de zinc labile dont une partie va se fixer sur des enzymes ou des protéines
membranaires. L'autre partie va, soit se déplacer vers la membrane basolatérale pour aller
dans le sang, soit se fixer a des protéines de petit poids moléculaire : les métallothionéines.
Ces derniéres sont des protéines qui favorise la captation du zinc intracellulaire et limitent son
transfert vers le milieu intérieur, ainsi ils controlent la biodisponibilité des métaux essentiels
comme le cuivre et le zinc et modulent la toxicité des métaux lourds comme le cadmium
(MT) (Chappuis, 1991).
b) Distribution

Le zinc est transporté par voie sanguine, principalement li¢ a 1’albumine (65 %),
fermement a 1’alfa 2 macroglobuline (30 %) et a 5 % avec d’autres protéines (transferrine et
céruloplasmine). Le zinc plasmatique li¢ & 1’albumine représente la source principale pour
alimenter les tissus en zinc, en premier lieu le foie, puis les autres organes producteurs
d’enzymes et de protéines. Le foie représente un tissu de stockage et de détoxification dont il
capte entre 30 a 40 % du zinc plasmatique nouvellement absorbé. Les autres tissus de
stockage sont respectivement les tissus musculaires (60 %), le squelette (30 %) et les 10 %
restants se trouvent distribués dans les érythrocytes, les enterocytes, les cellules épithéliales,
les reins, les poumons, le cceur et le cerveau (Imoberdorf et al, 2010 ; Schelgel, 2010 ;

Bengra, 2014).
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¢) Excrétion

L’excrétion endogene fécale est la principale voie de sortie des métabolites du zinc (90
%) ; par contre, elle est de 10 % par voie urinaire, tandis que des quantités minimes sont
¢liminées par la transpiration, la peau, les cheveux, le sperme et les secrétions menstruelles
(Imoberdorf et al, 2010). selon (Schelgel, 2010), le flux corporel du zinc est montré dans la

Figure 10.
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Figure 10 : Flux corporel du zinc (Schelgel, 2010)
2.5 Role physiologique
Le zinc participe a de nombreux processus biologiques au sein de 1’organisme (Frausto
Da saliva et Williams, 1991) :
a) Activation enzymatique (catalytique)

L'oligo-¢lément est présent dans plus de 200 métalloprotéines et métalloenzymes
enzymes des classes oxydoréductases, transférases, hydrolases, lyases, isomérases et ligases,
ce qui lui confére de nombreux roles physiologiques. A travers ces différentes enzymes, le
zinc joue un rdle dans la plupart des fonctions biologiques, principalement la défense
oxydative des membranes cellulaires, la défense immunitaire, la réplication et la transcription
de ’ADN pour la croissance, le développement et la prolifération cellulaires, la synthése des
protéines, des lipides et des glucides, et la détoxification cellulaire (Nys, 2001 ; Schelgel,

2010). En effet, il est peut étre directement impliqué dans la réaction catalytique induite par

Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de |’extrait aqueux d’Artemisia campestris

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le n



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE 111 : OLIGOTHERAPIE SELENIUM ZINC

I'enzyme. Le zinc va catalyser des réactions de déshydrogénation ou de déshydratation. De
méme, le métal peut rentrer dans la stabilisation de la structure de la protéine : on parle de rdle
structural.
b) Régulation du systéme nerveux

Le cerveau contient une teneur €levée en zinc. Il existe une barriére homéostatique
régulant les taux cérébraux de zinc au niveau des plexus choroides. Ce pool de zinc est
distribué¢ dans le cerveau antérieur (cortex et structures limbiques) et notamment dans
I'hippocampe ; régions destinées aux fonctions d'apprentissage et de mémoire. Au niveau
cellulaire, il est présent dans les terminaisons axoniques de nombreux neurones excitateurs du
systeme nerveux central (SNC) : on parle de « neurones zincergiques ». Il va s'accumuler dans
les vésicules pré-synaptiques des neurones glutaminergiques. Son mécanisme d'action n'est
pas exactement défini, mais le zinc pourrait agir comme neurotransmetteur et
neuromodulateur des récepteurs glutaminergiques et aurait un effet sur I'humeur (Bengra,
2014).
¢) Défense immunitaire

Le zinc est nécessaire pour le fonctionnement normal de la défense immunitaire et
oxydative, ce réle du zinc s’explique par son implication dans le développement cellulaire de
la moelle épiniére (synthése des leucocytes), c'est un agent mitogene des lymphocytes T et un
cofacteur de nombreux médiateurs (lymphokines, transferrine, thymuline). La thymuline
permet la maturation des lymphocytes T, et stimule les fonctions immunitaires T dépendantes
comme la toxicité allogénique, la fonction suppresseur et la production d'interleukine 2 (Seve
et Favier, 2002 ; Schelgel, 2010 ; Bengra, 2014).
d) Métabolisme osseux

Le zinc joue un réle important dans le métabolisme osseux en tant que cofacteur de
métallo-enzymes ; comme la phosphatase alcaline est nécessaire a la calcification et la
collagénose, nécessaire a la résorption et au remodelage osseux. Le zinc interagit avec des
hormones impliquées dans la croissance osseuse telles que la somatomédine C, la
testostérone, les hormones thyroidiennes et I’ insuline (Bengra, 2014).
e¢) Inflammation
Le zinc permet la synthése des prostaglandines et des leucotriénes, en activant la
phospholipase A2, la lipo-oxygénase et la cyclo-oxygénase d'ou son importance dans la

réaction inflammatoire.
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f) Défense antioxydant

Le zinc est un antioxydant important, en effet, il posséde une action anti-radicalaire directe
sur la formation du radical hydroxyle. Il peut aussi s'opposer aux réactions non enzymatiques
catalysées par le fer (Réaction de Fenton) produisant le radical hydroxyle. De meme, le zinc
stabilise les membranes en se couplant aux groupes thiol et leur évite de réagir avec le fer. Il
maintient une concentration élevée en métallothionéines, riches en groupe SH, ce qui équivaut
a une fonction piégeur de radicaux libres (Seve and Favier, 2002).

2.6 Carence du zinc

Elle est retrouvée chez environ deux milliards de personnes : notamment, dans les
pays du tiers monde ou les céréales sont la principale source de nourriture. De plus, il n'est
pas facile de consommer la quantit¢ suffisante de zinc dans notre alimentation : nous
n'absorbons que 20 a 40 % de zinc dans les aliments (soit 8 a 10 mg par jour) et de
nombreuses associations interférent au niveau de l'absorption (calcium, phosphore, cuivre et
fer (Seve et Favier, 2002).

Les symptomes cliniques d’une carence en zinc consistent en une détérioration
généralisée d’un ensemble de fonctions liées aux rdles des différentes enzymes contenant du
zinc. Une carence en zinc réduit ainsi la capacité de défense immunitaire et de défense
oxydative des cellules par le dysfonctionnement progressif des activités enzymatiques de la
défense des hétérophiles ou neutrophiles et des macrophages (Seve and Favier, 2002 ;
Schelgel, 2010 ; Bilandzic et al, 2014).

2.7 Toxicité du zinc

Le zinc est également un ¢lément toxique lorsqu’il est administré a forte dose. La dose
Iétale est estimée a une concentration corporelle de 100 mg/Kg (Schelgel, 2010). En effet, La
consommation excessive du zinc (225 a 450 mg) provoque des douleurs abdominales, des
nausées, des vomissements, de la fievre et des vertiges, mais aussi, des troubles gastro-
intestinaux peuvent se manifester a des doses journaliéres de 50 a 150 mg de zinc. Ces
troubles sont plus fréquents quand le zinc est administré sous forme de sels, plutdt que sous
forme chélatée (Chappuis, 1991 ; Imoberdorf et al, 2010 ; McRae et al, 2016).En outre, la
prise chronique de 25 a 50 mg de zinc par jour peut réduire la résorption du cuivre (par un
effet antagoniste), mais aussi elle est a I’origine d’une augmentation de la fraction LDL-
Cholestérol et une diminution de la fraction HDL-Cholestérol, et compromet ainsi le systéme

immunitaire (Seboussi et al, 2004 ; Imoberdorf et al, 2010 ; Bilandzic et al, 2014).
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CHAPITRE IV : PHYTOTHERAPIE
1. Généralités sur la phytothérapie

L’ Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particuliérement riche
et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémique et appartenant a
plusieurs familles botaniques. L’utilisation des plantes pour la médication date de la
préhistoire, et revient a la mode depuis quelques années dans les pays occidentaux. Elle
constitue également un des fondements de la médecine populaire en Afrique et en Amérique
du Sud, dont la connaissance et [’utilisation thérapeutique, basées sur 1’analyse et
I’observation, s’appelle la phytothérapie (Damintoti, 2005 ; Delille, 2010).

Le mot phytothérapie provient du grec « phyton », qui signifie « plante » et
« therapein », qui signifie «soigner ». La phytothérapie correspond donc a 1’usage des
plantes médicinales en thérapeutique (Roy, 2004).

1.1 Utilisation des plantes médicinales

Dans la phytothérapie, la prise des plantes médicinales peut se faire sous différentes
formes avec conservation de leur différents principes actifs et ce, pour éviter toute
décomposition. Elle peut étre sous forme de gélules, comprimés, infusion, teintures
alcooliques, créme, pommades, extrait de plante brut ou sous d’autres formes comme des
lavements ou des applications sous forme de cataplasme (Larrey, 2005).

Pour éviter toute détérioration des principes actifs des plantes, un procédé récent a été
mis en place, c’est le cryobroyage qui consiste a broyer finement les plantes fraiches sous une
température basse (-196 °C) en utilisant I’ Azote liquide (Nelly, 2013).

1.2 Métabolites secondaires des plantes

On désigne par « métabolite secondaire » toutes molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, et qui ne participe
pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Chez les végétaux, ces
métabolites regroupent plusieurs dizaines de milliers de différentes molécules, rassemblées en
superfamilles chimiques telles que les composés aromatiques (polyphénols), les alcaloides, les
terpenes et stérols, les hétérosides et les huiles essentielles (Guignard et al, 1985; Bourgaud,
2013).

1.2.1 Les composés aromatiques (polyphénols)

La biosynthése d’un composé aromatique est un des processus fondamentaux de la

phytochimie ; Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,

caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
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moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al., 2003). Les polyphénols sont présents
dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits parmi les
composés aromatiques les plus importants, on distingue les flavonoides, les tanins, les
quinones et les bétalaines (Guignard et al, 1985, Bougandoura et Bendimerad, 2012).
a) Flavonoides

Les flavonoides sont des substances tres répandues chez les végétaux ; on les trouve
dissoutes dans les vacuoles a I’état d’hétérosides. Ces glucosides renforcent les parois des
capillaires et améliorent les échanges de 1’oxygéne entre le sang et les tissus (Dellile,
2010).Les flavonoides proviennent de ’addition de trois groupements en C, avec 1’acide p-
hydroxycinnamique, conduisant a deux noyaux benzéniques. Selon le degré d’oxydation de
cette chaine, on distingue un grand nombre de variétés de flavonoides (figure 11) tels que les

anthocyanes, les proanthocyanidoles, les flavonoles, les réténones et les rétinoides.
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Figure 11 : Différents types de flavonoides a partir du squelette flavane (Bruneton, 1999)

Les flavonoides possédent deux différents réles selon (Guignard, 1985) on distingue:

» Role physiologique : de nombreux flavonoides, en raison de leur richesse en groupe
phénol, sont capables de se fixer sur certaines protéines et enzymes, en modifiant
ainsi les équilibres enzymatiques ; ils interviendraient a différents stades de
développement, notamment lors de la germination.

» Role biologique : les flavonoides participent au processus de pollinisation et de

dispersion en donnant leurs couleurs aux fleurs et fruits; les flavonoides, qui
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impregnent le bois, ont des propriétés fongicides et insecticides, en protégeant 1’arbre

contre I’intrusion des champignons ou des insectes.

Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques
(Brown, 1998 ; Dacosta, 2003), comme les ions du fer (Fe’") et du cuivre (Cu’) qui sont
essentiels pour certaines fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la
production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyle d’hydrogene selon la réaction

suivante :

H,0, + Fe** (Cu") » 'OH + OH + Fe** (Cu®™)
b) Tanins

Les tanins sont des substances polyphénolique de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est li¢ a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da (Paris et Hurabielle, 1981).

On distingue deux types de tanins, les tanins hydrolysables ou tannoides (polymeéres
d’acide gallique) et les tanins vrais, non hydrolysables (polymeéres de certains flavonols).
Généralement, les tanins ont la propriét¢ de coaguler les protéines du derme, ils précipitent
¢galement les protéines de la salive, ce qui correspond a leur action astringente. Ils possedent
en outre des propriétés antiseptiques, antibiotiques, anti-inflammatoires, anti diarrhéiques,
hémostatiques et vasoconstrictrices (Guignard et al, 1985; Dellile, 2010).
¢) Quinones

Les quinones appartiennent aux benzoquinones, aux naphtoquinones et aux
anthraquinones, ils sont des composés irritant qui possédent un effet fréquemment répulsif,
c’est le cas des dérivés anthracéniques aux propriétés irritantes sur le tube digestif vis-a-vis
des herbivores (Guignard, 1985).

1.2.1 Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques azotés et basiques, exclusivement
d’origine végétale, dont la molécule renferme au moins un atome d’azote, le plus souvent
dans un hétérocycle (Figure 12). Tous les alcaloides ont plusieurs rdles pharmacologiques
notamment au niveau du systéme nerveux central, autonome et du systeme cardiovasculaire.
IlIs sont des hallucinogénes (morphine), anesthésiques locaux (cocaine), anti tumoraux et

antiparasitaires (Guignard et al, 1985 ; Ghestem et al., 2001 ; Dellile, 2010).
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G,

Hydrohydrastinine

(-)}-Mormphine

Ecteinascidine 743

{+)-Cularine (-)Lycorine

Figure 12 : Différents composés d’alcaloides (Mann et al., 1994)

1.2.2 Terpenes

Les terpénes sont des composés organiques lipidiques, dérivant de la polymérisation
de plusieurs molécules d’isoprénes; leur synthése a lieu au niveau du réticulum
endoplasmique. Selon (Guignard et al, 1985), on en distingue plusieurs types tels que: les
mono terpeénes (sesquiterpenes), les diterpénes, les triterpeénes (stéroides) et les tétraterpeénes :
généralement sous forme de caroténoides.
1.2.3 Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des composés volatiles, optiquement actifs, d’odeur
caractéristique, elles se forment dans un grand nombre de plante comme sous produit du
métabolisme secondaire. Elles sont synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes
aromatiques, et se trouvent dans différentes parties : dans les feuilles (basilic), dans les fleurs
(rose), dans le fruit (citron, orange), dans les graines (coriandre), dans 1’écorce (cannelle) et
dans les racines (ail) (Dellile, 2010 ; Saihi, 2011).
2. Artémisia campestris

L’Artemisia appartient a la famille des Astéracées, c’est 'un des genres le plus
répandus et le plus étudiés de cette famille, il comporte plusieurs centaines d’especes (400)
distribuées largement dans les pays de la région méditerranée, 1’Afrique du Nord et
I’Amérique du Sud, le Nord Ouest et le Sud Ouest Européen. La flore Algérienne contient
environ 13 espéces d’Artemisia y compris I’Artemisia campestris (Degouft) (Ghorab et al,
2013 ; Humara et al, 2014 ; Al-sanafi, 2015).

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia possédent des propriétés
thérapeutiques grace a leur richesse en flavonoides, tanins, coumarines, huiles essentielles,

stérols et terpenes ; elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais
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aussi dans D’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al., 2007 ; Kundan et
Anupam., 2010).
2.1 Habitat et présentation de la plante

Artemisia campestris est une plante qui pousse dans les hauts plateaux Algériens,
surtout dans les paturages semi-arides. Pour des besoins de recherche, nous 1’avons collectée
le mois de septembre 2011 dans la région de EI’Aouinette (Wilaya de Tébessa), sa partie
aérienne est nettoyée et séchée, puis laissée a 1’abri de la lumiére dans un endroit sec et aéré
jusqu’au moment de son utilisation.

Artemisia campestris aussi appelée Armoise rouge, est une plante vivace, a tige
couchée ou ascendante, pouvant atteindre 60 cm de hauteur. Ses feuilles sont glabres, d’un
vert foncé avec des rameaux rougeatres, a capitule conique ou ovale, elle est caractérisée par
une odeur agréable et une saveur amere due a sa forte composition de mono-terpénes

(Dellile, 2010).

4

2.2 Systématique botanique

Figure 13 : Photo d’Artemisia campestris station El-Aouinette (Tébessa).
Photos prise par Barkat, (2015)

Selon (Caratini, 1971), la plante Artemisia campestris est classée in :
Régne: Plantae

Sous régne: Tracheobionta

Embranchement: Spermatophyta

Sous embranchement: Magnoliophyta

Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris
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Classe: Magnoliopsida

Sous classe: Asteridae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Sous famille: Asteroideae

Genre: Artemisia

Espéce: Artemisia campestris

Nom arabe : Degoufte, Tgouft, Alala, Tagoug, Chaal
Nom francais : Armoise champétre, Armoise des champs, Armoise rouge
Nom Anglais: Field Sagenort, Sagewort, wormwood
2.3 Composition chimique

De nombreuses ¢tudes chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia
campestris est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les
tanins, les huiles essentielles (Juteau et al., 2002).

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré,
ainsi que selon la phase de développement de la plante. L’huile essentielle est analysée par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS) (Bruneton,
1999 ; Jerkovic et al ., 2003). D’aprés Ghorab et al (2013) les constituants les plus abondants
d’Artemisia campstris récolté d’une région de I’Algérie sont (16.47% p myrcene, 8.15%g
cymen, 14.18% & pinene, 12.61% transgocimene et 5.85% camphore), ces constituants
représentent plus de 40 % de I’huile totale.

Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)
(Valant et al., 2003).

2.4 Propriétés thérapeutiques

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle, dont la partie aérienne posséde des propriétés thérapeutiques et
pharmacologiques & savoir: antispasmodique, antihémorragique, cicatrisante, acaricide,
antivenimeuse, hypoglycémiante, anti-inflammatoire, antibactérienne et dans le traitement de
I’obésité par diminution du taux de cholestérol (Ghorab et al, 2013 ; Al-snafi, 2015 ; Asmaa et
al, 2015). Dans le Nord Ouest Européen, cette espéce végétale est utilisée comme ingrédient
important dans les boissons alcoolisées ainsi que dans les boissons ameres. Elle est également

utilisée en parfumerie et dans une gamme d’applications alimentaires (Saihi, 2011).
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2.5 Activités biologiques
2.5.1 Activité antioxydante

La partie aérienne d’Artemisia campestris posséde des activités antioxydantes
significatives en inhibant la production de I’anion superoxyde, I’hydroxyle, ainsi que la
peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

Dans une étude faite par Akrout et al., (2011), qui ont étudié ’activité antioxydante de
trois extraits de la partie aérienne d’Artemisia campestris (huile essentielle, extrait aqueux,
extrait éthanolique 50%) en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de DPPH, la
technique du [-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6
sulphonic acid), ils ont trouvé que ’huile d’Artemisia campestris posséde une faible activité
antioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent une activité antioxydante
importante en comparaison a celle de I’huile essentielle.

2.5.2 Activité hypoglycémiante

Artemisia campestris posseéde des propriétés hypoglycémiantes, selon Séfi et al (2010)
I’extrait aqueux d’Artemisia campestris d’une part, diminue le taux de glucose dans le plasma
des rats chez lesquels le diabéte est induit par 1’alloxane monohydrate et d’autre part
augmente le niveau de I’insuline, ce qui peut prévenir les complications du diabéte.

2.5.3 Activité antibactérienne

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuse infection, elle possede des propriétés antibactérienne et antifongique. Selon Naili
et al (2010), I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia
campestris est plus efficace contre les bactéries gram positif (Staphylococcus aureus) que les
bactéries gram négatif (Escherichia coli).

D’apres Akrout et al (2007) I’huile essentielle d'Artemisia campestris est moins active
pour l'ensemble des bactéries, en comparaison a celle de I’extrait aqueux et organique.Par
contre, dans I’étude de Bensassi et al (2007) les résultats montrent que I’extrait d’acétone est
le seul qui confirme une action inhibitrice contre trois types de bactéries: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophiticus et Staphylococcus aureus comparativement aux
autres extraits (méthanol, acétate éthyle, chloroforme).

En outre Artemisia campestris posseéde des propriétés antifongiques, Kyeong et ses
collaborateurs (2007) ont étudiés 1’effet antifongique de I’extrait aqueux des racines
d’Artemisia campestris sur des champignons de mycorhize, les résultats obtenus montrent que

I’extrait aqueux possede un potentiel antifongique.
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CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES
1. Etude phytochimique
1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitu¢ de I’extrait aqueux de 1’Artemisia campestris
(AC), cette dernicre a été récoltée pendant la période de sa floraison (septembre 2011) de la
région d’El-Aouinette (Wilaya de Tébessa). Une quantité de la plante submentionnée est
nettoyée puis séchée a I’air libre a I’abri de la lumiére pendant 20 jours.
1.2 Préparation de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris

La drogue (5 g) est infusée dans 1 litre d’eau bouillante pendant 15-20 min, aprés
refroidissement, I’extrait aqueux est récupéré, dans un premier temps, apres filtration a 1’aide
d’un papier filtre. Ensuite,le mélange est éliminé du filtrat par lyophilisation, permettant ainsi
d’obtenir un résidu caractéris€ par une couleur verdatre.Lequel est ensuite conservé par
congélation (-4°C) jusqu’au moment de 1’analyse phytochimique.
1.3 Screening des composés phénolique d’Artemisiacampestris
1.3.1 Mise en évidence des flavonoides

La présence des flavonoides est qualitativement déterminéedans le but d’obtenir une
couleur rose orangée ou violacée. En effet, on ajoute a Smg de résidu, 5Sml d’acide
chlorhydrique dilué deux fois (1 ml HCI concentré + 4 ml d’EtOH) et deux ou trois copeaux
de Magnésium.
1.3.2 Mise en évidence des tanins

A 5 mg de résidu, on ajoute 15 ml de réactif de stéasny, ensuite le mélange est chauffé

au bain marie 80°C pendant 30 min. L’apparition d’un précipité gros flocon indique la
présence des tanins cathéchiques. Dans un deuxiéme temps, en ce qui concerne les tanins
galliques a 5 mg de résidu, on ajoute goutte a goutte 1 ml d’une solution de chlorure férrique
(FeCls) ; I’apparition d’une coloration bleue noire intense confirme 1’analyse.
1.3.3 Mise en évidence des stérols et terpénes

A5 mg de résidu, on ajoute successivement 1 ml d’acide acétique (CH;COOH) et 0.5
ml d’acide sulfurique concentré (H,SO4). La présence des stérols et des terpenes est indiquée
par I’apparition d’un anneau pourpre ou marron, devenant gris par la suite.
1.3.4 Mise en évidence des cardénolides

A 5 mg de résidu, on ajoute 1.5 ml d’acide acétique (CH;COOH) et quelques gouttes
d’une solution de chlorure ferrique (FeCls), plus 0.5 ml d’acidesulfurique (H,SOy).

L’apparition d’une coloration verte bleue indique la présence des cardénolides.
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1.3.5 Mise en évidence des saponosides

Dans un tube a essai, on ajoute a 2mg de résidu, Iml d’H,O. On agite fortement le
tube avec le contenue dans le sens horizontale pendant 15secondes. L’apparition d’une
mousse persistante, pendant 15minutes, indique la présence des saponosides.
1.4 Détermination quantitative des composés phénolique d’Artemisia campestris
1.4.1 Dosage des polyphénols totaux
a. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Chen (2008),
utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier, est constitu¢ par un mélange
d’acidephosphotungstique (H;PW,049) et phosphomolibdique (H3PMo01,049), il est réduit par
les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO»3),
(Ribéreau-Gayon et al., 1972). Ce dernier est ainsi réduit par 1’oxydation des phénols en un
composé bleu.
b. Mode opératoire

Dans une série de tubes a hémolyse contenant 100ul de I’extrait aqueux, on ajoute
750ul de la solution de réactif de FolinCiocalteu dilué¢ (x10), par la suite le contenu est agité
vigoureusement et incubé a 1’obscurité pendant 5 min, puis on ajoute 750ul d’une solution de
bicarbonate de sodium (Na,CO; : 60g/1), le mélange est ensuite incubé pour une deuxiéme
fois a ’obscurité pendant 90 min a 22°C. Les absorbances a 725 nm ont été enregistrées.
c. Calcul de concentration

La teneur en polyphénols totaux est calculée selon I’équation de la courbe
d’étalonnage de 1’acide gallique (0.2 mg/ml). Le résultat obtenu est exprimé en
milligrammeéquivalent d’acide gallique par gramme d’extrait aqueux (mg GAE/g extrait)

(Figure 14).

y =7,497x
1 4 R2=0,995

Absorbance 725 nm

0 0,05 0,1 0,1t

Figure 14 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (0.2mg/ml)
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1.4.2 Dosage des flavonoides totaux
a. Principe

Le dosage des flavonoides totaux est réalisé¢ selon la méthode décrite par Djeridane et
al, (20006). II est basé sur la formation d’un complexe Aluminium-flavonoide a 1’aide d’un test
colorimétrique utilisant le trichlorure d’aluminium AlCl;.
b. Mode opératoire

A chaque 1 ml de I’extrait aqueux de la plante (1mg/ml), on ajoute 1 ml d’AlCl13(2%),
le contenu est ensuite agité vigoureusement, puis incubé a 1’obscurité¢ pendant 10-15 min.
L’absorbance de la réaction est mesurée par spectrophotomeétre a 430 nm.
c. Calcul de la concentration

La teneur en flavonoides totaux est calculée a partir de 1’équation de la courbe
d’¢étalonnage de quercétine (0.1 mg/ml). Le résultat est exprimé en milligramme équivalent

quercétine par gramme de 1’extrait aqueux (QE/g extrait) (Figure 15).

0,5 -
0,45 - y =4,303x + 0,021 *
0,4 - R?=0,982
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

0 T T 1

0 0,05 0,1 0,15

Absorbance a 430

concentration de la quercétine (mg/ml)

Figure 15:Courbe d'étalonnage de la quercétine (0.1mg/ml).

1.4.3 Dosage des tanins condensés
a. Principe

Le dosage des tanins condensésest effectué selon la méthode de Julkunen-Tiitto
(1985), il est basé sur la réaction entre la vanilline et les composés flavonols libres, donnant
une coloration rouge.
b. Mode opératoire

Dans une série de tubes a hémolyse contenant 50ul de ’extrait aqueux, on ajoute 3 ml

de la solution vanilline (4%) préalablement préparée par le méthanol ; ensuite on ajoute
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100ul d’HCI concentré. Les tubes sont ensuite incubés a I’obscurité a température ambiante
pendant 20min. Les absorbances a 500 nm ont été enregistrées.
c. Calcul de la concentration

La teneur en tanins est calculée a partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage de
catéchine. Le résultat obtenu est exprimé en milligramme €quivalent de catéchine par gramme

d’extrait aqueux (CE/g extrait) (Figure 16).

1,2 +
y =3,300x + 0,001
€ 1 4 R?=0,988
=
80,8 -
n
80,6 -
S
30,4 .
8
<0,2 -
O T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Concentration de la cathéchine (mg/ml)

Figure 16 : Courbe d'étalonnage de la catéchine (0.3mg/ml).

1.5 . Evaluation de P’activité antiradicalaire
1.5.1 Testde DPPH
a. Principe
Le potentiel antiradicalaire est déterminé selon la méthode de Blois (1958), utilisant le
2.2-diphényl-1-picryl-Hydrazyl (DPPH), il est basé sur la réduction de ce dernier par un

antioxydant formant un nouveau composé de coloration jaune (Figure 17).

| ;
+ Antiexvdant-OH T I + Antioxyvdant-0

- ]

NO.

DPPH iviolet) DPPHH jaane)

Figure 17 : Réaction de réduction de DPPH.
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b. Mode opératoire

La solution de DPPH" a 60 uM (2.36 mg dans 100 ml de 1’éthanol absolu) est préparée
a ’avance (au moins 1-2 heures) car la solubilisation est difficile et ne se conserve pas plus
que 4-5 jours a -5°C et a I’obscurité.Des volumes de 0.5 ml de la solution a tester (a
différentes concentrations : 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1) ont été mélangés avec la solution du
DPPH’ (0.5 ml; absorbance de 0.68 + 0.03 a 515 nm). Le mélange réactionnel est
vigoureusement agité pendant 10 secondes. Le contenu est ensuite transféré dans des cuves de
2 ml et puis incubédans la cavité du spectrophotométre pendant 30 min. A des intervalles de
temps réguliers, les absorbances a 520 nm ont ét¢ enregistrées contre le blanc éthanol sur un
spectrophotomeétre UV-VIS Bueco S-22.
c. Calcul du potentiel antiradicalaire

Le potentiel anti-radicalaire est déterminé la formule ci-aprés en tenant compte de
I’IC50 qui représente la concentration de 1’extrait aqueux qui exerce 50% d’inhibition des
radicaux libres (DPPH).

Do essai
PI=1- (

95 ) x100
DOT 100%) x

1.5.2 Testde ’ABTS
a. principe

En réagissant avec le persulfate de potassium (K;,S,0s), I'ABTS (acide 2,2'-azino-bis
(3éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)) forme le radical ABTS"+, de couleur bleue a verte.
L'ajout d'antioxydant va réduire ce radical et provoquer la décoloration du mélange. La
décoloration du radical, mesurée par spectrophotométriec a 734 nm, est proportionnelle a la
concentration en antioxydant.
b. Mode opératoire

Des volumes de 10ul de la solution a tester (a différentes concentrations : 0.625,
0.125, 0.25, 0.5, 1) ont ét¢ mélangés avec la solution de ’ABTS (990ul, absorbance de 0.8 +
0.03 a 734 nm). Le mélange réactionnel est vigoureusement agité pendant 10 secondes. Le
contenu est ensuite transféré dans des cuves de 2 ml et puis incubé dans la cavité¢ du
spectrophotomeétre pendant 10 min. A des intervalles de temps réguliers, les absorbances a
723 nm ont été enregistrées contre le blanc éthanol sur un spectrophotométre UV-VIS Bueco

S-22.
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1.6 Extraction des huiles essentielles
a. Principe

L’hydrodistillation d’Artemisia campestris a été accomplie a 1’aide d’un dispositif de
type Clevenger (Figure 18). Ce systéme permet d'effectuer des prélévements horaires sur les
phases aqueuse et organique, destinés aux mesures de la cinétique d'hydrodistillation.
b. Mode opératoire

50 g de matiere végétale sont placés dans 500 ml d’eau, le tout est chauffé pendant 4 h
jusqu’a DI’ébullition. La vapeur condensée obtenue conduit a une phase organique (huile
essentielle) qui est séparée de 1’hydrolat par décantation et a laquelle on ajoute du sulfate de
magnésium (MgSQO4) pour éliminer les traces d’eau. La quantité d’essence obtenue est pesée
pour le calcul du rendement :
c. Calcul de rendement

Le rendement d’une  huile
essentielle est défini comme étant le
rapport entre la masse d’huile essentielle
obtenue et la masse de la matic¢re végétale
utilisée. Le pourcentage du rendement est

calculé a partir de la formule suivante :

PHE
R% =

0,
pagy 100 (%)

Figure 18 : Hydrodistillateur de type Clevenger

R : Rendement (%)
PHE : poids des huiles essentielles (g)
PMYV : poids de matiere végétale (g)
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2. Matériel biologique

Dans notre expérimentation (mois de décembre 2011), nous avons utilisé 42 rats

blancs males de type Rattus rattus de la souche Wistar provenant de 1’Institut Pasteur (centre

d’¢levage d’El-Kouba, Alger), et ayant des poids corporels entre 270 g et 290 g.

Dés leur arrivé, les rats sont séparés dans des cages de polyéthyléne tapissées d’une

litiere constituée de copeau de bois. Les cages sont nettoyées et la litiere est changée tout les

deux jours jusqu'a la fin de I’expérimentation. Les rats sont soumis a une période d’adaptation

de deux semaines aux conditions de I’animalerie, a une température voisine de 25°C et une

photopériode naturelle. Ils sontnourris avec un concentré équilibré (ONAB-EI KseurBéjaia)

dont la composition est indiquée dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Composition de I’alimentation pour 1 Kg d’aliment (ONAB)

Matiere alimentaire Quantité en g/Kg d’aliment Pourcentage (%)

Mais 620 62

Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
vitamines 10 1.0

2.1 Traitement des rats

2.1.1 Expérimentation 1

Dans la premicre expérimentation, les rats sont répartis en 4 groupes de 7 rats chacun, il s’agit

de:

» Lot 1 (T) : Témoin sain, les rats recoivent 1 ml de I’huile de mais par gavage chaque

jour pendant une durée 28 jours.

» Lot 2 (MD) : Les rats recoivent par gavage 1ml de méthidathion préalablement préparé

avec I’huile de mais, a raison de 5 mg/Kg de poids corporel chaque jour pendant une

durée de 28 jours ; cette dose qui représente le 1/15 de la dose 1étale, et a été choisie

selon les résultats des travaux de Sutcu et al.,(2006) et de Giiney et al., (2007).

» Lot 3 (Set+Zn) : Les rats regoivent du Sélénium sous forme de sélénite de sodium

(NazSeOs3) administré par voie orale dans 1’alimentation a raison de 1,5 mg/Kg de poids

corporel (Goel et al., 2005; Ben Amara et al., 2011), et par le Zinc (ZnSO4, 7H,0)
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administré par voie orale dans 1’eau de boisson a raison de 0.227 g/l (Mansour and
Mossa, 2009).
»> Lot 4 (MD+Se+Zn): Les rats regoivent par gavage 1 ml de Méthidathion avec la
méme dose que celle du groupe 2 avec la supplémentation quotidienne de sélénite de
sodium et du zinc avec les mémes doses précédemment déterminées.
2.1.2 Expérimentation 2

Dans la deuxiéme expérimentation, les rats sont répartis en 4 groupes de 7 rats
chacun.Les 1 et 2°™ groupessont d’abord prétraités avec un régime standard tous les jours et
pendant un mois, par contre, les 3™ et 4™ groupes ont recu 5g/l d’extrait aqueux
d’Artemisia campestris. Aprés 30 jours, les 4 groupes ont poursuivi le traitement ci-apres :

» Lot 1 (T) : Témoin sain, les rats recoivent 1 ml de I’huile de mais par gavage chaque
jour pendant une durée de 28 jours.

» Lot 2 (MD): Les rats recoivent par gavage 1 ml de méthidathion préalablement
préparé avec I’huile de mais, a raison de 5 mg/Kg de poids corporel chaque jour
pendant une durée de 28 jours ; cette dose, qui représente le 1/15 de la dose 1étale,est
choisi selon les résultats des travaux de Sutcu et al.,(2006) et de Giiney et al., (2007).

» Lot 3 (AC) : les rats recoivent par voie orale 1’extrait aqueux d’Artemisia campestris a
raison de 5 g/l chaque jour pendant 28 jours ; cette dose est choisi selon les résultats
des travaux de Saoudi et al.,(2010) et de Séfi et al., (2011).

» Lot 4 (MD+AC) : les rats recoivent par gavage 1 ml avec la méme dose que celle du
groupe 2, avec la supplémentation quotidienne de 1’extrait aqueux d’Artemisia
campestris (5g/1).

2.2 Sacrifice des rats et prélévement des échantillons
2.2.1 Prélévement sanguin
Apres 28 jours de traitement, les rats sont sacrifiés par décapitation, le sang est
immédiatement recueilli dans trois tubes étiquetés :
» Les tubes a EDTA serviront pour la détermination de la formule de numération
sanguine (FNS).
» Les tubes secs sont centrifugés a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, afin de
récupérer le sérum, qui sera conservé a -18°C pour doser les parametres biochimiques
(urée, créatinine, cholestérol, triglycérides, lipides totaux, bilirubine totale et directe,

phosphatase alcaline, transaminase ASAT/ALAT, lactate déshydrogénase et le fer

sérique).
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» Les tubes héparinés sont centrifugés a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, afin de
récupérer le plasma qui sera conservé a -18°C pour doser les hormones (T3, T4, et la
Testostérone).
2.2.2 Prélévement des organes

Une dissection abdominale longitudinale est effectuée pour le prélévement des
différents organes (foie, reins, cerveau et testicules). Une fois débarrassés de leurs tissus
adipeux, les organes sont rincés avec une solution de chlorure de sodium (NaCl a 0,9%) puis
pesés. Un fragment de foie et de rein de chaque groupe de rat sont séparément fixés dans le
bouin alcoolique afin de réaliser des coupes histologiques, le reste des organes sont conservés
au congélateur a -20°C pour le dosage des parametres du stress oxydant (GSH, MDA, GPx,
GST, CAT).

Les figures 19 et 20 ci-apres, illustrent les différentes étapes des protocoles

expérimentaux réalisés dans les deux expérimentations.
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Figure 19 : Schéma récapitulatif de la premiére expérimentation
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Figure 20 : Schéma récapitulatif de la deuxieme expérimentation
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3 Techniques de dosages
3.1 Détermination de la formule de numération sanguine (FNS)

La formule de numération sanguine (FNS) est réalisée par un automate de type
« Selectra E », les paramétres ainsi déterminés sont : globule rouge (GR), globule blanc (GB),
hémoglobine (Hb), hématocrite (HT), plaquettes (PLT), lymphocytes (LY, monocytes (MO),
volume globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (CCMH).
3.2 Dosage des paramétres biochimiques

Tous les dosages des parametres plasmatiques sont effectués selon les fiches techniques

spécifiques a chaque parametre a I’aide d’un Kit provenant de Spinreact.
3.2.1 Dosage de glucose
» Principe

Le glucose est transformé par le glucose oxydase en acide gluconique avec libération
du peroxyde d’hydrogeéne H,O, qui réagit sous I’action d’une peroxydase avec le phénol et le
4-aminophénasone pour former la quinone qui est un complexe coloré en rose. L’intensité de
la coloration est proportionnelle a la concentration du glucose dans 1’échantillon (Kaplan,

1984 ;Trinder, 1969).

GOD
B-D- Glucose + O, + H,O ———— Acide gluconique + H,O,

2 H,0,+ phénol + 4- aminophénazone ﬂ, Quinone + 4 H,0

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10
H,O0 distillé (ul) 10 - -

M¢élanger, incuber pendant 10 minutes a 37°C, ou 15 a 20 minutes a une température
ambiante. Lire les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505

nm. La coloration finale est stable au moins 30 minutes.
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> Calcul de la concentration

(A)Echantillon

Glucose (g/l)= DEtaton 100 mg/dl (concentration de I'étalon)

3.2.2 Dosage de la bilirubine totale ou directe
» principe
La bilirubine est définie comme la quantit¢ de pigment biliaire dans le plasma

réagissant avec 1’acidesulfaniliquediazoté a pH acide pour produire 1’azobilirubine selon les

reactionssuivantes:
. - Lo . Réaction . - . .
Acide sulfanilique + Nitrite de sodium __— jAcide sulfaniliquediazoté
Chimique
Acide sulfaniliquediazoté + Bilirubine __"-2-"°" _ Azobilirubine
de couplage

Cette analyse est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine conjuguée), par
contre avec la bilirubine totale (bilirubine non conjuguée), elle est indirecte et nécessite la
solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO) (En absence de DMSO, seule la bilirubine
directe réagit). L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la concentration de la
bilirubine dans I’échantillon (Kaplan et al., 1984).

» Mode opératoire

Réactif Blanc Blanc T Blanc Blanc D

R1 (ml) - - 1.5 1.5

R2 (ml) 1.5 1.5 - -

R3 (ul) - 50 - 50
Echantillon (ul) 100 100 100 100
H,O distillé (pl) 50 - 50 -

M¢élanger et lire la densité optique apreés 5 minutes d’incubation a une longueur d’onde de
555nm.

> Calcul de la concentration

Bilirubine plasmatique (mg/l) =[(A) échantillon- (A) blanc]x facteur B J
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3.2.3 Dosage du cholestérol
» Principe
Le cholestérol plasmatique est I’un des principaux lipides sanguins, Le cholestérol

estérase hydrolyse les esters du cholestérol. Le cholestérol libéré est oxydé par le cholestérol

oxydase en 4-cholesténone avec formation du H,O,. Ce dernier réagit avec le phénol et le 4-

Aminophénazone pour donner, sous I’action d’une peroxydase, du quinonéimine rosatre.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans

1’échantillon (Meiattini et al., 1978; Naito et al., 1984).

Esters de cholestérol + H,O—CHO __ Cholestérol + Acides gras
CHOD

Cholestérol + O, 4-Cholésténone + H,0,

2 H,0; + Phénol + 4- Aminophénazone_ POD __, Quinonéimine + 4 H,0

» Réactif du travail : dissoudre le contenu de réactif 2 (enzymes) dans un flacon de réactif
1 (tampon). Le réactif de travail est stable 4 mois a 2-8°C.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10
H,O0 distillé (pl) 10 - -

Me¢élanger et incuber pendant 10 minutes a la température ambiante et lire 1’absorbance
de I’échantillon et de I’étalon a 505 nm contre le blanc. La coloration est stable pendant 60
minutes.

> Calcul de la concentration

(A)Echantillon

Cholestérol (g/) = ST x200 mg/dl (concentration de 1’étalon) J
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3.2.4 Dosage des triglycérides

L’hydrolyse des triglycérides dépend de I’action de lipoprotéinlipase (LDL), libérant
ainsi le glycérol et des acides gras. Le glycérol, sous I’effet du glycérol kinase et ’ATP,
forme ’adenosine-5-diphosphate (ADP) et le glycérol-3-phosphate (G3P) qui est converti en
dihydroxyacétone phosphate (DAP) et H,0O, sous 1’action du glycérol phosphate
déshydrogénase (GPO).Dans la réaction finale, le H>O, libéré réagit avec 4-aminophenazone
(4-AP) et le p-chlorophénol pour donner, sous 1’action d’une peroxydase (POD), de la
quinone qui est un complexe coloré en rose. L’intensité de la coloration est proportionnelle a
la concentration des triglycérides dans I’échantillon (Buccolo et al., 1973; Fossati et al., 1982;

Kaplan et al., 1984).

LPL
Triglycérides + HHO — 5 Glycérol + Acide gras libre

Glycérol + ATp _Glycérolkinase _ 3p | App

G3P +0, GPO , DAP +H,0,
H,0, + 4-AP+ P- Chlorophénol __POP_ _ Quinone + H,0

» Réactif du travail : dissoudre le contenu de réactif 2 (enzymes) dans un flacon de réactif
1 (tampon). Le réactif de travail est stable 6 semaines a 2-8°C.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillo
n
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10
H,O distillé (ul) 10 - -

M¢élanger et incuber pendant 5 minutes a la température ambiante et lire 1’absorbance de
I’échantillon et de I’étalon a 505 nm contre le blanc. La coloration est stable pendant 30
minutes.

> Calcul de la concentration

(A)Echantillon

Triglycérides (g/l) = ) Etalon x200 mg/dl (concentration de 1’étalon) J
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3.2.5 Détermination de I'activité alanine aminotransférase (ALAT/TGP, EC 2.6.1.2)
» Principe

L’alanine aminotransférase (ALAT), appelée aussi glutamate pyruvate transaminase
(TGP), catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de l'alanine au a-
cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par

le lactate déshydrogénase(LDH) et le NADH selon la réaction suivante :

Alanine +a-Cétoglutarate AT, Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH, H———#actate + NAD + ALT

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

de I’alanine aminotransférase présente dans I’échantillon (Murray, 1984).

» Réactif de travail : faire dissoudre un comprimé du réactif R2 dans une fiole du réactif
R1. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C.

» Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (pl) 100

M¢élanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire I’absorbance initiale a
340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des absorbances par
minutes (A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs.

> Calcul de la concentration

Activité ALAT (U/L) = AA /min x 1750 J

3.2.6 Détermination de l'activité aspartate aminotransférase (ASAT/TGO, E2.6.1.1)

» Principe

L’Aspartate aminotransférase (ASAT), appelée aussi I’oxaloacétate de glutamate
transaminase (GOT), catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’aspartate
au o-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L.’oxaloacétate est réduit au malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H (Murray, 1984) selon la réaction

suivante :
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Aspartate + a-Cétoglutarate AST » Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH,H" MDH Malate + NAD"

» Réactif de travail : faire dissoudre un comprimé du réactif R2 dans une fiole du réactif
R1. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C.

» Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (ul) 100

M¢élanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 nm 1’absorbance initiale et démarrer
le chronométre simultanément. Lire a nouveau aprés 1, 2 et 3 minutes.

> Calcul de la concentration

Activité ASAT (U/L) = ADO/min x 1750 J

3.2.7 Détermination de l'activité lactate déshydrogénase (LDH, EC 1.1.1.27)
» Principe
Le lactate déshydrogénase catalyse la réduction du pyruvate par le NADH (Pesce,

1984), sclon la réaction suivante :

Pyruvate + NADH + H" _ LDH _ | jactate + NAD+

Le taux de la diminution de la concentration de NADPH est proportionnel a la
concentration catalytique de LDH présent dans 1’échantillon.
» Réactif de travail : faire dissoudre un comprimé du réactif R2 dans une fiole du réactif
R1. Ce réactif est stable 2 jours a 2-8°C.

» Mode opératoire

Température 37°C
Réactif de travail (ml) 3.0
Echantillon (ul) 50
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M¢élanger et laisser 1 minute. Lire 1’absorbance a 340 nm avec trois répétitions chaque
minute d’incubation pour déterminer la moyenne A DO/min.

> Calcul de la concentration

Activité LDH (U/L) = AA/ min x9690 J

3.2.8 Détermination de l'activité phosphatase alcaline (PAL, EC 3.1.3.1)
» Principe

La phosphatase alcaline catalyse I’hydrolyse du p-Nitrophénylphosphate a pH 10.4 en
phosphate et p-nitrophénol (composé jaune) (Wenger et al., 1984; Rosalki et al., 1993)selon la

réaction suivante :

PAL
p-Nitrophénylphosphate + H,0 » Phosphate + p-nitrophénol

» Réactif de travail : faire dissoudre un comprimé du réactif R2 dans une fiole du réactif
R1. Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C.

» Mode opératoire
Réactif de travail (ml) 1.2

Echantillon (ul) 20

Me¢élanger, incuber pendant une minute. Lire a 405 nm ’absorbance initiale et démarrer
le chronométre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

> Calcul de la concentration

Activité phosphatase alcaline (U/L) = AA /min x 3300 J

3.2.9 Dosage de la créatinine plasmatique
» Principe

Le dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium, c’est la
réaction de JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe
coloré, mesuré¢ dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en

créatinine dans 1’échantillon (Murray, 1984).
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» Réactif de travail : mélanger des volumes égaux du réactif R1 et du réactif R2. Le réactif
de travail est stable 10 jours a 15-20°C.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 100 -
Echantillon (ul) - - 100
H,O distillé (ul) 100 - -

Me¢élanger, déclencher le chronométre. Lire a 492 nm la densité optique (DO1) apres 30
secondes et la densité optique (DO2) apres 90 secondes.

> Calcul de la concentration

AA Echantillon—AA Blanc

Creatinine (mg/I)_ AA Etalon— AA Blanc

x 2 mg/dl (concentration de I’étalon) J

3.2.10 Dosage de I’urée
» Principe

L’urée est hydrolysée sous 1’action de I’uréase en ammoniaque (NHs) et dioxyde de
carbone (CO,). Les ions d’ammoniaques formés réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite
de sodium (NaCOlI) en présence de nitroprusside pour donner un complexe coloré en vert,

I’intensité de couleur est proportionnelle a la concentration de I'urée dans le plasma

(Fawcett et al., 1960 ; Tabacco et al., 1979; Kaplan, 1984).

Uréase
Urée + H,O » 2 NH, + CO,

» Réactif de travail : faire dissoudre un comprimé du réactif R3 dans un flacon du réactif
R1. Ce réactif est stable un mois a 2-8°C.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10
H,O0 distillé (ul) 10 - -

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le
Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris



ETUDE EXPERIMENTALE CHAPITRE I: MATERIEL ET METHODES

Mixer et incuber 5 minutes a 37 °C ou 10 minutes a la température ambiante (15-25°C). Lire
les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 340 nm. La coloration

finale est stable au moins 30 minutes.

Réactif Blanc Etalon Echantillon
R2 (ml) 1.0 1.0 1.0

> Calcul de la concentration

(A)Echantillon

Urée (g/|)= (A)Etalon

x 50 mg/dl (concentration de I'étalon) J

3.2.11 Dosage du Fer
» principe
Dans un milieu acide, le fer est dissocié du complexe fer-transferrine. Le fer libre est

réduit sous sa forme bivalente (ions ferreux) sous 1’action de 1’acide ascorbique. Les ions
ferreux donnent un complexe coloré en réagissant avec la ferrozine (Itano, 1984;Perrota et al.,

1984).

Acide ascorbique

Transférrine (Fe*"), + e »2 Fe’'+ transférinne

Ferrozine
Fe2+

»complexe coloré

> Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R1 (Tampon) Acétate pH 4.9 100 mmol/l
R2 (Réducteur) Acide ascorbique 99.7 %
R3 (Solution chromogene) Ferrozine 40 mmol/l
étalon Fer 100pg/1

Réactif du travail : faire dissoudre le contenu du tube du réactif R2 dans le flacon du réactif

R1. Le mélange est stable trois mois a 2-8°C.
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» Mode opératoire

Réactifs Réactif de Echantillon
travail Blanc Etalon Blanc Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0
R3 (gouttes) 1 1 - -
H,O distillé (pul) 200 - - -
Etalon (ul) - 200 - -
Echantillon (pl) - - 200 200

On mélange et on incube cinq minutes a 37 °C, puis on mesure I’absorbance a 562 nm.

» Calcul de la concentration

(A)Echantillon—(A)Blan
(A)Etalon

Fer (ng/l)= x 100 pg/dl (concentration de I'étalon) J

3.3 Exploration de la fonction thyroidienne et testiculaire

Le dosage de la triiodothyronine (T3), de la thyroxine (T4) et de la Testostérone est
effectué¢ a I’aide d’un automate de type « Ellexys 2010 ».
3.4 Dosage des paramétres du stress oxydatif
3.4.1 Préparation de ’homogénat

Un gramme de chaque organe étudié, des rats des différents groupes expérimentaux,

est broyé et homogénéisé dans 2ml du tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4) a
I’aide d’un homogénéisateur (Ultra-Turax), puis centrifugé a 9000tours /min a 4°C pendant 15
min. Le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs et conservé a -20°C en
attendant d’effectuer les dosages des parametres de stress oxydatif.
3.4.2 Dosage des protéines
» Principe
Le dosage des protéinesest déterminé selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise le Bleu
Brillant de Coomassie G250 (BBC) comme réactif et 1’albumine de sérum de beeuf (BSA)
comme standard. Le BBC réagit avec les groupements amines (-NH,) des protéines pour
former un complexe de couleur bleue. L’apparition de cette couleur refléte le degré
d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des protéines qui est mesurée

spectrophotométriquement a 595nm.
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» Mode opératoire
v" Prélever 0.1 ml de ’homogénat ;
v Ajouter 5 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G250), comme réactif ;
v Agiter et laisser le mélange a une température ambiante pendant 5 minutes pour la
stabilisation de la couleur ;
v" Mesurer ’absorbance de 1’échantillon a 595nm contre le blanc contenant 1’cau
distillée a la place de I’homogénat.
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme ¢étalon
d’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions que celles

présentées dans la Figure 21.

00,38 -
[a]
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 : : . : : .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1  BSA([ing)

y =0,690x
R?=0,988

Figure 21 : Gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.

3.4.3 Détermination du taux de malondialdéhyde (MDA)
» Principe
Le dosage de la malondialdéhyde (MDA) est réalisé selon la méthode de Buege

et Aust(1984). Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu
acide et a chaud (80°C) avec 1’acidethiobarbiturique. La réaction entraine la formation
d’uncomplexe de couleur rose entre deux molécules d’acidethiobarbiturique qui peut étre
donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

» Mode opératoire

v" Prélever 375 ul de ’homogénat (surnageant) ;
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Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4)
Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;

Vortexer et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 minutes a 4°C ;

v

v

v

v' Prélever 400 pl du surnageant ;

v' Ajouter 80 ul du HCI (0.6 M) ;

v Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) ;

v' Meélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10

minutes ;

v Lire les densités optiques a 530 nm contre le blanc réactif

» Calcul de la concentration
On calcule la concentration de MDA exprimée en nanomoles par milligramme

de protéines (nmol/mg prot) selon 1’équationsuivante:

MDA ( \ téines) DO x 106
nmol/mg protéines)=———
gp ExLxXxFd

C : Concentration en nmol/mg de protéines.
DO : Densité optique lue a 530 nm.
E : Coefficient d’extinction molaire du MDA E = 1.56 105 M-1 cm-1.
L : Longueur du trajet optique,L = 0.779 cm.
X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).
Fd: Facteur de dilution, Fd = 0.2083
3.4.4 Détermination du taux du glutathion réduit (GSH)
» principe
Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé¢ selon la méthode d’Ellman, (1959) et
revisit¢ par Jollow et al. (1974). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de
I’absorbance optique de I’acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de 1’acide
5-5dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion.
» Mode opératoire
v' Prélever 0.8 ml de I’homogénat ;
v Ajouter 0.2 ml de la solution d’acidesulfosalicylique (0.25%) et laisser pendant
15 minutes dans un bain de glace ;
v" Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 minutes ;

v' Prélever 0.5 ml du surnageant ;
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v' Ajouter 1ml du tampon Tris-EDTA (contenant 0.4M de Tris, 0.02M d’EDTA,
pH 9.6)
v' Ajouter 0.025 ml de I’acide 5-5-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) 4 0.01 M ;
v' Laisser pendant 5 minutes a une température ambiante et lire les densités
optiques a 412nm contre le blanc réactif.
» Calcul de la concentration
La concentration du GSH, exprimée en nanomoles par milligramme de protéines

(nmol/mg prot), est calculée selon la formule suivante:

GSH (nmol /mg protéines) =

DOx1x1.525
13,1x0.8x0.5 mg proteine

DO: Densité optique.
1: Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation.
1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant.
13,1: Coefficient d’extinction molaire du groupement —SH a 412 nm.
0.8: Volume de I’homogénat apres déprotéinisaionprésent dans un 1 ml.
0.5: Volume du surnageant présent dans un 1.525 ml.
3.4.5. Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
» Principe

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) est mesurée par la méthode
de Flohe et Gunzler(1984). Cette méthode est basée sur la réduction du peroxyde d’hydrogene
(H20,) en présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante:

GPx

H,0,+2 GSH » GSSG+2 H,0

» Mode opératoire
v' Prélever 0.2 ml de I’homogénat ;
Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1mM) ;
Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4) ;

Incuber au bain marie a 25 °C pendant 5 minutes ;

AR NERN

Ajouter 0.2 ml de H,O, (1.3 mM) pour initier la réaction et laisser agir pendant

10 minutes
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v

AU NEENEEN

v

Ajouter 1ml de TCA (1%) pour arréter la réaction et laisser pendant 30 minutes
dans un bain de glace ;

Centrifuger a 3000 tours/min durant 10 minutes ;

Prélever 0.48 ml du surnageant ;

Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4) ;
Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0mM) ;

M¢élanger et aprés 5 minutes, lire les densités optiques a 412 nm.

» Calcule de P’activité enzymatique

L’activité enzymatique du GPx est exprimée en nanomoles de GSH oxydé par

milligramme de protéines (nmolGSH/mg prot) selon I’équation:

GPx (nmol GSH/mg protéines)=(

DOEtalon

DOEchantillon—DOEtalon) - 5
mgprotéines

DOéchantillon : Densité optique de 1’¢chantillon.

DO étalon: Densité optique de 1’étalon.
0.04: Concentration de substrat (GSH).

3.4.6. Détermination de ’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase

» Principe

L’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) est mesurée par la

méthode deHabig et al.(1974), celle-ci consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général le

I-chloro, 2.4dinitrobenzeéne (CDNB), qui réagit facilement avec de nombreuses formes de

GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation

d’une nouvelle molécule qui absorbe la lumiere a 340 nm ; la variation de la densité optique

est mesurée pendant 1 a 5 minutes.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (0.1 M, pH 6.5 850 830
CDNB (0.02M) 50 50
GSH (0.1M) 100 100
Homogénat - 20

» Calcul de Pactivité enzymatique
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L’activité enzymatique de GST est exprimée en nanomole de GST par minute par

milligramme de protéines selon 1’équation suivante :

GST (CDNB/min/mg protéines)=

DOEchantillon/ min —DOBlanc/min
9.6xmgprotéines

DO échantillon / min : Densité optique de 1’échantillon par minute
DO blanc / min : Densité optique du blanc par minute

9.6 : Coefficient d’extinction molaire du GSH-CDNB exprimé en mM-1.Cm-

3.4.7. Détermination de ’activité enzymatique de la catalase
» Principe
L’activité enzymatique de la catalase est mesurée selon la méthode de Aebi (1984),

celle-ci consiste & mesurer la variation de la densité optique a 240nm consécutive a la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en faisant réagir dans le tampon phosphate (100mM) et
H,0; (500mM) pendant 1minutes a pH 7.4 et a une température d’incubation de 25°C.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Echantillon
Tampon phosphate (100mM, pH7.5) (ul) 800 780
H,0, (500mM) (pl) 200 200
Homogénat (ul) - 20

» Calcul de Pactivité enzymatique
L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en micromoles de H,O, par minute

par milligramme de protéines (umol H,O»/min/mg prot) selon 1’équation suivante:

Catalase (umol H,0,/min/mg protéines) =

A DO/min
£X.L.0,02

&: Coefficient d’extinction moléculaire de 1’eau oxygénée, € H,O, = 0.043 mM-1.cm-1
L: Trajet optique de la cuve, L= 1 cm.

X: Concentration de protéines en mg/ml.

3.4.8. Détermination de ’activité enzymatique de lasuperoxydedismutase (SOD)
» Principe
L’activité enzymatique de lasuperoxydedismutaseest déterminée par la méthode de

Asada et al. (1974). Le principe de cette méthode est bas¢ sur I’oxydation du NBT
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(Nitrobleue- tétrazolium) par I’anion superoxydeQO,”, ce dernier est formé par la réaction de
photo-réduction du complexe riboflavine/méthionine.Dans un milieu aérobie, le mélange
riboflavine, méthionine et NBT donne une coloration bleuatre. La présence de SOD inhibe

I’oxydation du NBT.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
EDTA-Met (0.3 mM) (ul) 1000 1000 1000
Tampon phosphate (50 mM, pH 7.8) 892.2 892.2 892.2
()
Echantillon (pl) - - 50
Tampon phosphate (50 mM, pH 7.8) 1000 1000 950
(u)
NBT (2.64 mM) (ul) 85.2 85.2 85.2
Riboflavine (0.26 Mm) (ul) 22.6 22.6 22.6

Sous une source de lumiere (lampe de bureau), incuber les tubes contenant
I’échantillon et le blanc pendant 20 minutes, la lecture de 1’absorbance est mesurée a 560 nm.
» Calcul de Pactivité enzymatique

L’activité enzymatique de la  SOD est exprimée en unité enzymatique par

milligramme de protéines (U/mg de prot) selon 1’équation suivante :

DO Blanc—DO Echantillon
DO Blanc

SOD (U/mg de protéines)= ( X].OO) x 20 J

3.4.9. Détermination de ’activité de I’acétylcholinestérase (AChE)
» Principe

L’activité enzymatique de ’acétylcholinestérase est déterminée selon la méthode
d’Ellman et al. (1961). Ainsi 1’acétylcholinestérase, contenue dans la fraction des tissus, va
réagir avec 1’acétylthiocholine (ASCh) en libérant 1’acétate et la thiocholine (SCh). Cette
derniére réagit a son tour avec le 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) en donnant du
TNB produit de couleur jaune qui absorbe a 412 nm et dont la concentration est

proportionnelle a la quantité d’enzymes présente dans le milieu.
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ASCh + H,0O AChE » SCh + Acideacétique

SCh+ DTNB— > SCh-TNB + TNB

» Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) | Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) 1050 1000
DTNB 50 50
ASCh 50 50
Homogénat - 50

Apres agitation des tubes, la lecture de 1’absorbance se fait 4 412 nm a un intervalle de temps
de 25 minutes (lecture de la DO chaque 3minutes) contre la solution blanc réactif.

» Calcul de Pactivité enzymatique

L’activit¢ de ’AChE exprimée en nanomoles par minute par milligramme de protéines

(nmol/min/mg prot) selon 1’équation suivante :

AChE (nmol/min/mg protéines)=

DO/At.1000.Vcyt
EV.P

DO/ A t: variation de la densité optique par minute ;

Veyt : volume de cytosol

P : concentration de protéines en mg/ml.

€ : coeficient d’extinction molaire de I’AChE égale a 13.6 mmol

V : volume de I’échantillon en ml.

4. Etude histologique

Les coupes histologiques sont réalisées a [’hopital universitaire d’Ibn Rochd
d’Annaba, service d’anatomie-pathologie, a I’aide d’un appareil automatique. Nous avons
utilisé la technique classique décrite par Hould (1984), qui comporte les étapes suivantes:
a) La fixation : la fixation permet la conservation des structures et le durcissement des

picces, elle est basée sur I’immersion des échantillons dans le formol. Ensuite, les organes
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b)

d)

a étudier de chaque rat sont retirés du formol puis coupés a 1’aide d’une lame bistouri afin
de réaliser des prélévements pour I’étude histologique avec une surface de 1 a 2 cm? et
une épaisseur proche de 1.5 mm ; les picces obtenues sont ensuite mises dans des cassettes
spécialisées a parois tournées qui permettent le passage des liquides.

Déshydratation : comme la paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les échantillons doivent
étre alors complétement déshydratés avant 1’inclusion dans la paraffine. La déshydratation
se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons dans des bains d’éthanol a
concentration croissante (70, 95 et 100 %), puis dans des bains de xyléne qui constitue un
agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans 1’étuve le
xyléne s’évapore des pieces anatomiques.

Inclusion et réalisation des blocs : Cette étape a pour but de permettre la réalisation de
coupes fines et régulieres. les échantillons déshydratés sont imprégnés de paraffine liquide
par passage dans plusieurs bains ; puis a 1’aide d’une pince métallique, chaque picce est
extraite du dernier bain d’imprégnation etrapidement versée entre des barres adaptables a
leurs dimensions dites barres de Leuckart, dont le fond contient de la paraffine. Apres
refroidissement, on se trouve donc en présence de blocs de paraffine durs, a I'intérieur
desquels se trouvent les échantillons inclus et orientés selon le plan de coupe choisi. Cette
opération fait appel a des appareils dits a inclusion renfermant un réservoir de paraffine
maintenue a I’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une plaque
métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le
tissu. A la fin, on accompagne le bloc d’une étiquette d’identification.

Confection des coupes : elles sont faites a 1’aide d’un appareil spécial appelé¢ microtome,
qui permet de réaliser des tranches de section de 2 a 5 um d’épaisseur reliées entre elles
sous forme de rubans, lesquelles sont par la suite étalées, déplissées et fixées sur des lames
porte-objets a I’aide d’une eau gélatineuse chauffée.

Déparaffinage et réhydratation : Le déparaffinage est fait d’abord a chaud, les lames
sont donc placées dans I’étuve a 100°C pendant 20 minutes ; ensuite, elles sont placées
dans deux bains d’xyléne (solvant de la paraffine). Concernant la réhydratation, les lames
sont immergées dans des bains d’éthanol a degré décroissant (100, 90, 80 et 70%), puis
dans I’eau distillée.

Coloration et montage : la coloration est faite selon la technique a 1’Hématoxyline-
Eosine ou (Hématéine-Eosine), qui nécessite la présence de 1’alcool acide(100ml d’alcool

¢thylique a 70% + 50ml d’acideHCIl), ’eau ammoniacale (100ml d’eau distillée + 2ml

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le

Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris n



ETUDE EXPERIMENTALE CHAPITRE I: MATERIEL ET METHODES

d’ammoniaque) et la solution d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125ml
alcool éthylique a 95%, 375ml eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique). La coloration et
le montage suivent les étapes suivantes :

» Immerger les lames dans un bain d’hématoxyline de Harris (15minutes) qui colore
en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).

» Différencier les coupes dans 1’alcool acide, puis les rincer & I’eau de robinet ;
ensuite, vérifier la différenciation au microscope.

» Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

» Immerger dans un bain d’Eosine (15secondes a 2minutes) qui colore les structures
acidophiles (cytoplasme) en rose.

» Enfin, déshydrater, éclaircir et monter les échantillons entre lame et lamelle ; puis,
passer a 1’observation au microscope photonique, lequel est équipé d’un appareil
photographique.

5. Traitement statistique des résultats
Les résultats sont reportés dans des tableaux, exprimés sous forme de moyenne plus ou
moins 1’écart type (Moy+=SEM) illustrés par des histogrammes ; les moyennes sont comparées
par le test t de Student.
Nous avons effectué deux comparaisons:
a) Les groupes traités (MD, Se+Zn, MD+Se+Zn, AC, MD+AC) par rapport au groupe
témoin :

" . Différence significative (p < 0.05) ;

**: Différence hautement significative (p < 0.01) ;

" Différence trés hautement significative (p < 0.001).

b) Les groupes traités (MD+Se+Zn, MD+AC) par rapport au groupe trait¢ (MD):

*. Différence significative (p < 0.05) ;

#. Différence hautement significative (p < 0.01) ;

##. Différence trés hautement significative (p < 0.001).
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L. RESULTATS DE LA PREMIERE EXPERIMENTATION
1. Etude pondérale
1.1 Variation du poids corporel

Apres 28 jours de traitement, nos résultats montrent une diminution significative
(p<0.05) du poids corporel chez les rats du lot MD (-19.4%) comparativement aux rats du lot
témoin. Parallélement, le traitement des rats par la combinaison Zn+ Se a corrigé le poids
corporel par une augmentation considérable par rapport aux rats du lot MD,de I’ordre de
(+6.37).

1.2 Variation de la consommation quotidienne d’aliment

Dans notre étude, les résultats montrent une diminution significative (P<0.05) de la
consommation quotidienne d’aliment chez le groupe MD (-2.08 %) par rapport au groupe
témoin. Par contre, on ne note aucune différence significative entre les rats du groupe (MD +
Se + Zn) comparativement au groupe MD.

1.3 Variation de la consommation quotidienne d’eau de boisson

Concernant la consommation quotidienne de 1’eau de boisson, nos résultats révelent
une diminution significative (p <0.05) de I"ordre de (-29.51 %) chez le groupe traité par MD
comparativement au groupe témoin. En revanche, on note une augmentation hautement
significative (p <0.01) chez le groupe recevant le sélénium plus zinc avec le MD
comparativement au groupe MD, de I’ordre de (+36.38 %).

1.4 Variation du poids relatif de certains organes

Nous avons ¢étudié la variation des poids relatifs (PR) des organes suivants ; le foie, les
reins et les testicules chez les rats témoins et les rats recevant le Sélénium et Zinc,
Me¢éthidathion ou Méthidathion/Sélénium + Zinc.

Dans notre étude, les résultats montrent une augmentation hautement significative
(p<0.01) du poids relatif du foie et des testicules chez le lot MD comparativement au lot
témoin. Nos résultats montrent ¢galement une augmentation significative (p<0.05) du poids
relatif des reins chez le lot MD par rapport au lot t€émoin. Par contre, aprés supplémentation
de la combinaison (sélénium+zinc), on enregistre une diminution significative (p <0.01) du
poids relatif du cerveau par rapport au groupe trait¢ par MD. Elle est considérable pour le
poids relatif des autres organes étudiés.

Les résultats obtenus, dans le cadre de I’étude de la variation du poids corporel, de la
consommation quotidienne d’aliment et de 1’eau de boisson, ainsi que la variation du poids

relatif des organes étudiés sont présentés dans les Figures (22, 23 et 24).
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Figure 22.Variation de poids corporel PC (g) chez les rats témoins et les rats traités; par le
Meéthidathion, sélénium et zinc et a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc).
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Figure 23.Variation de la consommation d’aliment et de 1’eau de boisson chez les rats
témoins et les rats traités; par le Méthidathion, sélénium et zinc et a la combinaison
(Méthidathion/ Sélénium+zinc)

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le 72
Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris



ETUDE EXPERIMENTALE CHAPITRE 11 : RESULTATS

16 - 3 A
V14 - *x " *
a c 2,5 -
o | £
gz 1 | B é JA gu _L
— == ] | | 2 [ |
10 | == o B B ga _— —
| = = .| - & | |
L g | B — — S 58 15 . =4 |
] [ — | — | ® = — | B i
Se| B B B2 B sS | B B
S — D T “ 1 m=a mea L. T,
= | = | = | ] — - i i
*‘-'34- - | = | ] ] <) 1 1 [ | [ |
= | = | . | = | a 05 1 E=a = | | |
g 5] mm = | = ) = | = | o | |
* = = = = = | = | = | |
S =] = =] = —= | = | = | = |
.ao_ —_— O__“_'_&I_'_H_'_-d_‘
a
T MD Se+Zn MD+Se+Zn T MD Se+Zn MD+Se+Zn
2,5 -+
o
a *%
g 2- T
Kl = T
& 15 | T, | — - L
" ) [ —) e 1 | . | | |
] = = == ==
S —=| =i —=| —=
Q | | [ | [ | [ |
5 14 B 1 = i =i E i
] = i —= = i —=
b E i E i E i —
2 05 -
T
o
(-9
0_

Se+Zn MD+Se+Zn

—
<
|w)

Figure 24.Variation du poids relatif PR (g/100g de poids corporel) des organes (foie, reins et
testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion, sélénium et zinc et a

la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc).
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2. Variation des paramétres hématologiques
2.1 Nombre de globules rouges

D’apres les résultats obtenus, nous avons enregistré une diminution hautement
significative du nombre de globules rouges (p<0.01) de I’ordre de (-39.17%) chez les rats du
groupe MD par rapport au groupe témoin. En revanche, nous avons enregistré une
augmentation considérable chez le lot (MD+Se+Zn) par rapport au lot MD de I’ordre de
(+27.56%).
2.2 Taux d’hémoglobine (Hb) et taux des plaquettes (Pt)

Les résultats obtenus montrent une diminution significative (p<0.05) du taux
d’hémoglobine de 1’ordre de (-8.42%) et du taux de plaquettes de I’ordre de (-15.08%) chez
les rats du lot MD par rapport au lot t¢émoin. Par contre, la supplémentation de la combinaison
(Se + Zn) a amélioré le taux des plaquettes par une augmentation significative (p< 0.05) par
rapport au lot trait¢ MD.

2.3 Volume globulaire moyen (VGM) et concentration corpusculaire moyen en
hémoglobine (CCMH)

Nos résultats ne révelent aucune différence significative du taux de CCMH et du
VGM entre les rats du lot trait¢ (MD, MD+Se+Zn, Se+Zn) par rapport au lot témoin.
2.4 Taux d’hématocrite et nombre de globule blancs

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative du taux
d’hématocrite et du nombre de globule blanc chez les rats du lot trait¢ (MD) par rapport au lot
témoin.
3. Effet sur la concentration sérique du fer

Nos résultats indiquent une augmentation hautement significative (p <0.01) de la
concentration du fer sérique chez le lot MD par rapport au lot témoin de 1’ordre de (+20.25%)).
Alors qu’on note une diminution non significative pour le lot trait¢é par (MD+Se+Zn) par
rapport au lot traité par MD.

Les résultats obtenus, relatifs a la variation des parametres hématologiques et la

concentration en Fer sont présentés dans le Tableau 5.
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Tableau 5: Variation des parametres hématologiques et de la concentration en fer

sérique chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion, sélénium et zinc

et a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc).

Lots expérimentaux

Parameétres T MD Se +Zn MD + Se +
Zn
Globule rouge (x10%pl) 6.74+0.60 4.10+0.60** 4.77£1.32 5.23+0.14
% - -39.17 - +27.56
Globule blanc (x10%/%) 4.61+1.01 4.83+1.83 6.02+0.17 7.48+0.51"
% - +4.54 - +54.86
Taux d’hématocrite (%) 25.21+5.02 28.6+7.50 23.74+0.71 26.15+0.76
% - +13.44 - -8.56
Taux d’hémoglobine
(@/dl) 9.50+1.30 8.70£2.14%* 8.440.23 8.98+0.27
% - -8.42 - +3.22
CCMH (g/dl) 34.53+0.50 34.03+0.30 35.85+0.27 34.36+0.43
% - - - -
VGM (1) 50.04+1.10 50.50+0.80 49.4+2.32 49.76+2.42
% - - - -
Plaquette (x10°/%) 355.10+32.23 298.32+19.45* 365.1+7.32 397.75+20.5"
% - -15.98 - +12.01
Fer sérique (ng/dl) 203,86+45,12 245,15+23,24%* 1 255,12 436,96 sz’f:
% - +20.25 - +4.06

*p< 0.05 ; **p< 0.01 ; ***p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

#p<0.05 ; ™p<0.01 par comparaison avec les rats traités par MD.

P : Seuil de signification
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4. Variation des paramétres biochimiques
4.1 Concentration plasmatique en glucose

D’apres les résultats obtenus, on observe une augmentation significative (p < 0.05) de
la concentration plasmatique en glucose de 1’ordre de (+4.67%) chez le groupe traité par le
Méthidathoncomparativement au groupe témoin. Par contre, on enregistre un rétablissement
par une diminution significative de la concentration plasmatique en glucose chez les lots
traités par (MD+Se+Zn) comparativement au lot traité par MD.
4.2 Concentration plasmatique en bilirubine directe

Les résultats obtenus montrent que l’administration de Méthidathon a induit une
diminution significative de la concentration plasmatique de bilirubine directe(p < 0.05) de
I’ordre de (-41.30%) chez les rats du lot MD par rapport au lot t¢émoin. Par contre, on note que
I’administration de la combinaison Se+Zn a amélioré la concentration en bilirubine par une
diminution significative (P < 0.05)chez les lots traités par (MD+Se+Zn) par rapport au lot
traité par MD.
4.3 Concentration plasmatique en cholestérol et triglycérides

Nos résultatsrévelent une diminution significative du taux de cholestérol(p < 0.01),
tandis qu’une augmentation significative des triglycérides (p < 0.05) est enregistrée chez les
rats du lot MD par rapport au lot témoin.Par contre, le traitement des rats par la
combinaison(MD+Se+Zn) a entrainé une amélioration du taux de cholestérol et des
triglycérides par rapport aux rats traités par le Méthidathion.
4.4 Effet sur Pactivité des aminotransaminases

Comparativement au groupe témoin, le traitement des rats par MD induit une
augmentation significative de I’activit¢é enzymatique des transaminases, [’alanine
aminotransférase (ALAT) et 1’aspartate aminotransférase (ASAT) de I'ordre de (+40%) et
(80.56 %) respectivement. En revanche, on enregistre un rétablissement par une diminution
significative de D’activité de I’ALAT et de I’ASAT chez les groupes traités par les
combinaisons MD+Se+Zn par rapport au groupe trait¢ par MD.
4.5 Effet sur activité de la phosphatase alcaline (PAL)

Concernant 1’activité enzymatique de la phosphatase alcaline, nos résultats révélent
une augmentation significative (p < 0.001) chez le lot des rats traités par MDpar rapport au
lot t¢émoin. Par ailleurs, on enregistre une amélioration par une diminution significative chez

le lot traité par (MD+Se+Zn) comparativement au lot MD.
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4.6 Effet sur ’activité de lactate déshydrogénase (LDH)

Nos résultats illustrent une augmentation significative (p <0.01) de [Iactivité
enzymatique de lactate déshydrogénase chez le lot des rats traités par MD comparativement
au lot témoin.Cependant, le traitement des rats par Se+Zn induit une baisse significative de
I’activité PAL comparativement au lot MD de I’ordre de -47.62 %.

4.7 Concentration plasmatique en urée et en créatinine

Comparativement au lot témoin, 1’administration de Mé¢thidathion provoque une
augmentation significative du taux plasmatique de 1'urée (p < 0.01) et de la créatinine (p
<0.05). Par contre, chez les rats traités par MD+Se+Zn, ce taux est corrigé par une diminution

significative (p < 0.01) comparativement au groupe traité par MD.

Les résultats de la variation des parametres biochimiques de la fonction hépatique et

rénale chez les rats témoins et traités sont présentés dans les Figures (25, 26 et 27).
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Figure 25. Variation de la concentration plasmatique en (mg/dl) de glucose, de la bilirubine
directe, de cholestérol et des triglycérides chez les rats témoins et les rats traités; par le

Meéthidathion, sélénium et zinc et a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc)
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Figure 26. Variation de l'activité enzymatique des transaminases, de la phosphatase
alcaline et du lactate déshydrogénase (U/L) chez les rats témoins et les rats traités ; par le

Meéthidathion, sélénium et zinc et a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc
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Figure 27. Variation de la concentration plasmatique en (mg/dl) de l'urée et de la
créatinine chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion, sélénium et zinc et

a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc)
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5. Etude de quelques parametres du stress oxydatif

Les parametres du stress oxydant (MDA, GSH), dans les organes (foie, reins et
testicules) des rats traités et les rats témoins apres 28 jours de traitement, sont présentés dans
la Figure 28 et 29.

5.1 Malondialdéhyde (MDA)

D’apres nos résultats, on constate que le traitement des rats, par le Méthidathion,
provoque une augmentation significative (p < 0.05) du taux de malondyaldéhyde dans les
organes a savoir : foie (+22.66 %), reins (+32.03 %) et testicules (+86 %). En revanche, la co-
administration de Sélénium/Zinc avec le Méthidathion a significativement réduit le taux de
MDA dans les organes étudiés (Foie, reins et testicules) comparativement au groupe des rats
traités uniquement par le Méthidathion.

5.2 Glutathion réduit (GSH)

Le traitement des rats par le Méthidathion, a raison de 5 mg/Kg PC pendant 28 jours,
entraine une diminution de la teneur cellulaire en glutathion dans les organes. Il est caractérisé
par une diminution trés hautement significative dans le foie (-33.07%), hautement
significative dans les reins (-37.43%), et significative dans les testicules de I’ordre de (-13.34
%). Tandis que la co-administration de la combinaison (MD+Se+Zn) asignificativement
augmenté le taux de GSH dans les organes étudiés (Foie, reins et testicules) en comparaison

avec le groupe des rats traités uniquement par le Méthidathion.
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Figure 28. Variation de MDA (nmol/mg prot) dans les organes (foie, reins, et testicules)
chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion, sélénium et zinc et a la
combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc)
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Figure 29.Variation de la teneur cellulaire en Glutathion (nmol/mg prot) dans les organes
(foie, reins et testicules) chez les rats témoins et les rats traités ; par le Méthidathion, sélénium
et zinc et a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc).
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5.3 Les enzymes antioxydantes

Les résultats des activités de certaines enzymes antioxydantes (GPx, GST, SOD et CAT)
sont présentés dans les Tableau 7.
5.2.1 Glutathion peroxydase (GPx)

D’apres les résultats obtenus, on observe une diminution significative (p<0.05) de
I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans les organes ci-apres ; foie (-
21.31%), reins (-29.82%), alors qu’on enregistre une augmentation hautement significative
(p <0.01) dans les testicules (+46.80%). En revanche, on enregistre une amélioration
significative de 1’activité de la GPx dans les organes étudiés chez les rats traités par Se+ Zn
et MD+Se+ Zn) en comparaison avec le groupe des rats traités uniquement par le
Méthidathion.

5.2.2 Glutathion - S- transférase (GST)

L’administration du Méthidathion, a une dose de 5 mg/Kg PC pendant 28 jours,
entraine une diminution significative (p<0.05) de I’activité enzymatique de la Glutathion-S-
Transférase (GST) dans le foie (-18.84 %) et les reins (-21.03%), et une diminution
hautement significative (p<0.01) dans les testicules (-31.76%). Par ailleurs, on enregistre
une amélioration par une augmentation significative de 1’activité de la GST dans les organes
¢étudiés dans le cas du groupe de rats traités par Se+Zn+ MD en comparaison avec celui
traité¢ uniquement par MD.

5.2.3 Superoxydedismutase (SOD)

D’apres nos résultats, on enregistre une diminution significative (p<0.05) de I’activité
enzymatique de lasuperoxydedismutase (SOD) dans le foie (-25.73%), tandis qu’on note une
augmentation hautement significative (p<0.01) dans les reins (+83.19%) et aucune
différence significative dans les testicules. Par contre, la perturbation de 1’activité
enzymatique de la SOD tissulaire est corrigée aprés le traitement des rats par le
Sélénium/Zinc.

5.2.4 Catalase (CAT)

L’administration du Méthidathion, a raison de 5 mg/Kg PC, provoque une diminution
significative (p<0.05) de D’activité enzymatique de la catalase dans les organes: foie (-
15.73%), reins (-63.24%) et testicules (-44.64%) comparativement au groupe témoin.
Cependant, on enregistre, chez le groupe de rats traités par Se+Zn avec le Méthidathion, un
rétablissement de cette activité dans les organes étudiés par rapport au groupe de rats traités

uniquement par le MD.
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Tableau 6.Activit¢ enzymatiquede la GPx (pmol GSH/min/mg), de la GST (nmol
GST/min/mg prot), de la SOD (pmol/min/mg prot) et de la CAT ( umol H,O»/min/mg

prot)dans les organes (Foie, reins et testicules) chez les rats témoins et les rats traités ;par le
Méthidathion et a la combinaison (Méthidathion/Sélénium+zinc).

Lots expérimentaux
Paramétres T MD Se +Zn MD + Se + Zn
Foie 16.94+3.31 13.33+1.63* 16.54+5.13 18.17+3.26#
5 % - 2131 - 726
s 2
g g’ Reins 9.89+0.21 6.94+0.16* 12.76+3.28 12.76+3.07##
= <
5 E % - -29.82 - +29.01
? Testicules 11.11+24 16.31+4.5%* 11.50+3.69 16.09+1.33
o
% - +46.80 - +44 .82
= Foie 20.43+8.46 16.5845.61* 25.72+8.30 28.37+10.48#
(o]
s % - -18.84 ; +38.86
£
P Reins 12.17+6.94 9.61+4.58* 9.84+3.86 13.54+12.48
£
o % - -21.03 - +11.25
3
o Testicules 43.35+6.32 29.58+11.74** 30.84+12.18 40.56+9.55#
-
G % - 31.76 - 4.2
< Foie 25.02+6.23 18.58+1.32* 16.00+2.79 23.17+4.244#
c
".g % - -25.73 - -7.39
:'D' Reins 28.63+10.93 52.45+12.06** 28.27+7.00 44.35+7.07
§ % - +83.19 - +54.90
:D; Testicules 58.55+19.07 48.88+12.85 44.05+£17.33 50.12+29.72
2 % - -16.51 ; “14.39
Foie 36.47+7.30 30.73+4.17* 38.97+2.68 40.59+10.78#
o)
o
5 % - -15.73 - +11.29
° [=T1]
g E Reins 2.53+0.01 0.93+0.01* 1.46+0.66 2.56+0.28##
3 c
- E % - -63.24 - +1.18
S §
8 Testicules 2.24+1.04 1.24+0.56* 1.62+0.44 2.32+0.66##
= % - 4464 - 13,57

*p< 0.05 ; **p< 0.01 ; ***p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.
#p<0.05 ; ™p<0.01 par comparaison avec les rats traités par MD.

P : Seuil de signification
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6. Effet sur la concentration sérique des hormones thyroidiennes
6.1 Triiodothyronine

Nos résultats révelent que le traitement des rats par MD a raison de 5 mg/kg P.C
provoque une diminution significative du taux sérique du T3 (-23.52 %) comparativement au
lot témoin.Alors qu’on enregistre un rétablissement par une augmentation significative du
taux sérique du T3 est enregistrée aprés le traitement des rats par la combinaison
(MD+Se+Zn).
6.2 Thyroxine

Le dosage radio-immunologique de la T4 sérique ne montre aucune différence
significative chez les différents rats traités (MD, MD+Se+Zn, Se+Zn) par rapport au groupe
témoin.
7. Effet sur la concentration sérique en testostérone

Les résultats obtenus montrent une diminution du taux de la testostérone sérique chez
les rats traités par le Méthidathion par rapport augroupe des rats témoins. En revanche,
I’administration de la combinaison Se + Zn+ MD entraine une amélioration par une
augmentation significative (p < 0.01) de la concentration sérique en testostérone par rapport
au lot traité par MD.

Les résultats obtenus, relatifs a la variation de la concentration sérique en T3, T4 et
Testostérone des rats traités et témoins sont présentés dans le Tableau 8.

Tableau 7. Variation de la concentration sérique (ng/ml) en triitodothyronine (T3), en
thyroxine (T4) et en testostérone chez les rats témoins et les rats traités; par le
Meéthidathion et a la combinaison (Méthidathion/ Sélénium+zinc)

Lots expérimentaux
Paramétres T MD Se+Zn MD+Se+Zn
T3 (ng/ml) 5.10+0.72 3.9+0.44%** 5.73+1.61 5.13+1.78"
% - -23.52 - +0.58
T4 (ng/ml) 10.52+3.89 9.61£1.66 11.254+4.35 10.02+2.44
% - -8.65 - -4.75
Testostérone (ng/ml) 1.75+0.8 0.81+£0.59* 1.71£0.97 2.44+1.09"
% - -53.71 - +39.42

*p<0.05; **p< 0.01 ; ***p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

"9<0.05 ; *p<0.01 par comparaison avec les rats traités par MD.

P : Seuil de signification
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8. Impact sur ’histoarchitechture du foie

L’observation microscopique (x100) du foie des ratstémoins indique que le foie a une
structure essentiellement cellulaire, basée sur la disposition des hépatocytes en travées le long
des capillaires sinusoides, ou travées de Remak (Figure 30 : A et B).

Par contre, 1’observation microscopique du foie des rats traités par le Méthidathion
(5mg/Kg PC) pendant 28 jours, révele un changement cellulaire bien visible au niveau des
hépatocytes (Figure 31 C et D), caractérisé par une congestion vasculaire, une infiltration
mononucléaire, une dilatation des sinusoides, une hémorragie et une nécrose tissulaire. Ces
altérations graves peuvent contribuer a un dysfonctionnement de cet organe. Par ailleurs,
I’étude histologique du foie des rats traités par la combinaison Méthidathion plus sélénium et
zinc présente une amélioration partielle au niveau de la structure des hépatocytes

comparativement au groupe de rats traités par le Méthidathion. Voir Figure 30 E.

A : Coupe histologique du foie (HE

x100) d’un rat témoin

B : Coupe histologique du foie
(HE 100x) d’un rat traité pendant
28 jours par la combinaison
sélénium plus zinc (Se + Zn)

Figure 30. Coupes histologiques du foie de rat témoin et traités par le sélénium et le zinc
colorés a Hématéine-Eosine 100X.CV : Veine centrale
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e ————————s s C : COupe histologique du foie (HE

- S e R e e RA 100x) d'un rat traité par le

i S G S Rt S Méthidathion (5mg/kg
PC)pendant 28 jours

DS : Dilatation des sinusoides
NH : Nécrose hépatocytaire

C > Congestion vasculaire

D: Coupe histologique du foie
(HE 100x) d’un rat traité par le
Méthidathion  (5mg/kg  PC)
pendant 28 jours

IM : Infiltration mononucléaire

* Hémorragie

E: Coupe histologique du foie (HE
100x) d’'un rat traité par la

combinaison Méthidathion +
Sélénium+ Zinc (MD+Se+Zn) pendant
28 jours

IM : Infiltration mononucléaire

Figure 31. Coupes histologiques du foie de rat traité par le Méthidathion (5 mg/Kg PC) et par la
combinaison Méthidathion+ Sélénium+ zinc colorés a Hématéine-Eosine 100X.
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II. RESULTATS DE LA DEUXIEME EXPERIMENTATION
1. Etude phytochimique
1.1 Screening des composés phénolique d’Artemisia campestris

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau de la partie aérienne de notre plante. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions
deprécipitation et de turbidité et un changement de couleur spécifique.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur 1’extrait aqueux de
la partie aérienne d’Artemisia campestris sont mentionnés dans le tableau 9, montrent la
présence des flavonoides, des tanins, des saponosides, des stérols et des terpénes ainsi que la
présence des cardénolides.

La mise en évidence des flavonoides dans I’extrait aqueux est confirmée par
I’apparition d’une couleur rouge intense en contact avec la tournure de magnésium

Les tanins sont présents avec une intensité importante dans 1’extrait aqueux. Sa
présence est confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique donnant
une coloration bleu verdatre, il s’agit donc des tanins catéchiques.

Le test positif des stérols et desterpénes nous a montré leur présence dans la partie
aérienne de la plante avec une apparition d’un anneau rouge brun et une couche surnageante
de couleur verte.On remarque aussi la présence des saponosides et des cardénolides, mais

avec une quantité faiblement importante.

Tableau 8: Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes
chimiques recherchés dans la partie aérienne de la plante.

Groupes chimiques Mise en évidence
Flavonoides +++
Tanins cathéchiques +++
Tanins galliques ++
Terpenes et stérols ++
Saponosides +
Cardénolides +

Réaction fortement positive : +++ Réaction moyennement positive : ++
Réaction faiblement positive : +
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1.2 Teneur en flavonoides, en tanins et en polyphénoles de I’Artemisia campestris

A la lumicre des résultats obtenus des teneurs en polyphénols, flavonoides et en
tanins présentés dans la Figure 32, il ressort que la partie aérienne de la plante est riche en

polyphénols de I’ordre de 49.6 + 0.04 mg EQ/100g de maticre séche d’Artemisia campestris.

Concernant les teneurs en flavonoides et en tanins, il apparait que ’EAQ de la plante

posséde un taux supérieur de flavonoides(29.84+0.03 mg EQ /100g MS) par rapport a celui

des tanins (20.52 +0.1 mg EQ/100g MS).
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Figure 32.Teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins de I'extrait aqueux
d’Artemisiacampestris (EQAC)

1.3 Activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits de polyphénols d’Artemisia campestris a été

évaluée par deux tests in vitro, le DPPH" et ’ABTS.
L’effet scavenger de I’extraits vis-a-vis du radical DPPH et/ou ABTS est exprimé par

la concentration inhibitrice a 50 % (CI50) qui correspond a la concentration des polyphénols

nécessaire pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPH" et/ou ABTS.

Une CI50 faible représente 1’activité anti-radicalaire la plus élevée.
Les résultats présentés dans la Figure 4 de 1’activité antiradicalaire de 1’extrait aqueux

de la partie aérienne d’Artemisia campestris, montrent un IC50% (ABTS) = 0.726 mg/ml, qui
est plus élevée que celle enregistrée pour le DPPH qui est de : IC50% = 0.313 mg/ml, et de

méme pour ’acide ascorbique qui est de : IC50%= 0.03. (Figure 33).

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le

Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris



ETUDE EXPERIMENTALE

CHAPITRE 11 : RESULTATS

Activité antioxydante %

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 A

[ 2

y=42,89x + 48,47
R?=0,862

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[C] de I'acide ascorbique (mg/ml)

Pourcentage d'inhibition DPPH %

80
70
60
50
40
30
20
10

2

y =37,39x + 38,27
R?=0,788

0

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[C] de I'extrait aqueux d'Artemisia campestris (mg/ml)

Pourcentage d'inhibition radical
ABTS %

70 ~
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 -

y=42,76x + 18,92
R?=0,936

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[C] de L'extrait aqueux d'Artemisia campestris (mg/ml)

Figure 33. Activité anti-radicalaire en pourcentage de l'acide ascorbique et des extraits aqueux

d’Artemisia campestris.
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1.4 Mise en évidence de I’huile essentielle

Nos résultats révelent que la partie aérienne de I’Artemisia campestris possede un
pourcentage important de différents constituants chimiques dans 1’huile essentielle de 1’ordre
de 96.0% dont les plus importantes sont indiquées dans le Tableau (10), notons : (a-pinene
20%, B-pinenel.9%, Myrcene8.3%, p-cymene 6.3%, Limonene 6.5%, (Z)-B-ocimene 6.8%,
(E)-B-ocimene 3.6% et y-terpinene3%).

Tableau 9 : composition chimique de I'huile essentielle de la partie aérienne
d’Artemisia campestris

No. Constituants RT (min) Composition %
1 o-pinene 941 20,0
2 Sabinene 977 0,4
3 B-pinene 981 1,9
4 Myrcene 993 8,3
5 p-cymene 1028 6,3
6 Limonene 1032 6,5
7 (Z)-p-ocimene 1042 6,8
8 (E)-B-ocimene 1052 3,6
9 y-terpinene 1063 3,0
10 terpinolene 1090 0,6
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2. Etude biologique
2.1 Etude pondérale
2.1.1 Variation du poids corporel

Apres 28 jours de traitement, nos résultats montrent une diminution significative
(p<0.05) du poids corporel chez les rats du lot traité¢ par MD (-19.4%) comparativement aux
rats du lot témoin. Parallélement, la supplémentation de 1’extrait aqueux d’AC a amélioré le
gain du poids corporel par rapport aux rats du lot traité par MD de 1’ordre de (+14.25 %)
respectivement.

2.1.2 Variation de la consommation quotidienne d’aliment

Dans notre étude, les résultats montrent une diminution significative (P<0.05) de la
consommation quotidienne d’aliment chez le groupe de rats traités par MD (-2.08%) par
rapport au groupe témoin. Tandis qu’on enregistre une augmentation significative (p < 0.05)
chez le groupe de rats traités par MD+EQAC (+1.55%) comparativement au groupe de rats
traités par MD.

2.1.3 Variation de la consommation quotidienne d’eau de boisson

Concernant la consommation quotidienne de 1’eau de boisson, nos résultats révelent
une diminution significative (p < 0.05) de 1’ordre de (-29.51%) chez le groupe traité par MD
comparativement au groupe témoin. Par contre, on enregistre une augmentation hautement
significative (p < 0.01) chez le groupe de rats traités par (EQAC+MD) comparativement au
groupe de rats traités par MD,de I’ordre de (+25.77%) respectivement.

2.1.4 Variation du poids relatif de certains organes

Nous avons étudié la variation des poids relatifs (PR) des organes suivants : le
foie, les reins et le cerveau chez les rats témoins et les rats traités par 1'extrait aqueux
d’Artemisia campestris (EQAC), le méthidathion (MD) et par MD + EQAC.

Dans notre étude, les résultats montrent une augmentation hautement significative
(p<0.01) du poids relatif du foie chez le lot trait¢é par MD comparativement au lot témoin.
Nos résultats montrent également une augmentation significative (p<0.05) du poids relatif des
reins et du cerveau chez le lot traité par MD par rapport au lot témoin. Par contre, une
diminution considérable du poids relatif des organes ¢étudiés est enregistrée apres
supplémentation de la combinaison (AC+MD).

Les résultats obtenus, dans le cadre de I’étude de la variation du poids corporel, de la
consommation quotidienne d’aliment et de 1’eau de boisson, ainsi que la variation du poids

relatif des organes étudiés sont présentés dans les Figures 34, 35 et 36.
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Figure 35. Variation de poids corporel (Poids initial et final en g) des rats témoins et traités;
par le Méthidathion et 'EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQAC).

27 - 50
L d
S .6 | S

[

£ B & 40 1 .. T
© — 25 - ) | & - _T_
ES ) # T &
< 24 - * s 30
2 8 % E
m£23- 2= 2 -
EwN E g
£~ 22 1 Ea
2 25 10 -
c 21 - S a
o]
) (]

20 - 0 -

T MD  EQAC MD+EQAC T MD  EQAC MD+EQAC

Figure 36.Variation de la consommation d’aliments (g/rats/jrs) et de la consommation d’eau
de boisson (ml/rats/jrs) chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion et
I"EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQAC).
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Figure 37.Variation de poids relatifs des organes : foie, reins et cerveau (g/100 g Pc) chez
les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion et 'EQAC et a la combinaison

(Méthidathion/EQAC).

2.2 Variation des paramétres hématologiques
Le Tableaull résume quelques parametres hématologiques des rats témoins et des rats
traités apres 28 jours de traitement.

2.2.1 Nombre de globules rouges
D’apres les résultats obtenus, nous enregistrons une diminution hautement significative

du nombre de globules rouges (p<0.01) de I’ordre de (-37.17 %) chez les rats traités par MD
par rapport au groupe témoin. Par ailleurs, nous notons une augmentation considérable chez le
lot traité par (MD+ EQAC) par rapport au lot traités par MD de 1’ordre de (+32.19%).

2.2.2 Taux d’hémoglobine (Hb) et taux de plaquettes (Pt)

Les résultats obtenus montrent une diminution significative (p <0.05) du taux
d’hémoglobine de 1’ordre de (-8.42%) et du taux de plaquettes de I’ordre de (-15.08%) chez

les rats traités par MD par rapport au lot témoin. Par contre, la supplémentation de 1’extrait
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aqueux d’AC a amélioré le taux d’hémoglobine par une augmentation considérable et elle est
significative (p < 0.05) en ce qui concerne le taux de plaquettes comparativement au témoin.
2.2.3 Volume globulaire moyen (VGM) et concentration corpusculaire moyenne en

hémoglobine (CCMH)

Les analyses statistiques montrent qu’il n’y a pas eu de variations significatives de
VGM et CCMH chez tous les groupes de rats traités comparativement aux rats témoins.
2.2.4 Taux d’hématocrite et nombre de globule blancs

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative du taux
d’hématocrite et du nombre de globules blancs chez les rats du lot trait¢ par MD par rapport
au lot témoin.
2.3 Effet sur la concentration sérique du fer

Nos résultats indiquent une augmentation hautement significative (p<0.01) de la
concentration du fer sérique chez le lot trait¢ par MD par rapport au lot t¢émoin de 1’ordre de
(+20.25%). Alors qu’on note une diminution significative pour le lot traité par MD+ EQAC
par rapport au lot traité par MD. Voir Tableau 10
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Tableau 10:Variation des parametres hématologiques et de la concentration en fer

sérique chez les rats témoins et les rats traités par le Méthidathion et 'EQAC et a la
combinaison (Méthidathion/EQAC).

Lots expérimentaux

Paramétres T MD EQAC MD + EQAC
Globule rouge (x10%/pl) 6.74+0.60 4.10+0.60** 5.60 +0.70 5.42+1.20
% - -39.17 - +32.19
Taux d’hémoglobine (g/dl) 9.50+1.30 8.70+2.14%* 9.73+1.10 9.34+1.99
% - -8.42 - +7.35
Plaquette (x10°/%) 355.10+32.23 298.32+£19.45% | 422.65+25.74 | 389.95+27.84
% - -15.98 - +9.8
VGM (1) 50.04+1.10 50.50+0.80 50.50+0.90 50.63+1.62
% - - - -
CCMH (g/dl) 34.53+0.50 34.03+0.30 35.60+0.60 33.80+0.42
% - - - -
Taux d’hématocrite (%) 25.21+£5.02 28.6+7.50 28.20+3.60 26.00+7.20
% - +13.44 - -7.83
Globule blanc (x10%/%) 4.61+1.01 4.83+1.83 5.90+1.30 4.9+1.61
Y% - +4.54 - +6.29
Fer sérique (ng/dl) 203,86+45,12 245,15+23,24*%* | 237,63+£85,64 | 222,50+24,22"
% - +20.25 - -9.24

*p< 0.05; **p<0.01 ; ***p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.

"9<0.05 ; *p<0.01 par comparaison avec les rats traités par MD.

P : Seuil de signification
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2.4 Variation des paramétres biochimiques
2.4.1 Concentration plasmatique en glucose

D’apres les résultats obtenus, on observe une augmentation significative (p < 0.05) de
la concentration plasmatique en glucose de I’ordre de (+4.67%) chez le groupe de rats traités
par le Méthidathion(MD) comparativement au groupe témoin. Par contre, on enregistre un
rétablissement par une diminution significative de la concentration plasmatique en glucose
chez le lot trait¢ par MD+ EQACcomparativement au lot traité par MD.
2.4.2 Concentration plasmatique en bilirubine directe

Les résultats obtenus montrent que 1’administration de Méthidathion a induit une
diminution significative de la concentration plasmatique de bilirubine directe(p < 0.05) de
I’ordre de (-41.30%) chez les rats du lot traité par MD par rapport au lot témoin. Par contre,
nos résultats montrent un rétablissement par une diminution significative chez le lot traité par
MD+ EQACpar rapport au lot traité¢ par MD.
2.4.3 Concentration plasmatique en cholestérol et triglycérides

Nos résultatsrévelent une diminution significative du taux de cholestérol (p<0.01),
tandis qu’on enregistre une augmentation significative des triglycérides (p < 0.05) chez les
rats du lot traité par MD par rapport au lot témoin.Par contre, le traitement des rats par la
combinaison MD+ EQAC a entrainé une amélioration du tauxde cholestérol et des
triglycérides par rapport aux rats traités par le Méthidathion.
2.4.4 Effet sur Pactivité des aminotransaminases

Comparativement au groupe témoin, le traitement des rats par MD induit une
augmentation significative de [D’activit¢ enzymatique des transaminases, de 1’alanine
aminotransférase (ALAT) et de 1’aspartate aminotransférase (ASAT) de I’ordre de (+40%) et
(80.56%) respectivement. En revanche, on enregistre un rétablissement par une diminution
significative de I’activit¢ de I’ALAT et de I’ASAT chez le groupe traité par la
combinaisonMD+ EQAC par rapport au groupe de rats traité par MD.
2.4.5 Effet sur I’activité de la phosphatase alcaline (PAL)

Concernant ’activité enzymatique de la phosphatase alcaline, nos résultats révélent
une augmentation significative (p < 0.001) chez le lot traité par MD par rapport au lot témoin.
Tandis qu’on enregistre une amélioration par une diminution considérable chez le lot traité

par MD+ EQAC) comparativement au lot traité¢ par MD.
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2.4.6 Effet sur I’activité du lactate déshydrogénase (LDH)

Nos résultats indiquent une augmentation significative (p <0.01) de Iactivité
enzymatique du lactate déshydrogénase chez le lot trait¢ par MD comparativement au lot
témoin.Cependant, le traitement des rats par MD + EQAC induit une baisse considérable de
I’activité PAL comparativement au lot traité¢ par MD de ’ordre de (- 1.39%).

2.4.7 Concentration plasmatique en urée et en créatinine

Comparativement au lot témoin, 1’administration de M¢thidathion provoque une
augmentation significative du taux plasmatique de I'urée (p < 0.01) et de la créatinine (p <
0.05). Par contre, on note un rétablissement par une diminution significative de ce taux chez
les rats traités par la combinaisonMD+ EQAC comparativement au groupe de rats traités par
MD.

Les résultats de la variation des parameétres biochimiques de la fonction hépatique et

rénale chez les rats témoins et traités sont présentés dans le Tableau 11.
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Tableaull:Variation de quelques biomarqueurs plasmatiques de la fonction
hépatique et rénale chez les rats témoins et les rats traités par le Méthidathion et
I"'EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQAC).

Lots expérimentaux
Parametres
T MD EQAC MD + EQAC
Glucose (mg/dl) 1.07+0.52 1.12+0.57 1.10+0.58 1.05+0.64
% - +4.67 - -6.25
Bilirubine direct (mg/dl) 4.6+0.25 2.7+0.12 3.37+2.82 2.0+0.0"
% - -41.30 - -25.92
Cholestérol (mg/dl) 2.09+0.35 1.7£0.32" 2.26+0.34 2.09+0.20™
% - -18.66 - +22.94
Triglycérides (mg/dl) 0.97+0.23 1.21£0.13 0.72+0.26 0.90+0.34#
% - +24.74 - -25.62
ASAT (U/L) 191.12+6.02 267.57+6.35%%* | 158.87+69.75 | 180.75+24.21"
% - +40.00 - -32.42
ALAT (U/L) 111.87+£2.73 202+1.51%* 112.87+16.68 |[101.63+10.84"
% - +80.56 - -49.81
PAL (U/L) 260.66+12.1 | 368.75+10.09*** |363.62+164.29 | 363.62+54.85
% - +41.46 - -1.39
LDH (U/L) 1827.26+63.82 2585445.4%* 1619.24+326 [1480.57+329.8"
% - +41.46 - -42.72
Urée 6.27+0.54 7.12+0.48** 6.31+0.73 6.32+0.70"
% - +11.93 - -11.23
Créatinine 34.13+5.70 40.50+6.74* 35.38+6.60 39.60+3.30
% - +18.66 - -2.22

*p<0.05 ; **p< 0.01 ; ***p<0.001 par comparaison avec les rats témoins.
"9<0.05 ; *p<0.01 par comparaison avec les rats traités par MD.

P : Seuil de signification
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2.5 Etude de quelques parametres du stress oxydatif

Les parameétres du stress oxydant (MDA, GSH, GPx, GST, SOD et CAT) dans les
organes (foie, reins et cerveau) des rats témoins et les rats traitéspar le Méthidathion, et par la
combinaison (Méthidathion/ EQAC) sont présentés dans les Figures 38, 39, 40, 41, 42 et 43.

251 Malondialdéhyde (MDA)
Selon les résultats obtenus, on constate que le traitement des rats par le Méthidathion

provoque une augmentation significative (p < 0.05) du taux de malondyaldéhyde dans les
organes ¢étudiés : foie (+22.68 %), reins (+32.03 %) et hautement significative dans le cerveau
(+111 %). En revanche, la co-administration de 1’extrait aqueux d’Artemisia campestris
(EQAC) avec le Méthidathion (MD) a significativement réduit le taux de MDA dans les
organes ¢étudiés : Foie, reins et cerveau comparativement au groupe traité uniquement par le
MD.

2.5.2 Glutathion réduit (GSH)
Le traitement des rats par le Méthidathion, a raison de 5 mg/Kg PC pendant 28 jours,

entraine une diminution de la teneur cellulaire en glutathion dans les organes. Elle est
caractérisée par une diminution trés hautement significative dans le foie (-33.07%), hautement
significative dans les reins (-37.43%) et significative dans le cerveau de I’ordre de (-24.91 %).
Tandis que la co-administration de la combinaison MD+ EQAC a significativement augmenté
le taux de GSH dans les organes étudiés en comparaison avec le groupe traité uniquement par
le Méthidathion (MD).

2.5.3 Les enzymes antioxydantes

2.5.3.1 Glutathion peroxydase (GPx)

D’aprés les résultats obtenus, on observe une diminution significative (p < 0.05) de
I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans les organes étudiés : foie (-
21.31 %), reins (-29.82 %) et une diminution hautement significative (p < 0.01) dans
lecerveau (-58.66 %). En revanche, on enregistre une amélioration significative de I’activité
de la GPx dans les organes étudiés chez les rats traités par MD+ EQAC en comparaison avec
le groupe traité uniquement par le Méthidathion.

25.3.2  Glutathion - S- transférase (GST)

L’administration du Méthidathion, a une dose de 5 mg/Kg PC pendant 28 jours,
entraine une diminution significative (p < 0.05) de ’activité enzymatique de la glutathion-s-
transférase (GST) dans les organes étudiés : foie (-18.84 %), reins (-21.03 %) et cerveau (-

27.84 %). Tandis qu’on enregistre une amélioration par une augmentation significative de
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I’activité de la GST dans les organes étudiés du groupe trait¢ MD + EQAC par rapport au
groupe traité uniquement par le Méthidathion.
2.5.3.3  Superoxydedismutase (SOD)

D’apres nos résultats, on enregistre une diminution significative (p<0.05) de I’activité
enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) dans le foie (-25.73%), tandis qu’on note une
augmentation hautement significative (p<0.01) dans les reins (+83.19%) et le cerveau
(+72.89%). Par contre, la perturbation de ’activité enzymatique de la SOD tissulaire est
corrigée apres le traitement des rats par la co-administration de 1’extrait aqueux d’Artemisia
campestris (EQAC) avec le Méthidathion.

25.34  Catalase (CAT)

Le traitement des rats par leMéthidathion, a raison de 5 mg/Kg PC, induit une
diminution significative (p<0.05) de I’activité enzymatique de la catalase dans les organes
étudiés : foie (-15.73%), reins (-63.24%) et cerveau (-28.16%) comparativement au groupe
témoin. Cependant, on enregistre, chez le groupe trait¢ par [’extrait d’AC avec le
Méthidathion, un rétablissement de cette activité dans les organes étudiés par rapport au

groupe trait¢ uniquement par le MD.
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Figure 38. Taux de malondialdéhyde (MDA) (nmol /mg prot) dans les organes (foie, reins et
cerveau) chez les rats témoins et les rats traités par le Méthidathion et 'EQAC et a la
combinaison (Méthidathion/EQAC).
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Figure 39. Concentration du GSH (nmol /mg prot) dans les organes (foie, reins et cerveau)
chez les rats témoins et les rats traités par le Méthidathion et 'EQAC et a la combinaison

(Méthidathion/EQAC).
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Figure 40.Variation de l'activité enzymatique Glutathion peroxydase (umol GSH/min/mg prot)
dans les organes (foie, reins et cerveau) chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion

et 'EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQACQ).
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Figure 41.Variation de l'activité enzymatique Glutathion-S-transférase (nmol GSH/min/mg
prot) dans les organes (foie, reins et cerveau) chez les rats témoins et les rats traités; par le
Meéthidathion et 'EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQAC).
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Figure 42. Variation de l'activité enzymatique de la superoxydedismutase (U/mg prot) dans les
organes (foie, reins et cerveau) chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion et

I"EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQAC).
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Figure 43. Variation de l'activité enzymatique de la catalase (pmol H202/min/mg prot) dans les
organes (foie, reins et testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par le Méthidathion et
I"EQAC et a la combinaison (Méthidathion/EQAC).
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2.6  Effet sur Pactivité acétylcholinesterase cérébrale

La variation de 1’activité de I’acétylcholinestérase (AChE), au niveau cérébral des rats
témoins et des rats traités par le Méthidathion et par la combinaison MD+ EQAC apres 28
jours de traitement, est montrée dans la figure 44.

Les résultats obtenus montrent que 1’administration du Méthidathion, a raison de 5
mg/Kg PC, entraine une diminution significative de I’activit¢é enzymatique de
I’acétylcholinestérase (AChE) dans le cerveau des rats traités par le Méthidathion par rapport
au groupe témoin. Par contre, on enregistre un rétablissement par une augmentation

significative chez le groupe de rats recevant 1’extrait aqueux d’AC comparativement au

groupe de rats recevant uniquement le Méthidathion.
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Figure 44.Variation de l'activité enzymatique de 1'acétylcholinésterase dans le cerveau chez
les rats témoins et les rats traités par le Méthidathion et 'EQAC et a la combinaison

(Méthidathion/EQAC).

2.7  Effet sur I’histoarchitechture des reins

L’observation microscopique du rein des rats témoins indique la présence de structures
denses et arrondies, nommés les glomérules. Ils sont entourées d’un espace étroit clair, la
chambre glomérulaire ou espace de Bowman et entourés aussi d’grand nombre de tubes,
principalement des tubes contournés proximaux. Voir Figure 46 A et B.

Dans notre étude, 1’administration de Mcéthidathion (5mg/Kg PC) provoque des
modifications au niveau de I’histoarchitechture des reins caractérisé par, une hémorragie,
congestion vasculaire, dilatation tubulaire, sclérose de glomérule et nécrose des cellules

¢épithéliales de tube contourné proximal. Voir Figure 47 C et D.
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En revanche, on observe une protection partielle chez les rats traités par la
combinaison MD + EQAC comparativement au groupe de rats traités par le Méthidathion

uniquement. Voir Figure 47 E.
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A : Coupe histologique du rein (HE

x100) d’un rat témoin

G : Glomérule

TC : Tube contournée

B: Coupe histologique du rein
(HE 100x) d’un rat trait¢ pendant
28 jours par [’extrait aqueux
d’ Artemisiacampestris(EQAC)

Figure 46. Coupes histologiques des reins de rat témoin et traités par 1'extrait aqueux

d’ Artemisiacampestris colorés a Hématéine-Eosine 100X.
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C : Coupe histologique des reins (HE
100x) d’un rat traité par le
Méthidathion (5mg/kg PC)pendant
28 jours

DT : Dilatation tubulaire

O Hémorragie

D : Coupe histologique des reins (HE
100x) d’un rat traité par le
Méthidathion (5mg/kg PC)pendant
28 jours

NT : Nécrose tissulaire

<: Sclérose glomérulaire
+- Congestion vasculaire

E : Coupe histologique des reins (HE
100x) d'un rat traité par Ia
combinaison Méthidathion + Extrait
agqueux

d’Artemisiacampestrispendant 28

Jb Hémorragie

Figure 47. Coupes histologiques des reins de rat traité par le Méthidathion (5 mg/Kg PC) et
par la combinaison Méthidathion/Extrait aqueux d”Artemisiacampestris colorés a Hématéine-

Eosine 100X.
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DISCUSSION

Evaluation des effets cytotoxiques du Méthidathion chez les rats wistar : effet sur la
variation des parameétres hématologiques, biochimiques, histopathologiques et sur le

statut du stress oxydatif

D’apres la littérature, 1’exposition aux agents environnementaux peut mener aux
concentrations significatives des especes réactives de 1’oxygene, plus particulierement dans le
cerveau (Migliorea et Coppede, 2009). Le cerveau représente le tissu le plus vulnérable au
stress oxydant. D’une part, en raison de sa consommation accru de I’oxygeéne (O;) ce qui
provoque une génération d’un grand nombre de ROS. D’autre part, il est caractérisé par une
activité inférieure des enzymes antioxydantes tels que : la catalase et la glutathion peroxydase.
De méme, le cerveau est riche en acides gras polyinsaturées qui sont fortement susceptible a
la peroxydation lipidique (Mariani et al., 2005).

Les insecticides organophosphorés (OPIs) sont connus par leurs inhibitions
irréversibles de I’acétylcholinestérase (AChE) dans le plasma, les érythrocytes et le cerveau,
provoquant ainsi une accumulation de 1’acétylcholine au niveau des récepteurs cholinergiques
muscarinique et nicotinique. Les OPIs affectent également certains processus biochimiques
tels que la respiration mitochondriale, le métabolisme des glucides et la biosynthese des
protéines (Gupta et al., 1991 ; Holmuhamedov et al., 1996).

Giiltekin et ses collaborateurs (2000), ont montré que 1’exposition prolongée aux trois
insecticides (diazinon, chlorpyrifos et méthidathion) chez les rats males provoquent la
production accru des espéces réactives de I’oxygeéne ce qui conduit a une altération des
mécanismes de défense antioxydants, ainsi que la peroxydation lipidique de la membrane
cellulaire. Une autre étude similaire réalisée par John et al. (2001), indique que I’exposition
chronique aux insecticides (malathion et dimethoate) engendre une peroxydation lipidique
dans les érythrocytes, une augmentation de 1’activité enzymatique (Catalase et superoxyde
dismutase). Cependant, la supplementation de la vitamine E entraine une amélioration des
mécanismes de défense enzymatique.

Nos résultats obtenus montrent que 1’administration de Méthidathion entraine des
perturbations de certains facteurs de croissance que ce soit dans la premiere ou la deuxieme
expérimentation. Ces perturbations sont caractérisées par une diminution du poids corporel

des rats traités par rapport aux rats témoins. Cette diminution est accompagnée d’une
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diminution significative de la consommation quotidienne d’aliment et d’eau de boisson et
d’une augmentation des poids relatifs des organes étudiés (foie, reins, cerveau et testicules)
chez les rats traités par le Méthidathion comparativement aux rats du lot témoin.

D’une manicre globale, la diminution du poids corporel peut étre expliquée par la
diminution de la consommation quotidienne d’aliment suite a I’intoxication par le
Méthidathion et/ou la malabsorption des nutriments suite aux effets néfastes du MD sur le
tractus gastro-intestinal. Nos résultats concordent avec d’autres travaux réalisés par Guney et
al. (2007), qui ont montré que la croissance corporelle est affectée suite a I’intoxication par le
Méthidathion. Tandis que 1I’augmentation des poids relatifs des organes étudiés peut étre due a
une inflammatoire provoquée par le Méthidathion. Ce dernier, peut agir avec les groupements
thiols (-SH) et hydroxyle (-OH) des protéines ainsi que les acides gras insaturés des lipides
par le biais des radicaux libres provoquant ainsi des effets délétéres.

Nos résultats montrent également que le traitement des rats par le Méthidathion,
provoque des perturbations hématologiques marquées par une diminution importante des
globules rouges, d’hémoglobine, d’hématocrite, des plaquettes et par une augmentation
considérable des globules blancs d’une part et par aucune différence significative de CCMH
et VGM d’autres part. Ces perturbations prouvent que cet insecticide suscité a un effet
hématotoxique, il s’agit d’une anémie hémolytique.

Cette anémie est probablement due aux effets des radicaux libres sur les parois des
globules rouges, augmentant ainsi la peroxydation des lipides membranaire ce qui provoque
I’hémolyse des érythrocytes. Nos constatations sont en accord avec celle de Ojezele et
Abatan, (2009). De plus en présence de forte concentration des xénobiotique, ’hémoglobine
représente la source majeure de la production des radicaux libres donnant naissance au radical
superoxyde et peroxyde d’hydrogeéne (French et al., 1978).

Au regard des résultats obtenus, il en ressort que le Méthidathion entraine des
perturbations au niveau des parameétres biochimiques et enzymatiques. Ces parameétres sont
utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un important outil de diagnostic pour
¢valuer l'exposition et les effets des xénobiotiques. Ces perturbations se traduisent par
I’augmentation de 1’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT), de la
phosphatase alcaline, qui sont des biomarqueurs de la fonction hépatique d’une grande
importance (Klaassen et Watkin, 1984). L’atteinte hypatocytaire peut étre expliquée par
I’hépatotoxicité du Méthidathion fortement liée a ses effets prooxydants. Il semble que le MD

inhibe la voie de phosphorylation oxydative, provoquant ainsi des lésions au niveau des
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membranes hépatocytaires qui déversent leur contenu dans le sang tels que les transaminases
et la phosphatase alcaline (Sefi et al, 2011 ; Attia et al, 2012 ; Etemad et al, 2014).

Lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytoplasmique présente au niveau de
plusieurs organes et tissus. L’apparition extracellulaire de la LDH détecte la présence des
dommages cellulaires (Kumar, 2016). En effet, la LDH joue un role principal dans la voie
glycolytique de la cellule, elle catalyse I’oxydation réversible de L-Lactate en pyruvate en
présence de Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD'), ce dernier est un accepteur
d’hydrogene dans 1’étape finale de la glycolyse anaérobique.

Dans notre étude nous avons enregistrés une augmentation de I’activité¢ enzymatique
de la LDH, cela est peut étre due a I’effet du Méthidathion qui inhibe 1’acetylcholinesterase
provoquant ainsi une hyperstimulation des récepteurs cholinergique qui a son tour provoque
une diminution de ’ATP et de phosphocréatine (Milatovic et al., 2006), ce qui conduit a une
augmentation de la glycolyse, par conséquent une augmentation de 1’activité de la LDH. Cette
derniére représente un mécanisme compensateur afin de maintenir une homéostasie de la
concentration en acide pyruvique et d’autres métabolites de la glycolyse. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Gupta et al., (1991) et Eldemerdash, (2011) qui ont constaté
dans leurs travaux une augmentation de I’activité¢ des isoenzymes de la LDH dans différents
parties du cerveau chez les rats traités par le carbamate (carbufuran) et par les pyrethrinoides
respectivement. Ces altérations biochimiques sont clairement corrélées avec des perturbations
histopathlogiques au niveau du foie. Ce dernier, est responsable de la plupart des réactions de
transformation de composés toxiques en dérivés moins nocifs (Dadoun, 2000). Des études
récentes réalisées par Gokalp et al., (2003); Yavuz et al., (2004) ; Sulak et al, (2005) et
Guney et al., (2007) indiquent que I’exposition chronique aux insecticides notamment le
Méthidathion peut engendrer des lésions tissulaires et des changements histologiques au
niveau du foie, de 1'ovaire, du cceur et des reins. Dans notre étude, les altérations
histologiques du foie sont révélées par une congestion vasculaire, une infiltration
mononucléaire, une hémorragie et une nécrose tissulaire. Ce changement tissulaire peut étre
expliquer par le fait que la molécule du Méthidathion avec son caractére hydrophobe se
combine d’une maniére extensive au membranes biologique particulierement au niveau de la
bicouche lipidique et donc il est a I’origine d’une augmentation du taux des ROS et de la
peroxydation lipidique (Kalender et al., 2005).

A l’issue de cette présente étude, on enregistre une hyperglycémie significative chez

les rats traités par le Méthidathion. Cette augmentation est probablement liée aux effets
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cytotoxiques du Méthidathion, ce qui meéne a une multitude de dysfonctions métaboliques
comme I’insulinorésistance (Santure et al., 2002). Cette insulinorésistance provoque a la fois
une inhibition de la pénétration du glucose dans les tissus qui en besoin, soit suite a une
diminution de la réponse a I’insuline au niveau des cellules insulinosensibles ou bien suite a
une diminution de la stimulation du captage de glucose par I’insuline. (Baudler et al., 2003).
Selon les travaux de Matin et al., (1989), 'augmentation du taux de glucose enregistrée dans
notre expérimentation peut-€tre la conséquence de l'effet inhibiteur de I’insecticide sur
l'activité cholinestérase, d’ou I'accumulation de l'acétyle choline au niveau des sites
neurologiques, cette accumulation a un effet stimulateur sur 1'adéno hypophyse en libérant
I'ACTH , ce dernier stimule la glande surrénale et donc la sécrétion des corticostéroides :
adrénaline et noradrénaline, influencant le métabolisme glucidique.

La bilirubine est le produit final résultant du catabolisme d’hémoglobine (Gonzalez et
al., 2007). En effet, la bilirubine piége I’oxygéne singulet et de radicaux peroxyles RO;" et
protége ainsi I’albumine et les acides gras qui y sont associés a des attaques radicalaires
(Thérond et al., 2005). D’aprés nos résultats, nous avons enregistré une diminution
significative du taux de la bilirubine, cette diminution peut étre expliquée par I'utilisation de
la bilirubine en tant que composé antioxydant dans I’organisme vivant.

Une augmentation des triglycérides (hypertriglycéridemie) et une diminution du
cholestérol (hyporcholestérolémie) a été notée au niveau du plasma des rats traité par le
Méthidathion comparativement aux lots témoins. En générale, la quantité total du cholestérol
présente dans l'organisme dépend du taux d'excrétion dans la bile, sous forme de cholestérol
ou de sel biliaire et du taux de syntheése hépatique, celui-ci est régulé¢ via une enzyme
cytosolique la hydroxy-méthyle-glutaryl-CoA (Campbell et Smith, 2002). Cette perturbation
peut étre attribuée d’une part aux effets des pesticides sur la perméabilité de la membrane
cellulaire du foie et/ou au dysfonctionnement hépatique (Yousef et al., 2003). Et d’autre part,
a leffet du MD en inhibant l'enzyme clé dans la production du cholestérol décrit
précédemment.

Dans le présent travail, une augmentation des taux sériques en urée et en créatinine est
observée chez les rats traités par le Méthidathion comparativement aux rats témoins. Cette
augmentation peut étre due soit a une augmentation du catabolisme protéique, ou a une
augmentation de la glycation des protéines qui peuvent entrainer une atrophie musculaire
accompagnée d’une libération accrue de la purine (El-Demerdash, 2004 ; Kumar et al., 2009).

Cependant, ces deux parameétres représentent un bon biomarqueur du dysfonctionnement
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rénale. Ces modifications biochimiques sont confirmées par les données histologiques. En
effet, ces altération biochimique est clairement révélée au niveau des coupes histologiques des
reins, caractérisé¢ par une hémorragie, une infiltration leucocytaire et une nécrose des cellules
épithéliales de tube contournée proximal (Sulak et al., 2005 ; Stevens et Lowe, 2006).

Le systtme de défense antioxydant présent dans toutes les cellules aérobies,
neutralisant les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogene et/ou par voie
exogene (Winston, 1991). L’une des réactions majeure de la détoxification assurant la
protection de l’organisme vivant est la conjugaison avec le groupement thiol (-SH) du
glutathion (GSH), un tripeptide appartient a la classe des petites molécules intracellulaires les
plus abondantes. En outre, il entre dans la régulation de cycle cellulaire et dans I’expression
des geénes. De méme, le glutathion est un réducteur physiologique responsable de maintenir le
statut redox intracellulaire (Dale et al., 2006).

Dans le cadre de la premiere et la deuxiéme expérimentation, nos résultats révelent
une diminution significative de la teneur en glutathion au niveau des organes étudiés apres
administration du M¢éthidathion 5 mg/Kg PC comparativement aux lots témoins. Nos
constatations sont en accord avec celles de Cemek et al., (2010) concernant I’altération du
statut pro/antioxydant des rats traités par les organophosphorés.

La peroxydation lipidique (LPO) est I’'une des principales conséquences des
dommages oxydatifs provoqués par la toxicité de plusieurs xénobiotiques. La LPO est le
processus de la dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés. En effet, son occurrence
dans les membranes biologiques cause des changements dans la structure et dans la fonction
membranaires et méne alors a la diminution de la fluidit¢ membranaire et I’inactivation de
plusieurs enzymes membranaires (Gutteridge et Halliwell,. 2000). Le degré de la LPO est
mesuré en termes de malondialdéhyde (MDA), produit final de la LPO. Dans la présente
¢tude, I’augmentation du taux de MDA est observée au niveau des organes ¢tudiés chez les
rats traités par le Méthidathion. Ces résultats concordent avec les expérimentations de
Altuntas et al., (2002) et Yavuz et al., (2004), qui ont enregistré une augmentation du taux de
MDA suite a I’exposition chronique du Méthidathion a raison de 5 mg/Kg de poids corporel.

Suite a la production accrue des especes réactives de 1’oxygene induite par le
Méthidathion, I’organisme possede une multitude d’enzymes antioxydantes qui permettent de
lutter contre les effets déléteres du stress oxydatif. Une augmentation excessive des radicaux
libres produit un déséquilibre du systétme prooxydant/antioxydant ce qui meéne a une

perturbation de ’activité de GPx, GST, SOD et CAT dans les organes ¢étudiés des rats traités

Etude des effets protecteurs de la supplémentation en sélénium et en zinc sur la cytotoxicité induite par le
Meéthidathion chez le rat Wistar : Exploration thérapeutique de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris



ETUDE EXPERIMENTALE DISCUSSION

par le Méthidathion comparativement aux rats témoins. Cette perturbation peut étre expliquée
soit par un état d’épuisement a la suite de surexploitation du stress oxydatif, soit tout
simplement par une inhibition de leurs expressions par le Méthidathion.

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme clé¢ qui régle le niveau des ROS, la
GPx est capable de non seulement de réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, mais aussi les
hydroperoxydes résultants de I’oxydation des acides gras insaturés. A la lumiére des résultats
du présent travail, on enregistre une diminution significative de I’activité de la GPx dans les
organes ¢tudiés (foie, reins, cerveau) chez les rats traités par le Méthidathion
comparativement aux rats témoins. Cependant, 1’activité de la GPx nécessite la présence du
glutathion et du sélénium pour son bon fonctionnement (Nielson et Jorgensen, 1995), cette
diminution est due principalement a une surproduction de peroxyde d’hydrogéne et a un
épuisement du sélénium et de GSH. Par contre, on enregistre une augmentation de 1’activité
de GPx dans les testicules, cela peut étre expliqué par le fait que cet organe est le plus
susceptible aux effets du Méthidathion.

La glutathion-S-transférase (GST) est une enzyme impliquée dans les processus de la
détoxification plus particuliecrement de la biotransformation de la phase II. En outre, en
réponse au stress oxydant la fonction principale de la GST est de se conjuguée a une molécule
de GSH et une grande variété de produits de la peroxydation lipidique pour permettre leur
¢limination (Manawadi et Kaliwal, 2010). Dans la présente étude, on observe une diminution
significative de I’activité¢ de la GST dans tous les organes ¢tudiés. Ces résultats conforment
avec ceux obtenus par Altuntas et al., (2002) qui ont constaté¢ que le Méthidathion provoque
des effets prooxydants sur I’activité enzymatique ce qui provoque leur inhibition.

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme antioxydante qui prend en charge
I’anion superoxyde et le métabolise en peroxyde d’hydrogene. Tandis que la catalase (CAT)
est une enzyme péroxysomale dont le role est de prévenir les peroxydations des molécules
biologiques induites par le peroxyde d'hydrogéne précédemment produit par la SOD et le
métabolise en eau.

On constate dans cette étude, une réduction significative de l'activit¢ de la SOD dans
le foie et les testicules, ainsi qu’une diminution significative de la CAT dans tous les organes
¢tudiés chez les rats traités par le Méthidathion comparativement aux rats témoins. Cette
diminution peut étre attribuée a la surproduction de 1’anion superoxyde. En outre, 'effet du

Meéthidathion sur la SOD est également attribué a la modification de I’expression de cette
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enzyme en affectant sa structure, 1’épuisement des antioxydants cellulaires comme le GSH et
la vitamine E.

Des travaux élaborés par Kono et Fridovich, (1983) indiquent que ’inhibition de la
catalase provoque la libération accru d’H,O,, ce dernier peut a son tour inhibe I’activité de la
superoxyde dismutase (SOD). En revanche, I’augmentation de I’activit¢ de la SOD dans les
reins et le cerveau refléte une activation du mécanisme compensateur vis-a-vis des effets
déléteres provoqué par le Méthidathion, ce qui indique une réponse adaptive aux radicaux
libres générés (Akturk et al, 2001).

La thyroide est une glande endocrine, responsable de la synthése et la sécrétion des
hormones thyroidiennes (3,5,3’-triiodothyronine ou T3 et 3,5,3°,5’-tetraiodothyronine ou T4).
Ces hormones thyroidiennes jouent un role trés privilégiés dans la maturation et le
développement de nombreux organes et tissu durant la période périnatale et participe a la
maturation de I’homéostasie chez 1’adulte. En plus, un rdle essentiel de ces hormones, est de
favoriser la calorigénése en augmentant la consommation de la synthése de I’ATP ainsi que
I’activité de la pompe Na+K+ ATPase (Degroot, 1989). De plus, les hormones thyroidiennes
possedent deux principaux sites d’action ; au niveau nucléaire dont ils interviennent dans la
régulation et la transcription des geénes ciblent, par contre au niveau mitochondriale, elles
favorisent le découplage des phosphorylations oxydatives.

Des études toxicologiques montrent que suite a une exposition prolongé au fipronil
favorise une hypersécrétion de I’hormone hypophysaire (TSH), en réponse a la diminution de
la concentration circulante des hormones thyroidiennes (T3, T4), ce qui pourrait entrainer un
emballement du cycle cellulaire favorisant [’émergence de mutations spontanées
potentiellement carcinogénese (Criqui, 20006).

Dans la présente étude nous avons enregistré une diminution trés hautement
significative de la concentration en T3 et non significative de la concentration en T4. Cette
diminution peut étre attribuée aux effets déléteres du Meéthidathion sur les cellules
folliculaires morphologiques, ou il inhibe 1’action des enzymes responsables de la conversion
de T4 en T3 (Ahmed et al., 2000). Par ailleurs, selon les travaux de (Silvestri et al., 2008), la
concentration plasmatique du T3 est toujours inférieure a celle du T4, qui est peut &tre
expliqué par la faible liaison de la T3 avec les protéines plasmatiques (TBG, TTR et
albumine) et il se dégrade rapidement que la T4 dans le sang. Une étude similaire réalisée par
Messarah et ces collaborateurs (2007) montrent 1’installation d’un état de stress oxydant en

relation avec I’hyperactivité thyroidienne.
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Nos résultats montrent également une diminution de la concentration sérique en
testostérone, probablement liée a I’influence du Méthidathion sur la biosynthése des
androgénes suite a wune inhibition de la 17-cétosteroide réductase qui convertit
'androsténedione en testostérone. Cette diminution peut étre expliquée par la destruction des
cellules interstitielles de leydig, responsable de la biosynthése de la testostérone par les
radicaux libres. Cependant, la testostérone est produite a partir du cholestérol, cette
perturbation peut étre corrélée a la diminution de la concentration plasmatique en cholestérol.

De nombreuses études ont recherché une éventuelle association entre 1’exposition a
certains pesticides et leurs effets sur la reproduction masculine. Selon 1’étude de Taylor et al.,
(1978) qui montrent que 1’exposition chronique de chlorodécone provoque une baisse
significative du nombre de spermatozoides ainsi que de leur mobilités. Une autre étude
réalisée par Monosson et al., (1999) indiquent que le vinchlozoline, un fongicide trés répondu
possede deux métabolites qui ont des propriétés anti androgénique, influencant ainsi sur le
taux de testostérone.

La neurotoxicité correspond généralement a une perturbation de I’influx nerveux, le
cas de I’acétylcholinestérase (AChE), enzyme impliqué dans la transmission de 1’influx
nerveux son inhibition traduit I’exposition a une ou plusieurs substances ayant une action
neurotoxique. Les résultats obtenus indiquent une diminution significative de D’activité de
I’AChE dans le cerveau chez les rats traité par le méthidathion comparativement aux rats
témoins. Cette diminution est expliquée par 1’effet inhibiteur irréversible du Méthidathion sur
I’AChE.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Karanth et al., (2004) qui rapportent que le
chlopryrifos et le méthyle parathion inhibent significativement apres I’exposition, I’activité de
I’AChE au niveau des cerveaux de rats adultes. La diminution d'AChE, observée in vivo et
dans des tranches de cerveau, inhibe ainsi la neurotransmission cholinergique. Ceci est
accompagné par des perturbations neurophysiologiques.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Sutcu et al., 2006). De méme, les
résultats de Khaled et al., (2002) montrent qu’une administration d’une dose de 50 mg/Kg de
chlorpyrifos inhibe significativement ’activité de la cholinestérase cervicale et plasmatique a

un taux similaire chez les rats femelles et leur feetus.
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II. Evaluation des effets cytoprotecteurs et antioxydants du sélénium et du zinc contre la

cytotoxicité induite par le Méthidathion chez les rats wistar

Dans la premiere expérimentation, la co-administration du sélénium et du zinc avec le
Méthidathion, chez les rats traités a amélioré la croissance pondérale et les poids relatifs des
organes (foie, reins et testicules), elle a rétabli 1’anémie hémolytique provoquée par le
Me¢éthidathion. Comme, elle a réduit les effets cytotoxiques de Méthidathion sur les parameétres
biochimiques que ce soit sur le bilan hépatique (activité enzymatique des transaminases,
phosphatase alcaline et lactate déshydrogénase, glucose et bilirubine), le bilan rénal (urée,
créatinine), le bilan lipidique (cholestérol, triglycérides) ou sur le bilan thyroidien (T3, T4) et
sur la testostérone.

La co-administration (Se+ Zn+ MD) a entrainé également une amélioration importante
dans les parametres du stress oxydatif (taux du GSH et MDA, activités enzymatiques de GPx,
GST, SOD et CAT) dans les organes étudiés (foie, reins et testicules).

Au regard des résultats obtenus, il ressort que la co-administration du sélénium et du
zinc a partiellement atténué¢ les altérations histologiques du foie provoqué par le
Méthidathion. Des études expérimentales réalisées par Heikal et al., (2012) et Goel et al.,
(2005), ont démontré que 1’administration du sélénium et du zinc chez les rats traités par le
chlorpyriphos restaure également les parameétres du stress oxydatif et réduit les altérations
histologique des hépatocytes.

Le sélénium est un oligo-€¢lément constitutif de la sélénocystéine, un acide aminé
indispensable pour assurer le bon fonctionnement des glutathion peroxydases (GPx) et des
thiorédoxine réductases : deux enzymes précieuses pour protéger 1’organisme contre
I’oxydation par les radicaux libres (Schelgel, 2010 ; Nys, 2001)

Le zinc est un oligoélément, ¢’est un cofacteur de la SOD et participe dans la plupart
des fonctions biologiques principalement la défense oxydative des membranes cellulaires, la
défense immunitaire, la synthése des protéines, des lipides et des glucides et la biosynthése
des acides nucléique, ainsi que le transport de CO,. En outre, Le zinc est un cofacteur de la
delta-5-réductase ; enzyme clé du métabolisme de la testostérone produisant la
diydhydrotestostérone, (Prasad, 1998 ; Field et al, 2002), c’est pour cette raison, le taux de la
testostérone est amélioré dans la présente étude.

De méme, le zinc joue un role essentiel dans la protection des cellules contre les

dommages causés par les radicaux libres, car il stimule la synthése intestinale de la
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métallothionéine (MTs), cette dernicre est une protéine de faible poids moléculaire et possede
une exceptionnelle richesse en résidus de cystéine. Les MTs jouent un rdle dans I'homéostasie
des métaux essentiels tels que le zinc et le cuivre, la détoxification des métaux lourds tels que
le cadmium et la protection contre les différents stress physiques et chimiques (Goel et al.,
2000 ; Achard-Joris, 2005).

Nos résultats pouvant étre comparé avec les données de différents travaux réalisées
dans le méme contexte par Said et al., (2010), évaluant I’effet préventif synergique du
sélénium et du zinc aprés une exposition chronique au cadmium chez le rat male. Le cadmium
provoque des dommages oxydatifs au niveau des testicules, marqué par une diminution
significative de D’activité¢ enzymatique de la GPx, SOD et de la CAT. Tandis que la
supplémentation de la combinaison sélénium + zinc a rétabli ces perturbations. En outre,
d’apres la littérature, le sélénium et le zinc ne peuvent pas étre des antagonistes, car la
distribution orbitale des électrons est différente dans ces deux éléments. Généralement, les
oligoéléments avec une structure électronique similaire, sont considérés comme des
antagonistes (Hurley et al, 1983)

Il a été démontré in vivo qu’il existe une interaction entre le sélénium et le zinc chez
les rats femelles traités par le °Se et le ®Zn, cette interaction provoque une rétention
importante du sélénium et une augmentation de la concentration en zinc dans le cerveau, la
rate, le sang, les poumons et le cceur. Cependant, 1’excrétion urinaire et fécale représente un
bon marqueur de cette interaction. En effet, en présence du zinc, le taux du sélénium urinaire
est faible de méme, en présence du sélénium, le taux du zinc fécal est faible (Chmielnicka et
al., 1988).

Des expériences réalisées par Deepmala et al., (2011) ont montré I’effet protecteur et
modulateur de la co-administration du sélénium et du zinc contre la toxicité induite par le
dimethylmercure (neurotoxine plus puissant) administré par voie orale chez les rats suite a
une exposition chronique de 12 semaine.

Des données bibliographiques (Ferencik et Ebringer, 2003 ; Yan et Chang 2012) ont
¢galement confirmé que le traitement avec le sélénium et le zinc comme antioxidant et
antitumeur est associ¢ a plusieurs effets immunomodulateurs, tels que 1'amélioration de
l'activité des cellules NK (naturel Killer), des lymphocytes T, des macrophages et des
neutrophiles affectant la prolifération et la différenciation cellulaire et intervenant donc a la

prévention du cancer et d’autres pathologies y compris le stress oxydatif et I’inflammation.
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Une étude récente de Ibrahim et al., (2011), réalisée pour évaluer 1’effet protecteur de
la combinaison du sélénium et du zinc administré par voie orale sur 1’effet toxique du benzéne
chez les rats male de la souche Wistar, a montré une diminution du taux de MDA, une
augmentation du taux de la GSH ainsi que ’activité¢ enzymatique de la GPx, GST, SOD et
CAT et une réduction des anomalies histologiques provoqué par le benzéne sur les
hépatocytes.

L’ensemble de ces résultats montrent 1’effet protecteur et synergique du sélénium et du
zinc sur 1’hépatotoxicité induite par le Méthidathion entrainant ainsi une augmentation de la
disponibilité du glutathion (GSH) qui est I’'un des antioxydants intrinséques qui empéchent les
dommages cellulaires. On peut suggérer que ces oligoéléments, participent directement a la
structure moléculaire des hormones ou des enzymes, contribuant a leurs donner une forme

spacial optimum pour étre reconnue par leurs récepteur.
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III.  Evaluation de la capacité préventive de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris sur

les effets néfastes induits par le Méthidathion chez les rats Wistar

La deuxiéme expérimentation concerne 1’étude des effets préventifs et antioxydants de
I’extrait aqueux d’Artemisia campestris contre la cytotoxicité induite par le méthidathion.

A la lumiére de nos résultats de la détermination quantitative en polyphénols, en
flavonoides et en tanins, il apparait que la plante constitue une source prometteuse en
composés bioactives bénéfiques a la santé humaine, principalement ’activité antioxydante
pour la prévention contre les maladies provoquées telles que 1’athérosclérose (Omar, 2010).

Tout d’abord, les ployphénols sont estimés par plusieurs méthodes, comme la méthode
de bleu de Prusse (Graham, 1992), mais la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu. En
présence des polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu change sa couleur du jaune au bleue,
ce qui permet de mesurer I’intensité de la couleur a une longueur d’onde de 765 nm dont
I’acide gallique est utilis¢ comme standard. Les résultats du dosage montrent que 1’extrait
aqueux d’AC est riche en polyphénols totaux de I’ordre de 49.6 = 0.04 mg EAG/g de matiére
séche.

Akrout et al, (2011) ont montré que les extraits organiques et aqueux d’Artemisia
campestris de la Tunisie sont caractérisés par la présence de polyphénols totaux de I’ordre de
463.2 mg EAG/g et 311.5 mg EAG/g respectivement.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bakhchiche et Guerib (2014), qui ont
montré que la partie aérienne d’Artemisia campestris d’Algérie posséde un contenu en
polyphénols de I’ordre de 18.73 mg EAG/g.

On constate que le profil polyphénolique d’AC peut varier selon plusieurs facteurs tels
que, le climat, la saison (floraison), la température et le solvant d’extraction, en effet, une
température ¢levée au moment d’une extraction organique ou aqueuse permet d’obtenir un
rendement élevé en polyphénols.

La détermination quantitative des flavonoides s’effectue par la méthode de trichlorure
d’aluminium, basée sur la formation d’un complexe flavonoide-ion d’aluminium ayant une
absorbance maximale a 430 nm dont la quercétine est utilisée comme standard. Le résultat du
dosage des flavonoides est de 29.8 = 0.03 mg QE/g. En revanche, la teneur en tanins réalisée
selon la méthode de Julkunen-Tiitto (1985), semble légérement inférieure a celle des
flavonoides et des polyphénols, de ’ordre de 20.52 + 0.1 mg CA/g dont la catéchine est

utilisée comme standard.
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Plusieurs études (Saoudi et al., 2010 ; Akrout et al., 2011) se sont intéressées a la
quantification des flavonoides dans les extraits aqueux et organiques d’Artemisia campestris,
dont le contenue varie entre 24 mg QE/g et 131.89 mg QE/g de matiere séche. Cependant,
quand l'extraction est réalisée avec une solution alcoolique a 50 %, la valeur estimée est de
56.31 QE/g.

L’activité antiradicalaire in vitro de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris est
évaluée par le test au DPPH et la technique de décoloration du radical cation ABTS. Le test
au DPPH est utilisé pour le criblage des molécules douées d'activités antioxydantes présentes
dans les extraits des végétaux (Yi et al., 2008). Les résultats de 1’analyse par les deux tests
sont exprimés par la valeur de I’IC50. Une solution standard d’acide ascorbique est utilisée
pour vérifier les deux méthodes d’activité antioxydante.

En ce qui concerne le test a I’ABTS, Pactivité est de 0.726 mg/ml, alors qu’elle est
inferieur pour le test au DPPH de I’ordre de 0.313 mg/ml. On peut conclure que les valeurs
trouvées par le radical DPPH sont les plus importantes que celles trouvées par le radical
ABTS, par comparaison a celle de I’antioxydant standard acide ascorbique.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Akrout et al., (2011) qui ont montré
dans leurs travaux que la valeur du CI50 % au test de DPPH est inferieur pour les trois types
d’extraits (Ethanol 50 %, huile essentielle et extrait aqueux) par rapport au test de I’ABTS.

A travers la recherche bibliographique, la détermination des coefficients de corrélation
entre les CIS0 et le contenue en polyphénols et en flavonoides a montré I’existence d’une
corrélation négative (R?= -1). Ce qui signifie que les valeurs de CI50 diminuent avec
I’augmentation du contenu de polyphénols et flavonoides (Mariod et al., 2010).

Certains travaux ont montré que I’activité antioxydante est corrélée positivement avec
la structure des polyphénols. En effet, les polyphénols ayant un grand nombre du groupement
hydroxyles (OH), présentent 1’activité antioxydante la plus élevée due a leur pouvoir de
donner plus d’atome pour stabiliser les radicaux libres (Hein et al., 2002 ; Torres de pinedo et
al., 2007).

Dans la présente étude, 1’huile essentielle obtenue apres hydrodistillation des feuilles
séches d’Artemisia campestris (Rendement : 0.9%) est analysée par la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). Le résultat de cette analyse
révele que ’huile essentielle d’AC est en majorité constitué de monoterpéne hydrocarbonés
dont les plus important sont (a-pinene 20 %, B-pinene 1.9 %, Myrcene 8.3%, p-cymene 6.3
%, Limonene 6.5 %, (Z)-B-ocimene 6.8 %, (E)-B-ocimene 3.6 % et y-terpinene 3%). Ce qui
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explique I’activité antitumorale de la plante vis-a-vis de différents types de cancers (cerveau,
foie et la peau) (Li et al, 2009 ; Darmanin et al, 2009).

En 2011, Akrout et ses collaborateurs, ont conclu que I’huile essentielle d’Artemisia
campestris est constituée en majeure partie de monoterpénes hydrocarbonés (72.2 %) suivi
par les sesquiterpénes hydrocarbonés (15.0 %) et les monoterpenes et sesquiterpenes
oxygénées de 1’ordre de 2.9 et 8.9 % respectivement.

D’apres la littérature, cette plante est utilisée en médecine traditionnelle et elle posséde
plusieurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires (antibactérien, antifongique, perturbation
gastrique, diarrhée, crampes abdominales, hypertension, rhumatisme, envenimation...).
(Boukef, 1986). Selon Aniya et al. (2000), un extrait aqueux d’Artemisia campestris a montré
une forte activité antiradicalaire et antioxydante (test DPPH, test superoxyde). De nombreuses
¢tudes expérimentale in vitro et in vivo ont montré que I’Artemisia campestris exercer une
activité¢ antioxydante. En effet, Sefi et al., (2011) ont testé¢ 1’effet préventeur de 5 % de
I’extrait aqueux d’Artemisia campestris sur les dommages oxydatifs induits au niveau du foie,
aprés une exposition chronique au fenthion a une dose de 551 ppm chez les rats adultes
pendant 21 jours de traitement.

Plusieurs études ont montrés que les composés flavonoides et polyphénoles inhibent la
formation des radicaux libre ainsi que la propagation des réactions oxydative a travers des
réaction de don de I’hydrogene et hydroxylation aromatique (Hanasaki et al., 1994).

Saoudi et al., (2008) ont montré que 1’exposition aigué des rats aux extraits de chair et
de foie de L. lagocephalus a induit une néphrotoxicité et des effets cytotoxiques oxydatifs.
Ainsi I’extrait d’Artemisia semble jouer un role rénoprotecteur contre la toxicité induite par
I’extrait de toxine de L. lagocephalus en atténuant les dommages oxydants grice a ses
propriétés antioxydantes.

De plus, les travaux de Séfi et al, 2010 suggérent que 1’administration de 1’extrait
aqueux d’Artemisia campestris a une dose de 200 mg/Kg chez les rats diabétique, induit une
augmentation de la biosynthése de la glutathion (GSH), diminuant ainsi le stress oxydatif.

D’apres les résultats obtenus dans la deuxiéme expérimentation, on peut constater que
le prétraitement et la co-administration d’extrait aqueux d’Artemsia campestris avec le
Méthidathion ont fourni une protection significative aux parametres hématologiques et
biochimiques, et aux marqueurs du stress oxydatif qui sont altérés en présence de cet

insecticide (M¢éthidathion). Cela est probablement di a la richesse de I’extrait en composés
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bénéfiques qui ont un pouvoir antioxydant puissant et jouent certainement un réle important
in vivo.

A T1’égard de ce désordre biochimique sérique, on constate que le MD induit un effet
oxydatif hépatique, rénal et nerveux apres une exposition. Ceci est justifié par I’installation
d’une peroxydation lipidique dans les organes en question et ce phénomene toxique engendre
aussi une diminution significative des activités SOD, CAT et GPx. Des résultats similaires ont
mentionné le méme désordre enzymatique des activités antioxydantes SOD, CAT et GSH-Px
(Xu et al., 2007). La co-administration de 1’extrait d’artemisia semble atténue la toxicité
induite par le MD et rétablit le taux des TBARS et des enzymes antioxydantes SOD, CAT et
GPx vers la normale.

En effet, la supplémentation de 1’extrait aqueux d’AC allégeait aussi les altérations
histologiques (foie et reins) induites par le Méthidathion. Cette amélioration pourrait tre
attribuée a la richesse de cette plante en composés phénoliques conduisant a la réduction des
modifications histopathologiques et la restauration de 1'état physiologique normal de
l'organisme.

Des travaux antérieurs effectués sur des cellules nerveuses ont prouvé que 1’addition
des extraits de certaines plantes médicinales a savoir : Euphorbia hirata, Piper methysticum,
Scaevola sericea a la dose de 5g/l protége contre la toxicité induite par 1’ouabaine, la
vératridine et la ciguatoxine. Ces résultats prouvent que ces extraits végétaux contiennent des
composés actifs antioxydants qui empéchent la cytotoxicité évoquée par ces biotoxines
(Boydron-Le Garrec et al., 2005). Nos études corroborent aussi avec les travaux de Hayder et
al. (2008) qui montrent que les feuilles de Myrtus communis ont des activités antioxydantes
qui empéchent I’activation de la xanthine oxydase, la production des LPO et agissent comme

piégeur de radicaux libres (radical DPPH).
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Conclusion et perspective

Au terme de cette étude de recherche, nos résultats montrent, dans un premier temps,
que I’administration du Méthidathion, que ce soit dans la premiére et/ou dans la deuxiéme
expérimentation a 5 mg/kg de poids corporel par gavage chez les rats males adultes pendant
28 jours, a provoquée des perturbations dans la plupart des paramétres étudiés. L’ensemble

des résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes:

» En ce qui concerne la croissance corporelle, nos résultats ont indiqué :
= Une diminution du poids corporel durant la période de traitement accompagnée
d’une augmentation des poids relatifs des organes étudiés (foie, reins, testicules
et cerveau).

> A propos de 1’étude des paramétres hématologiques, 1’administration du Méthidathion a

provoqué :
= Une diminution du nombre de globules rouges, d’hémoglobine et d’hématocrite
par rapport aux valeurs moyennes. Témoignant de I’installation d’une anémie
de type hémolytique.

» Le traitement par le Méthidathion a induit des perturbations au niveau des paramétres
biochimiques et des biomarqueurs hépatiques, rénaux, thyroidiens et métaboliques, ce qui
confirme 1I’effet hépatotoxique et néphrotoxique du Méthidathion :

= hyperglycémie ;

= diminution de la concentration plasmatique en bilirubine totale ;

= diminution de la concentration plasmatique en cholestérol ;

= augmentation du taux des triglycérides ;

= augmentation de la concentration en urée et en créatinine ;

= augmentation de I’activité¢ enzymatique ASAT, ALAT, PAL, LDH ;

= diminution de la concentration plasmatique en T3 et T4, et en testostérone.

> En ce qui concerne 1’¢tude des parametres du stress oxydatif sur les organes étudiés (foie,
reins, testicule et cerveau), nos résultats ont montré aussi que le Méthidathion a un effet

pro-oxydant, capable de perturber le systéme antioxydant par :
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une diminution du taux de glutathion réduit (GSH) dans tous les organes
étudiés;

une forte péroxydation lipidique (MDA) au niveau de tous les organes
étudiés;

une diminution de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
au niveau du foie, des reins et du cerveau;

une diminution de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase au
niveau de tous les organes étudiés;

une diminution de 1’activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD) au
niveau du foie;

une diminution de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) au niveau de
tous les organes étudiés;

une diminution de I’activité enzymatique de 1’acétylcholinestérase (AChE)

au niveau du cerveau.

> En ce qui concerne I’étude histologique, nos résultats illustrent des atteintes remarquables

au niveau des organes étudiés (foie, reins). Ceci témoigne de I’effet cytotoxique du

Méthidathion et ses métabolites exercés sur ces deux organes cibles les plus susceptibles

d'étre endommagés.

» En outre, nos résultats montrent également que la supplémentation du sélénium a raison

de (1.5 mg/kg de poids corporel) et le zinc (0.227 mg/ml) ou le prétraitement par I’extrait

aqueux d’Artemisia campestris a raison de (5 g/l) avec le Méthidathion ont amélioré la

plupart des parametres étudiés :

une amélioration des parametres physiologiques ;

une diminution du taux plasmatique en urée et en créatinine;

une diminution du taux des biomarqueurs de toxicité a savoir : ASAT,
ALAT, PAL, LDH ;

une augmentation du taux de GSH ;

une diminution significative du taux de MDA;

une régulation de 1’activité des enzymes antioxydantes (GPx, GST, SOD et
CAT);

une régulation du taux sérique en hormones thyroidiennes et en

testostérone;
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

= une augmentation de [’activit¢ enzymatique de I’AChE an niveau du
cerveau ;
= une réduction des effets cytotoxiques du Méthidathion sur

I’histoarchitecture du parenchyme hépatique et rénale.
En perspective, il sera intéressant :

+ d’explorer les métallothionéines ainsi que les protéines du stress : Heat
Shock Proteins (HSP) ;

+ d’extraire et de déterminer toutes les molécules bioactives de 1I’Artemisia
campestris pour mieux caractériser ses effets protecteurs vis-a-vis du stress

oxydatif.
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ANNEXE



Composition chimiques de tous les constituants chimiques de I’huile essentielle d’ Artemisia

campestris
Constituants RT (min) Composition %
a-pinene 941 20,0
sabinene 977 0,4
B-pinene 981 1,9
myrcene 993 8,3
p-cymene 1028 6,3
limonene 1032 6.5
(Z)-B-ocimene 1042 6,8
(E)-B-ocimene 1052 3,6
y-terpinene 1063 3,0
terpinolene 1090 0,6
linalool 1101 0,5
a-campholenal 1127 0,4
trans-verbenol 1146 0,4
p-mentha-1,5-dien-8-ol 1168 0,3
4-terpineol 1179 0,5
a-terpineol 1191 0,5
trans-carveol 1219 0,3
(Z)-3-hexenyl isovalerate 1238 0,4
| a-copaene 1377 0,3
2-ethylnaphthalene 1385 0,6
B-caryophyllene 1419 0,5
aromadendrene 1440 0,4
alloaromadendrene 1462 0,6
y-gurjunene 1475 0,4
y-muurolene 1478 1,9
ar-curcumene 1483 2,6
bicyclogermacrene 1496 1,3
trans-y-cadinene 1514 0,5
d-cadinene 1524 1,1
italicene ether (=6,11-oxido-acor-4-ene) 1537 0,4
(E)-nerolidol 1564 1,3
(Z)-3-hexenyl benzoate 1570 0,4
spathulenol 1577 14,7
globulol 1584 1,4
viridiflorol 1591 0,4
5-epi-T-epi-a-eudesmol 1602 0,3
geranyl isovalerate 1609 1,1
T-cadinol 1641 0,9
B-eudesmol 1650 1,2
a-cadinol 1654 1,4
aromadendrene epoxide-(1) 1673 0,5




cis-o-santalol 1682 1,1
Monoterpene hydrocarbons 57,4
Oxygenated monoterpenes 4,0
Sesquiterpene hydrocarbons 10,0
Oxygenated sesquiterpenes 23,2
0,0
Non-terpene derivatives 1,4

Total identified

96,0
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The aim of this study was to determine the effect of a sub-acute 4-week exposure to methidathion (MD)
on the hematological system and hepatic integrity of rats. We also assessed whether co-administration
of micronutrients such as selenium (Se) and zinc (Zn) prevented MD-induced hepatic damage. Rats
were randomly divided into four groups of six each: the first group served as a control which received
standard diet, the second group received both Se (0.5mg/kg of diet) and Zn (0.227 g/l drinking water),
the third group received only MD (5 mg/kg b.w. by gavage using corn oil as a vehicle), and the fourth
group received MD and combined selenium and zinc. After four weeks, exposure to MD induced a
significant increase in plasmatic activities of AST, ALT, ALP, LDH, and liver malondialdehyde level. In
contrast, reduced glutathione level (GSH), and the activities of catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), and the glutathione peroxidase (GPx) content of hepatic tissue decreased significantly.
Moreover, treatment with Se and Zn in MD-treated rats maintained all the biochemical parameters cited
above. In conclusion, the obtained results indicate the ability of Se and Zn to attenuate the MD-induced
liver and erythrocytes oxidative damage.

Key words: Biochemical studies, liver, methidathion, oxidative stress, rat, selenium, zinc.

INTRODUCTION

Organophosphate insecticides (OPIs) are widely used in insects and micro-organisms throughout the world. The
agriculture, in order to enhance food production against predominant action of OPIs is to cause inhibition of acetyl
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Figure 1. Chemical structure of methidathion.

cholinesterase (AChE) activity in the target tissues
leading to the accumulation of acetylcholine substance.
The latter represent the chemical mediator of nervous
system, and it is responsible for the transmission of
nervous function by binding to post synaptic acetylcholine
receptors, resulting in muscle contraction or glands
secretions (Lauwerys and Lisson, 2007; Abou-Donia,
2010). Chronic and subchronic exposure of OPls may
induce oxidative stress leading to the generation of free
radicals and alteration in antioxidants or reactive oxygen
species (ROS) scavenging enzymes (Attia et al., 2012).
Methidathion (ultracide, GS 13005) S-[(2, 3-dihydro-5-
methoxy-2-oxo-1, 3, 4-thiadiazol 3(2H)-yl) methyl] O,0
dimethyl phosphorodithioate) (Figure 1) is one of the
most widely used OPIs for agriculture and public health
programmes (Yavuz et al., 2004). It has been reported
that the major route of methidathion metabolism in rat
liver was through glutathione-S-transferase and that the
predominant metabolite was desmethyl methidathion
(Beauvais, 2005). Some previous studies showed the in
vivo and in vitro effect of MD on lipid peroxidation (LPO),
and antioxidant enzyme in which a single dose of MD
caused elevation in erythrocytes LPO (Altuntas et al.,
2002a). In addition, the sub chronic administration of MD
may induce biochemical and histopathological changes in
different tissues such as liver, kidney and heart.
However, the supplementation of antioxidants can be
useful to constrain the oxidative damage. The interest in
selenium pharmacology and biochemistry has increased
since it possesses biological and antioxidant properties
as those of vitamin C and D and some micronutrients
(Altuntas et al., 2002b; Gokalp et al., 2003; Sulak et al.,
2005; Guney et al., 2007a). Also, antioxidant enzymes,
that is, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx), operate in concert together
with several other non-enzymatic molecules to contrast
the ROS actions and to avoid oxidative damage.

SOD catalyzes the reduction of superoxide anion into
hydrogen peroxide, which is subsequently detoxified by
CAT and GPx at both intra and extra-cellular levels
(Ghalehkandi et al., 2013). In particular, an isoform of
SOD has been identified and shown to include Se and Zn
at its catalytic site. Consequently, Zn and Se are
considered essential for the correct functioning of an
organism. Additionally to being a co-factor of SOD, Zn is
required, as a functional component, in more than 200
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enzymes and transcription factors (Sfar et al., 2009). Zinc
is a structural constituent of many proteins, hormones
and hormone receptors, which plays a fundamental role
in a wide range of biochemical processes, and it is an
important modulator in the mammalian central nervous
system (CNS). In addition, zinc exhibits both neurotoxic
and neuroprotective effect (Nowak, 2000). Zn also
functions as an antioxidant; it is a constituent of the
antioxidant enzyme superoxide dismutase (Shankar and
Prasad, 1998) and maintains the physiological roles of
metallothioneins. Furthermore, Zn prevents the reactions
between thiols and iron, which give rise to free radicals,
and is also an essential constituent of the nucleic acid-
repairing enzymes and a membrane stabilizing factor
(Savarino et al., 2001). Selenium is also an essential
trace element, which plays an antioxidant role, as a
selenocysteine residue. The best known biochemical role
of Se is to be a part of the glutathione peroxidase active
site (Kralj and Gorup, 2004). Selenium was demonstrated
to be a modulator of oxidative stress response, where its
supplementation could prevent chronic degenerative
diseases (Rayman, 2002).

Furthermore, some investigators confirms that the
interactions between zinc and selenium are not really
apparent, and the mode of interaction could be by the
competition for a common ligand or transport sites, so,
one element may be involved in the metabolism of the
other (House and Welch, 2014). However, it has been
established that the co administration of Se and Zn
together exercise a synergistic effect against the
oxidative stress induced by cadmium (El Heni et al,
2009). Most previous reports in the field of pesticides and
oxidative stress were performed by using single
intoxication on animal models. For this reason, the
present study was undertaken to evaluate the effect of a
sub-chronic exposure of methidathion not only
administered alone, but also in combination of two
micronutrients Se and Zn to male rats. Therefore, the aim
of this study was to (i) evaluate the effect of methidathion
on biochemistry, lipid peroxidation and enzyme activities
and to (i) investigate the combined administration of
selenium and zinc in alleviating the methidathion induced
toxicity.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and reagents

A commercial formulation of methidathion, named ‘Supracide®,
Syngenta Crop Protection Pty Limited)’ was used in the
experiments. All other chemicals used in this study were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, USA).

Animals and treatment
Twenty eight (28) male Wistar rats (weighing 270 to 290g) were

obtained from the Pasteur Institute (Algiers, Algeria). Animals were
acclimated for two weeks under the same laboratory conditions of
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photoperiod, relative humidity (40%) and temperature (24+2°C). A
standard diet, supplied by the “ONAB, El-Harrouch”, Algeria and
water ad libitum were provided. Rats were randomly divided into
four groups of seven individuals each as follows. The first group
was served as a control. The second group (Se+Zn) was given
daily selenium as sodium selenite (Na.SeQs) at a dose of 1.5 mg/kg
diet, and Zinc (ZnS04.7H20) at a dose of 0.227 g/l water. The third
group (MD) was administered at a dose of 5 mg/kg b.w.by gavage
using corn oil as a vehicle. Rats in the fourth group (MD+Se+Zn)
were treated with MD, Se and Zn. Only corn oil was given in the
same way to the control group. The dose of MD used in this study
represents 1/15 of LDsy (5 mg/kg bw) which has been used
previously by other investigators since it is toxic but not lethal to rats
(Sutcu et al., 2006; Giney et al., 2007). The doses of Na.SeO3 and
ZnSO4 were selected based on the clinical application and on
results from previous experiments in human and experimental
animals against heavy pesticide poisoning (Goel et al., 2005;
Mansour and Mossa, 2009; Ben Amara et al., 2011). Rats were
administered, their respective doses every day for four weeks. The
experimental procedures were carried out according to the National
Institute of Health Guidelines for Animal Care and approved by the
Ethics Committee of our Institution. The amount of ingested diet
was calculated as the difference between the weight of feed that
remained in the food bin (D4) and the amount placed 1 day before
(D2). These data were then used to calculate the daily average feed
intake, according to the formula:

Average feed intake: D»-D

At the end of the experiment, body weights of rats were recorded.
Animals were then sacrificed by cervical decapitation without
anesthesia to avoid animal stress and liver was immediately
removed and weighed; the organ weight ratio was then calculated.
The relative weight of organs (%) was calculated as g/100 g body
weight. Blood samples were collected in EDTA tubes and
centrifuged at 2200 g for 15 min at 4°C alanine transaminase (ALT),
aspartate transaminase (AST), alkaline phosphatase (ALP) and
lactate dehydrogenase (LDH).

Hematological variables

Red blood cells (RBCs) count, hemoglobin (Hb) concentration,
hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular Hb and
mean corpuscular Hb concentration were measured by electronic
automate coulter MAXM (Beckman Coulter, Inc., Fullerton,
California, USA).

Tissue preparation

About 1 g of liver was homogenized in 2 ml of buffer solution of
phosphate buffered saline 1:2 (w/v; 1 g tissue with 2 ml PBS, pH
7.4). Homogenates were centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4°C,
the supernatants were divided into aliquots, then stored at 20°C,
and then used for the determination of malondialdehyde (MDA),
reduced glutathione (GSH) levels and the activities of the
antioxidant enzymes SOD, CAT, and GPx.

Estimation of plasma biochemical parameters

Different biochemical parameters were assayed
spectrophotometrically using commercially available kits from
Spinreact  (Spain, Refs: Bilirubin-1001044, total protein-
1001291GOT-1001165, GPT-1001175, ALP-1001131, and LDH-
SP41214).

Estimation of lipid peroxidation

The lipid peroxidation level of liver homogenate was measured as
malondialdehyde (MDA), which is the end product of lipid
peroxidation, and reacts with thiobarbituric acid (TBA) as a TBA
reactive substance (TBARS) to produce a red colored complex,
which has peak absorbance at 532 nm according to Buege and
Aust (1984) 125 pl of supernatant was homogenized by sonication
with 50 pl of PBS, 125 pl of TCA-BHT (trichloroacetic acid- bu
tylhydroxytoluene) in order to precipitate proteins, and then
centrifuged (1000 g, 10 min, and 4°C). After that, 200 pl of
supernatant were mixed with 40 pl of HCI (0.6 M) and 160 pl of TBA
dissolved in Tris, and the mixture was heated at 80°C for 10 min.
The absorbance of the resultant supernatant was read at 530 nm.
The amount of MDA was calculated using a molar extinction
coefficient of 1.56x10° M/cm (Draper and Hadley, 1990).

Estimation of reduced glutathione

Liver GSH content was estimated using a colorimetric technique, as
mentioned by Ellman (1959), and modified by Jollow et al. (1974)
based on the development of a yellow colour when DTNB [(5,5
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)] is added to compounds containing
sulfhydryl groups. Briefly, 0.8 ml of liver supernatant was added to
0.3 ml of 0.25% sulphosalycylic acid and tubes were centrifuged at
2500 g for 15 min. Supernatant (0.5 ml) was mixed with 0.025 ml of
0.01 M DTNB and 1 ml phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4). Finally,
absorbance at 412 nm was recorded. Total GSH content was
expressed as nmol GSH/mg protein.

Measurement of glutathione-S-transferase (GST) activity

Glutathione-S-transferase (GST) (EC 2.5.1.18) catalyzes the
conjugation reaction with glutathione in the first step of mercapturic
acid synthesis. The activity of GST was measured according to the
method of Habig et al. (1974). P-nitrobenzylchloride was used as
substrate. The absorbance was measured spectrophotometrically
at 340 nm at 30 s intervals for 3 min.

Measurement of antioxidant enzyme activities

Measurement of glutathione peroxidase activity

Glutathione peroxidase (GPx) (E.C.1.11.1.9) activity was measured
by the procedure of Flohe and Gunzler (1984). Supernatant
obtained after centrifuging 5% liver homogenate at 1500 g for 10
min followed by 10000 g for 30 min at 4°C was used for GPx assay.
1 ml of reaction mixture was prepared which contained 0.3 ml of
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4), 0.2 ml of GSH (2 mM), 0.1 ml of
sodium azide (10 mM), 0.1 ml of H>O> (1 mM) and 0.3 ml of liver
supernatant. After incubation at 37°C for 15 min, reaction was
terminated by addition of 0.5 ml 5% TCA. Tubes were centrifuged
at 1500 g for 5 min and the supernatant was collected. 0.2 ml of
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) and 0.7 ml of DTNB (0.4 mg/ml)
were added to 0.1 ml of reaction supernatant. After mixing,
absorbance was recorded at 420 nm.

Measurement of catalase activity

The catalase (E.C.1.11.1.6) activity was measured according to
Aebi (1974). This assay is based on the ability of the enzyme to
induce the disappearance of hydrogen peroxide. The reaction
mixture consist of 780 ul phosphate buffer (pH 7.5), 200 pl of
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Table 1. Changes in body, absolute and relative liver weights, and the food intake of control and rats treated with selenium
plus zinc (Se+Zn), methidathion (MD) or their combination (MD+Se+Zn) after 4-week treatment.

1799

Treatment groups

Parameter Control Se+Zn MD MD+Se+Zn
Initial body weight (g) 315.6243.18 303.25+2.71 316 £3.9 304.62+4.14
Final body weight (g) 347.5+5.86 342.75+3.89 296.6+3.9* 311+4.34

Absolute liver weight (g) 10.93 £ 0.34 11.88+1.36 12.22+1.07* 11.61+1.97
Relative liver weight (g/100 g b.w.) 3.674+0.12 3.96+0.45 4.07+£0.3** 3.87+0.66
Food intake (g/day/rat) 20.68+1.17 19.43+3.0 16.38+2.17** 19.47+£2.72

Values are given as mean + SEM for group of 7 animals each. Significant differences: *Se+Zn, MD, MD+Se+Zn groups compared
with control group (*p<0.05; **p<0.01). * MD+Se+Zn group compared with MD group (*p<0.05).

hydrogen peroxide (500 mM) and 20 pl supernatant in a final
volume of 1 ml. Absorbance was recorded at 240 nm every 15 s for
1 min. The enzyme activity was calculated by using an extinction
coefficient of 0.043 mM cm’™.

Measurement of superoxide dismutase activity

The method of the determination of SOD (E.C.1.15.11) activity by
the nitroblue tetrazolium (NBT) test is a method of photoreduction
of riboflavin/methionine complex that generates superoxide anion.
The oxidation of the NBT by the anion superoxide O’ is used as the
basis for the presence of SOD detection. In aerobic environments
the riboflavin, methionine, and NBT mixture gives a blue color. The
presence of SOD inhibited the oxidation of the NBT. SOD activity
was estimated by the procedure of Beauchamp and Fridovich
(1971). Briefly, 5 pl of the supernatant was combined with 1 ml of
EDTA/methionine (0.3 mM), 1890 ml phosphate buffer (pH 7.8), 85
pl of 2.6 mM NBT and 22 pl of riboflavin (0.26 mM) was added as
the last and the light was switched. The reaction changes in
absorbance at 560 nm were recorded after 20 min.

Measurement of protein content

The protein contents of various samples were determined by the
method of Bradford (1976) using bovine serum albumin as a
standard.

Histopathological analysis

For histopathological analysis, the liver tissues were dissected and
the tissue samples were immediately fixed in formalin solution,
embedded in paraffin. The paraffin sections were cut into 5 um thick
slices and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for light
microscopic examination. The sections were viewed and
photographed by a compound binocular light microscope (Hould,
1984).

Statistical analysis

Data are expressed as means + SEM. Data comparisons were
carried out by using one way analysis of variance followed by
Student's t-test to compare means between the different treatment
groups. Differences were considered statistically significant at p<
0.05.

RESULTS
Effects of treatment on general rat health

In our study, there were no deaths in any of the groups
during the treatment period (4 weeks). During the
experiment, rats in the control group and in the Se+Zn-
treated group did not show any sign of toxicity. However,
MD-treated group of rats showed varying degrees of
clinical signs including huddling, depression (Diarrhea,
changes in appetite weight, balance disorder), mild
tremor and dyspnea. The observed signs were related to
the cholinergic crisis, a consistent sign in acute
organophosphate poisoning. None of these clinical
manifestations were observed in the MD+se+Zn treated
rats. As shown in Table 1, the decrease in body weight of
MD group was associated with the reduction in food
intake by 21%. Beside, co-administration of Se plus Zn
with MD showed an improvement of the consumption in
food intake by 20% as compared to the MD-treated

group.

Effects of treatments on body and liver weights

The variations in the body and relative liver weights of
male rats in control and treatment groups are given in
Table 1. During the course of present work, it was
observed that the body weights of control and Se+Zn
treated group, increased progressively throughout the
study. However, the exposure of MD resulted in the loss
of body weight by 15%. Treatment with Se plus Zn led to
an improvement in the body weight of the MD-treated rats
by 10% as compared to the control group. Beside, a
significant increase of MD-treated rats in absolute and
relative liver weights was recorded (11.75 and 11%,
respectively) compared to the controls, and by 5 and
4.8%, respectively, compared to the MD-treated group.

Effects of treatments on hematological parameters

Hematological parameters in control and treated groups
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Table 2. Changes of hematological parameters of control and rats treated with selenium plus zinc (Se+Zn), methidathion

(MD) or their combination (MD+Se+Zn) after 4-week treatment.

Treatment groups

Parameter Control Se+Zn MD MD+Se+Zn
RBC count(10%/ml) 5.94+0.6 4774132 4.087 +0.57 5.03%0.14
WBC (10%ml) 4.610.1 6.02+0.17 4.83+0.18 7.48+0.51*
Hb (g/dl) 9.4840.12 8.440.23 7.68 £0.21* 8.9840.27
PLT (10%ml) 365.147.32 376+12.47 349.7+8.53 397.75+20.5"
HT (%) 25.2140.5 23.74%0.71 28.6140.74 26.1540.76
VMC (mm*RBC) 50.04+1.05 49.4+2.32 40.46+1.78 49.7642.42
TCMH (pg/RBC) 16.8+0.35 17.68+0.12 17.17£0.19 17.06+0.83
CCMH (g/dl) 34.53+0.45 35.85:+0.27 34.03+0.28 34.36+0.43

Values are given as mean = SEM for group of 7 animals each. Significant differences: * Se+Zn, MD, MD+Se+Zn groups

compared with control group (*p<0.05; **p<0.01). * MD+Se+Zn group compared with MD group (*p<0.05).

Table 3. Changes in biochemical parameters of control and rats treated with selenium plus zinc (Se+Zn), methidathion (MD) or

their combination (MD+Se+Zn) after 4-week treatment.

Treatment groups

Parameter Control Se+Zn MD MD+Se+Zn
Bilirubin (mg/dI) 4.610.25 3.7510.7 2.7+0.12* 3.0£0.92
Total protein (g/dl) 6.88+0.32 6.78+0.63 4.7 £0.38** 6.37+0.51
Cholesterol (mg/dl) 102.09+2.35 102.0715.16 116+3.32** 106.1116.28##
Triglycerides (mg/dl) 92.5+4.24 96.6+6.24 82.21+4.14* 95.7 +3.3
AST (U/L) 191.1246.02 170.7515.91 267.57+6.35*** 153.25+1.98™*, ##
ALT (U/L) 111.87+£2.73 117.62+1.66 202+1.51*** 189.511.48*#
ALP (U/L) 260.66+12.1 239.2+11.03 368.75+£10.09*** 300.71£13.34"
LDH (U/L) 1827.26 + 63.82 1792.6+50.23 2585+45.4** 1353.86+32.23™**, #

Values are given as mean + SEM for group of 7 animals each. Significant differences: *Se+Zn, MD, MD+Se+Zn groups compared with
control group (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001), *“MD+Se+Zn group compared with MD group (*p<0.05; #p<0.01).

are shown in Table 2. Red blood cells (RBCs),
haemoglobin (Hb) content in MD-treated group were
significantly decreased compared to those in the controls.
While, co-administration of Se plus Zn with MD showed
an improvement of RBCs and Hb levels by 29 and 8%,
respectively, as compared to control and by 22 and 7%,
respectively, as compared to the MD-treated group.

Effects of treatments on biochemical parameters

Total protein, bilirubin, cholesterol, triglycerides, AST,
ALT, ALP, and LDH are indicators of hepatic function. As
shown in Table 3, compared to the control group, the
MD-treated group had significantly lower total protein and
bilirubin levels, and significantly elevated (P<0.001) AST,
ALT, ALP, and LDH activities (P<0.01). In the current
experimental study, MD treatment caused significant
increase in the levels of cholesterol and a significant
increase in triglyceride level as compared to the control
group. Supplementation of Se and Zn to the MD-treated
group produced recovery in the above mentioned
biochemical variables.

Effects of treatments on hepatic oxidative stress
parameters

Table 4 summarizes the changes of liver oxidative injury.
Exposure to methidathion in rats produced significant
adverse effects on the redox status of liver, which is
evidenced by a significant reduction in antioxidant
enzymes activities as seen with GPx (21%), CAT (16%)
and SOD (26%) and a significant decrease (19%) in GST
activity in liver compared with control group. These
changes were accompanied by a significant increase
(23%) in MDA level and depletion (33%) in GSH content.
On the other hand, co-administration of selenium plus
zinc with MD produced recovery in the above mentioned
hepatic oxidative stress parameters.

Histopathological changes of liver

Liver of the control group had regular histological
structure with a characteristic pattern of hexagonal
lobules (Figure 4A). Accordingly, no histological
alterations were observed in the liver of Se+Zn-treated
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Table 4. Activities of antioxidant enzymes of control and rats treated with selenium plus zinc (Se+Zn), methidathion
(MD) or their combination (MD+Se+Zn) after 4-week treatment.

Treatment group

Parameter Control Se+Zn MD MD+Se+Zn
Glutathione peroxidase® 16.4410.33 16.54+0.51 12.33+0.164° 18.17+0.326"
Catalase® 36.48+0.73 38.97+0.27 30.74+0.42" 40.6+1.08"
Superoxide dismutase® 25.24+0.62 20.01+£1.28 18.58+0.13" 23.17+0.42*

Values are given as mean + SEM for group of 7 animals each. Significant differences: *Se+Zn, MD, MD+Se+Zn groups
compared with control group (*p<0.05). *MD+Se+Zn group compared with MD group (*p<0.05). 2Glutathione peroxidase:
nmoles of GSH/min/mg protein. "Catalase: pmoles H,O. degraded/min/mg protein. “Superoxide dismutase: units/mg

protein.

Table 5. Semiquantitative scoring of histopathological changes in the liver sections of control and rats
treated with selenium plus zinc (Se+Zn), methidathion (MD) or their combination (MD+Se+Zn) after 4-

week treatment.

Treatment groups

Parameter Control Se+Zn MD MD+Se+Zn
Mononuclear cell infiltration - - T+ -
Hepatic hemorrhage - - 4 +
Necrosis - - ottt -
Dilation of sinosoids - - 4+ -
Vascular congestion - - +++ -

(-) indicates normal, (+) indicates mild, (++) indicates moderate, (+++) indicates severe, and (++++)

indicates extremely severe.

group (Figure 4B). In contrast, in MD-treated animals,
sub chronic of MD administration for four weeks (Figure
5), led to mononuclear cell infiltration, necrosis, dilation of
sinusoids and vascular congestion (Figure 4C to D).
Whereas, in MD+Se+Zn-treated group, dilation of
sinusoids and vascular congestion were less in
comparison to the MD treated group (Figure 4E). The
histopathological changes are graded and summarized in
Table 5. Histological grading was made according to five
severity grades: (-) indicates normal, (+) indicates mild,
(++) indicates moderate, (+++) indicates severe, and
(++++) indicates extremely severe.

DISCUSSION

Pesticide hazards have been accentuated by the sharp
rise in their agricultural, industrial and domestic use.
Acute exposure to pesticides can cause oxidative
damage. The current study investigated the potential
ability of Se and Zn, to reduce oxidative damage induced
by MD, an organophosphate pesticide. OPIs cause a
reduction of body weight in experimental animals (Giiney
et al., 2007; Kalender et al., 2007; Ogutcu et al., 2008).
The findings from the present work indicate that
excessive MD exposure has changed body weight,
absolute and relative liver weights, leading however to
significant decrease in animal growth and production

performances. This could be probably attributed to the
reduction of feed consumption and/or malabsorption of
nutrients induced by MD effects on the gastro-intestinal
tract and/or inhibition of protein synthesis. MD exposure
may account to reduced food intake seen in the MD-
treated group. Hence, these findings were similar to the
results published by Ogutcu et al. (2008) and Messarah
et al. (2012) who reported that OPs exposure have
significantly induced disturbances of the total body
weight, absolute and relative liver weights of rats. In the
present study, the exposure of rats to MD induced
hematological changes (essentially RBC and Hb). Our
results corroborated with the findings of Ojezele and
Abatan (2009), who reported a reduction in RBC and Hb
in MD treated group, which can be attributed to
intravascular haemolysis, anemia, or to haemopoeisis
depression. On the other hand, the Hb is found to be a
major source of radical production when it interacts with
redox xenobiotics (French et al, 1978; Rifkind and
Nagababu, 2013).

Liver is the target organ of OPs toxicity (Mazumder,
2005), and the leakage of hepatic enzymes such as ALT,
AST and ALP are commonly used as an indirect
biochemical index of hepatocellular injury (Klaassen and
Watkin, 1984). In the present finding, MD intoxication
caused a significant increase in the status of the serum
ALT, AST, ALP and LDH activities and that might be
related to the release of these enzymes from the
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Figure 2. Liver malondialdehyde (nmol/mg prot.) and reduced glutathione (nmol/mg prot.) levels of control and rats treated with
selenium plus zinc (Se+Zn), methidathion (MD) or their combination (MD plus Se+Zn) after 4-week treatment. Values are given
as mean + SEM for group of 7 animals each. *MD and MD+Se+Zn groups compared with control group (*p<0.05; ***p<0.001). *
MD+Se+Zn group compared with MD group (*p<0.05).
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Figure 3. Liver glutathione-S-transferase (nmoles C-DNB conjugate formed/min/mg protein) activity of control and
rats treated with selenium plus zinc (Se+Zn), methidathion (MD) or their combination (MD plus Se+Zn) after 4-week
treatment. Values are given as mean + SEM for group of 7 animals each. * MD and MD+Se+Zn groups compared
with control group (*p<0.05). *MD+Se+Zn group compared with MD group (*p<0.05).

cytoplasm into the blood stream rapidly after the rupture
of plasma membranes and cellular damage caused by
the free radicals produced during the MD metabolism.
These results are consistent with the previous findings
realized by some researchers who had found an
association between OPIs toxicity and the increased
oxidative stress of rats (Sefi et al., 2011; Attia et al.,
2012). Consequently, these biochemical changes could
be correlated with histological alterations. In fact, the
actual study suggests that MD produces various
pathological perturbations in liver such as bleeding, mono
nuclear cell infiltration, vascular congestion, dilation of
sinusoids and necrosis. These observations possibly
come from the toxic effects of generated reactive oxygen
species which upset the liver membrane components.
Similarly, OP-treated rats have experienced almost the
same perturbations including inflammation, and
hepatocellular degeneration (Gokalp et al, 2003;
Kalender et al., 2010; Sutcu et al., 2006). However, the
co-treatment of Se plus Zn has reduced the histological
alterations induced by MD, which might be attributed to
their antiradical/antioxidant roles. Moreover, these results
are in good accordance with those obtained by other
studies which have postulated the beneficial role of Se
and Zn on histopathological and enzymatic changes of

rats (Goel et al., 2005; Ben Amara et al., 2010; Heikal et
al., 2012). Though, the beneficial role of Se and Zn in
reducing oxidative stress parameters in the present study
might be related to its mild antioxidant potential against
toxins induced hepatotoxicity. The observed increase of
plasma cholesterol level is associated with the decline of
plasma triglycerides; in MD exposed rats is probably a
potential indicator for fatty acid metabolism, and implicitly
of a possible membrane lipid peroxidation. To disclose
the matter, MDA hepatic quantification was tested and
found to be higher, indicating lipid peroxidation resulting
from exposure to MD. Thus, it becomes conceivable that
the observed alteration in circulating cholesterol and
triglycerides levels may be a consequence of membrane
lipid peroxidation and free radical release.

In the present investigation, significant decrease in
plasma proteins and bilirubin concentration were
recorded in MD treated rats. Similarly, it has been
reported that the decrease in the protein concentration of
MD-treated rats is likely originated from alterations in
protein synthesis and/or metabolism (Chinoy and
Memon, 2001). The administration of Se plus Zn with MD
has certainly protected the liver function from MD
intoxication as indicated by the significant restoration of
plasma biochemical indicators such as cholesterol,
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Figure 4. Effect of methidathion (MD) and selenium plus zinc (Se+Zn) co-administrated with MD on
histopathological damages in the liver. Controls (A, x100), treated with Se+Zn (B, x100), MD (C and D, x250)
and Se plus Zn co-administrated with MD (E, x100) aftek;\df weeks of treatment, as revealed by

photomicrograih of H&E. CV: Central&zin. Vascular congestion (

of sinusoids , and hemorrhage (

triglycerides, proteins and bilirubin. OPIs induce reactive
oxygen species and subsequent depletion of antioxidant
cell defenses can result in disruption of the pro-
oxidant/antioxidant balance in mammalian tissues (Valko
et al., 2006). Also, OPIs generates reactive oxygen
species (ROS) and causes organ toxicity. Consequently,
ROS directly react with cell biomolecules, causing

) and necrosis (

), mononuclear infiltration ( — ), dilation

).

damages to lipids, proteins and DNA, and hence leading
to cell death (Halliwell and Gutteridge, 2002). However,
lipid peroxidation is a basic cellular deteriorating process
induced by oxidative stress and occurs readily in the
tissues rich in highly oxidisable polyunsaturated fatty
acids (Halliwell, 1994). MDA is a marker of membrane
LPO resulting from the interaction of ROS and the cellular



membrane (Guney et al., 2007a; 2007b). In our previous
studies, pesticides such as diazinon and methomyl
(Messarah et al., 2012; Djeffal et al., 2012) caused a
significant increase in LPO in a manner similar to the
present study and, in addition, treatment with a
combination of Se and Zn after the administration of MD
led to a significant decrease in LPO levels. The signifi-
cant drop in GSH levels promoted by MD caused a
reduction in the effectiveness of the antioxidant enzyme
defense system, sensitizing the cells to ROS (Altuntas et
al., 2002a). Thus, the decreased GSH levels have
caused a decline in GPx activity, which leads to possible
hepatic oxidative injury. It can be suggested that the
reduction, especially in GPx activity seen in this study, is
in accordance with these pathologic processes. This
situation may be caused by the diminution in SOD and
CAT activities, as a result of reduced GPx activity in the
present investigation. Under these circumstances, the
endogenous antioxidant enzymes are likely to be
perturbed because of over-production of oxygen radicals,
inactivation of detoxification systems, consumption of
antioxidants, and failure to adequately restock tissue
antioxidants.

GST may play an important role in cellular
detoxification of ionizing radiation in human (Movafagh et
al., 2005). A significant decrease of GST activity in rats
treated with MD was observed. This is in good
accordance with the study of Attia et al. (2012), which
correlate the significant reduction of GST by the decrease
in GSH and glutathione dependent enzyme system. The
actual results revealed that MD caused a statistically
significant decrease of liver SOD activity. Thus, the
supplementation of Se and zinc to MD treated groups has
normalized the levels of SOD. These results agree with
previous study on rat liver (Altuntas et al., 2002b)
regarding the effect of MD in vivo. The decrease in the
activity of superoxide dismutase in MD-intoxicated
animals may be owed to the consumption of this enzyme
in converting the O, to H,O. The dismutation of O, to
H.O is catalyzed by SOD which contains both copper and
zinc. The latter is known to induce the production of
metallothionein, which is very rich in cysteine, and is an
excellent scavenger of HO" (Mansour and Mossa, 2009).
Furthermore, the NADPH oxidases are a group of plasma
membrane associated enzymes, which catalyze the
production of O, from oxygen by using NADPH as the
electron donor. Zinc is reported to be an inhibitor of this
enzyme (Prasad, 2008).

Conclusion

In conclusion, this study demonstrates that exposure to
MD provoked hepatotoxicity by inducing lipid peroxidation
and depletion in antioxidant enzyme activities of rats.
However, Se and Zn treatment could improve the histolo-
gical alteration induced by MD which could be related to
the antioxidant efficacy of the synergy effect given by

Barkat et al. 1805

by selenium and zinc. Similarly Se and Zn could protect
liver against MD toxicity by reducing MDA level and
increasing the activities of antioxidant enzymes. Thus to
cope with MD toxicity, more attention is needed to limit its
use, in one hand, and to supplement food with
antioxidants as that of Se and Zn, on the other hand.

Abbreviations: MD, Methidathion; ALT, alanine
transaminase; AST, aspartate transaminase; ALP,
Alkaline phosphatase; LDH, lactate dehydrogenase;
CAT, catalase; GPx, glutathione peroxydase; GSH,
reduced glutathione; GST, glutathione S-transferase;
LPO, lipid peroxide; MDA, malondialdehyde; O2e¢ -,
superoxide anion; *OH, hydroxyl radical; ROS, reactive
oxygen species; SOD, superoxide dismutase; TBA,
thiobarbituric acid; TBARS, TBA reactive substances.
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ABSTRACT

Methidathion (MD) is an organophosphate insecticide and acaricide used in both agricultural and urban areas throughout the world
including Algeria. The objective of this study was to evaluate the protective effect of Artemisia campestris (Ac) leaf aqueous extract
on sub-acute four-week’s oxidative damage induced by MD on the hematological system and renal integrity of rats. The animals
were randomly divided into four groups of seven each: group | served as control which received standard diet; group |l received only
Ac (59/1) while the third group received only MD (5mg/kg b.w.by gavage using corn oil as vehicle). Rats in the fourth group (M D+Ac)
were treated with MD and Ac extract. Results showed that lipid peroxidation increased significantly in MD-treated rats, as evidenced
by high renal malondialdehyde (MDA) levels. As well as, the activities of glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD)
and glutathion-s-transferase (GST), catalase (CAT), and the level of reduced glutathione (GSH) content in renal tissue decreased by
MD. On the other hand, a significant increase in plasmatic levels of total protein, urea and creatinine levels was observed in MD-
treated group. However, the treatment of Ac extract with M D-treated rats has maintained the biochemical parameters cited above.
The changes in hematological and biochemical parameters were substantiated by histological data. In conclusion, our results
indicated a possible mechanism of MD-induce nephrotoxicity and plasma biomarkers were disturbed. Artemisia campestris leaf

aqueous extract ameliorated the toxic effects of this pesticide in renal tissue suggesting their role as potential antioxidants.

Keywords: Methidathion, Artemisia campestris, Biochemical studies, Kidney, Oxidative stress, Rat.

INTRODUCTION

he widespread use of pesticides around the world

in large amount, specifically in public health and

agricultural programs has caused environmental
pollution and led to a variety of negative effectsin human
health. Organophosphate insecticides (OPIs) represent
one of the major classes of insecticides in use since the
mid 1940s'. Commonly OPIs are used for their relative
low toxicity and their low persistence in mammalian
systemz. Furthermore, the major acute mammalian
toxicity associated with exposure to OPIs results from the
irreversible inhibition of acetyl cholinesterase enzyme“,
which cause accumulation of acetylcholine at cholinergic
synapses resulting in  muscarinic and nicotinic
syndromes4. Chronic and subchronic exposure of OPls
may induce oxidative stress leading to generation of free
radicals and alteration in antioxidants or reactive oxygen
species (ROS) scavenging enzymes in the target tissue®.
This led an imbalance between antioxidant system and
pro-oxidant state generated by OPIs. In addition, the cells
have various mechanisms to repair oxidative stress by
enzymatic antioxidant comprising, superoxide dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Glutathion peroxidase (GPx), or
non enzymatic systems by the action of reduced
glutathione (GSH), and glutathione-Stransferase (GST)G.

Methidathion (MD) S[(2, 3-dihydro-5-methoxy-2-oxo-
1,3,4-thiadiazol  3(2H)-yl) methyl] O,0 dimethyl
phosphorodithioate), is one of the most important OPIs

used worldwide in the pest control of crops7. It has been
reported that the major route of the metabolism of
methidathion in rat liver was through glutathion-s-
transferase and the predominant metabolite was
desmethyl methidathion®. In addition, the sub chronic
administration of MD may induce biochemical and
histopathological changes in different tissues such as
liver, kidney and heart. However, the supplementation of
antioxidants can be useful to inhibit oxidative damage7.

Recently, it has been reported to find natural antioxidant
in plant materials which play a significant function in
protecting living organisms from the toxic effect of
pesticidesg. Moreover, plants often contain substantial
amounts of antioxidants including alpha tocophérol,
carotenoids; ascorbic acid, flavonoids and tannins'®. In
this context, Artemisia campestris (Ac) represent a
peremial scarcely aromatic herb belonging to Asteraceae
family, and it is used against a variety of diseases in
Northern Africa' "',

The leaves of this plant collected in summer (july-august
2012) from Tebessa (Eastern Algerian) commonly called in
Algerian folk medicine (T gouft). Several recent studies
revealed after extraction of A. campestris (aqueous or
ethanol) different pharmacological activities such as,
antioxidants, insecticidal, antimicrobial, antirheumatic
and relaxation” ™. In fact, Ac extract was reported to be
a potent free radical scavenger of 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrozyl (DPPH), hydroxyl and superoxide anion
radicals'®. Recently, Ghorab' have found the main
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essential oil of hydrodistilled fresh aerial parts of Ac
which exhibited the best antibacterial activity against
Pseudomonas aeruginosa and  Escherichia  coli.
Furthermore, the recent study of Akrout’ reported that
the essential oils extracted from Ac (100ug/ml) ethanol-
water (50%) and infusion (5g9/100ml) can inhibit the
human adenocarcinoma cell growth. In addition, Sefi'?
suggested that Ac leaf extract (200mg/kg) can prevent
diabetic nephropathy by attenuating oxidative and
nitroactive stress.

Behind liver, the kidneys are the most sensitive organ
against pesticide and toxicity damage, as they play a key
role in the metabolism and elimination of xenociotics'®.
To our knowledge, there are no previous data about the
nephroprotective effect of Ac against MD toxicity. For this
reason, the present study was undertaken to examine the
role of an aqueous extract (5g/1) of Ac against M D toxicity
in kidney of male rats. Accordingly, the antioxidants
status of kidney was determined by measuring the
activity of glutathion-s-tranferase (GST), glutathione
peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and
catalase (CAT), as well as the level of reduced glutathione
GSH, and MDA. In addition, Urea and creatinine level
were also estimated.

M ATERIALS AND M ETHODS
Chemicals and Reagents

Methidathion is an organophosphate insecticide and
acaridae (Figure 1). CASchemical name is (S-2, 3-dihydro-
5-methoxy-2-oxo-1, 3, 4-thiadiazol-3-ylmethyl O, O-
dimethyl phosphorodithioate); CAS registry number is
950-37-8. A commercial formulation of MD, named
‘Supracide® was used in the experiments. All other
chemical products used in this study were purchased
from Sgma Chemical Co. (S. Louis, France).

S
N-N""S-P-OCHj

HSCC‘/{S}\\O {l.)CHg

Figure 1: Chemical structure of Methidathion
Plant
Preparation of A. campestris Extract

Areal parts of A. campestris were collected in summer
(2012) from Tebessa (Eastern Algerian). Samples were air
dried during 20 days in the laboratory at ambient
temperature (20-25°). After that the samples were
ground, washed and put in boiling water (5g/1) for 15-
20min. The aqueous extracts were filtrated using
Whatmann filter paper and directly used for experiment.
The extract should be prepared daily at the moment of
experiment.
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Determination of Total Phenolic Content

The concentration of total phenolic in the extract was
determined with Folin-Ciocalteu reagent and external
calibration with gallic acid, using the method of Chen."”
Briefly, 100 pl of diluted sample was shaken for 5 min
with 750 pl of diluted Folin-Ciocalteu reagent (x10). Then,
750 pl of 20% Na,CO; was added. The final mixture was
shaken and then incubated at room for 90 min. The
absorbance was measured at 750 nm with UV-VIS Bueco
S22 spectrophotormeter. Gallic acid was used to prepare
a standard curve (0.05-0.5 mg/ml, y=0.011x+0.04,
R°=0.987, where y isthe absorbance and x is the standard
concentration). The phenolic content was expressed as
milligram gallic acid equivalent per gram extract (mg GAE/
g extract).

Determination of Total Flavonoids Content

The total flavonoid content in the extract was determined
according to Djeridanem, using the method based on the
formation of a complex flavonoid-aluminium. About 1 ml
of diluted sample was mixed with 1 ml of 2% aluminium
trichloride (AICI3) methanolic solution. After incubation at
room temperature for 15 min, the absorbance of the
reaction mixture was measured at 430 nm with UV-VIS
Bueco S22 spectrophotometer. Quercetin was used for
standard  curve  construction  (0.05-0.5 mg/ml,
y=0.036x+0.275, R2=0.97, where y isthe absorbance and x
is the standard concentration). The results were
expressed as milligram quercetin equivalents (QE)/g
extract.

Determination of Total Tannin Content

The method of Julkunen-Tiitto'® was followed in this
assay. An aliquot (50 pl) of diluted sample or standard
solution was mixed with 3 ml of 4 % vanillin (prepared
with methanol), then 100 pl of HCl were added. The well-
mixed solution was incubated in the dark at ambient
temperature for 20 min. The absorbance against blank
was read at 500 nm. Catechin was used to make the
standard curve (0.05-0.5 mg/ml, y=0.002x+0.006,
R2=0.98, where y is the absorbance and x is the standard
concentration). The results were expressed as milligram
catechin equivalents (CE/ g extract).

Antioxidant Activity
DPPH Essay

Scavenging activity against the diphenyl-picrylhydrazyl
(DPPH) radical was determined by Blois™ with some
modifications. Various dilutions of samples were mixed
with ethanolic DPPH solution. After an incubation period
of 30 min at 25°C, the absorbance against blank was read
at 520 nm with UV-VIS Bueco S22 spectrophotometer.
The free radical scavenging of each solution was then
calculated as follows:

% Inhibition= 100 (A gjanc= S sample)/ A Bianc

L
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The antioxidant activities of Ac were expressed as 1C50,
defined as the concentration of the test material required
to cause a 50 % decrease in initial DPPH concentration.

ABTS Essay

ABTS radical scavenging assay was conducted according
to the method reported by Re®'. The assay is based on
ABTSradicals, which are generated by the reaction of 9.5
mL ABTS solution (7 mmol/L) with 245 pL potassium
persulfate (100 mmol/L). The volume was then made up
to 10 mL with distilled water. The solution was kept in
dark at room temperature for 18 h prior to use. After
that, the solution was diluted with 0.1 mol/L potassium
phosphate buffer so as to obtain an absorbance of 0.70
=0.02 at 745 nm at 30 °C. For the assay, 10 pL plant
extract/fraction (0.5 mg/mL) was mixed with 2.99 mL
ABTS radical solution. The absorbance was measured at
734 nm after 10 min.

Animals and Treatment

Twenty eight male Wistar rats (weighing 270-2909g) were
obtained from the Pasteur institute (Algiers, Algeria).
Animals were acclimated for 1 week under the same
laboratory conditions of photoperiod (12-h light: 12-h
dark cycle), a minimum relative humidity of 40% and
room temperature 24+2°C. Food (standard diet, supplied
by the “ONAB, El-Harrouch”, Algeria) and water were
available ad libitum. The rats were randomly divided into
four groups of seven individuals each as follows. The first
group of rats served as the control; the second group (Ac)
received via drinking an aqueous extract of Ac at the dose
of 5g/ml. While the third group (MD) was administered at
a dose of 5mg/kg b.w.by gavage using corn oil as vehicle.
Ratsin the fourth group (MD + Ac) were treated with MD
plus an aqueous extract of A. campestris at the dose of
5g/1. Only corn oil was given in the same way to the
control group. The dose of MD used in this study
represents 1/15 of LDsq (5mg/kg bw) which has been used
previously by other investigators since it is toxic but not
lethal to rats”*.

The Ac dose (5mg/kg b.w.) used in our experiment and in
other findings gave high protection against stress
conditions in several tissues’>>'?. Rats were administered
their respective doses every day for four weeks. The
experimental procedures were carried out according to
the National Institute of Health Guidelines for Animal
Care and approved by the Ethics Committee of our
Institution.

The amount of ingested diet was calculated as the
difference between the weight of feed that remained in
the food bin (D) and the amount placed 1 day before
(Dy). These data were then used to calculate the daily
average feed intake, according to the formula:

Average feed intake: D,-D;

At the end of the experiment, body weights of rats were
recorded. Animals were sacrificed by cervical decapitation
without anesthesia to avoid animal stress. Kidneys,
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removed from adipose tissue and adrenal glands, were
taken and their absolute and relative weights were
recorded. Blood samples were collected in EDTA tubes
and centrifuged at 2200g for 15 min at 4°C. Plasma
samples were stored at -20°C until biochemical analysis of
total protein, creatinine and urea contents.

Hematological Variables

Red blood cells (RBCs) count, hemoglobin (Hb)
concentration, hematocrit, mean corpuscular volume,

mean corpuscular Hb and mean corpuscular Hb
concentration were measured by electronic automate
coulter MAXM (Beckman Coulter, Inc., Fullerton,
California, USA).

Tissue preparation

Kidneys removed from control and tested rat were
homogenized in 2 ml of buffer solution of phosphate
buffered saline 1:2 (w/v; 1g tissue with 2ml PBS, pH 7.4).
Homogenates were centrifuged at 10.000g for 15 min at
4°C, and the resultant supernatant was used for the
determination of malondialdehyde (MDA) and reduced
glutathione (GSH) levels in the hand, and measuring the
activity of GPx, CAT, SOD and GST in the other hand.

Estimation Renal Plasma Biomarkers

Plasma protein, creatinine, urea levels were assayed
using commercial reagent kits (Spinreact spain Ref:
41010, 1001110 and 1001332 respectively).

Estimation of Lipid Peroxidation

Lipid peroxidation level in kidney homogenate was
estimated by measuring thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and was expressed in terms of
malondialdehyde (M DA) content which isthe end product
of lipid peroxidation, according to Buege and Aust
(1984)24. 125pl of supernatants were homogenized by
sonication with 50ul of PBS, 125ul of TCA-BHT
(trichloroacetic acid- butylhydroxytoluene) in order to
precipitate proteins and then centrifuged (1000g, 10min,
and 4°C). 200ul of supernatant were mixed with 40ul of
HC (0.6 M) and 160ul of TBA dissolved in Tris, and the
mixture was heated at 80°Cfor 10min. The absorbance of
the resultant supernatant was read at 530nm. The
amount of MDA was calculated using a molar extinction
coefficient of 1.56x10° M/cm.

Estimation of Reduced Glutathione

Kidney GSH content was estimated using a colorimetric
technique, as mentioned by Eiman (1959)25 modified by
Jollowge, based on the development of a yellow colour
when DTNB [(5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)] is added
to compounds containing sulfhydryl groups. In brief,
0.8ml of liver supernatant was added to 0.3ml of 0.25%
sulphosalycylic acid and tubes were centrifuged at 2500g
for 15min. Supernatant was mixed with 0.01 M DTNB and
phosphate buffer (0.1M, pH 7.4). Finally, absorbance at
412nm was recorded. Total GSH content was expressed
as nmol GSH/mg protein.
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Estimation of Glutathione-s-transferase Activity

Glutathione-Stransferase (GST) (EC 2.5.1.18) catalyzes
the conjugation reaction with glutathione in the first step
of mercapturic acid synthesis. The activity of GST was
measured according to the method of Habig”. P-
nitrobenzylchloride was wused as substrate. The
absorbance was measured spectrophotometrically at
340nm at 30sintervals for 3 min.

M easurement of Antioxidant Enzyme Activities
M easurement of Glutathione Peroxidase Activity

Glutathione peroxidase (GPx) (E.C.1.11.1.9) activity was
measured by the procedure of Flohe and Gunzler
(1984)*°.

Supernatant obtained after centrifuging 5% kidney
homogenate at 1500g for 10 min followed by 10000g for
30 min at 4°Cwas used for GPx assay. One ml of reaction
mixture was prepared which contained 0.3 ml of
phosphate buffer (0.1M, pH 7.4), 0.2ml of GSH (2mM),
0.1 ml of sodium azide (10mM), 0.1 ml of H,O, (1mM)
and 0.3 ml of liver supernatant. After incubation at 37°C
for 15 min, reaction was terminated by addition of 0.5 ml
5% TCA. Tubes were centrifuged at 15009 for 5 min and
the supernatant was collected. 0.2 ml of phosphate
buffer (0.1M pH7.4) and 0.7 m| of DTNB (0.4 mg/ml) were
added to 0.1 ml of reaction supernatant.

After mixing, absorbance wasrecorded at 420 nm.
M easurement of Catalase Activity

The catalase (EC1.11.1.6) activity was measured
according to Aebi (1974)29. Assay is based on the ability of
the enzyme to induce the disappearance of hydrogen
peroxide. The reaction mixture consist of 780ul
phosphate buffer (pH 7.5), 200ul of hydrogen peroxide
(500mM) and 200pl supernatant in a final volume of 1ml.
Absorbance was recorded at 240 nm every 15 second for
1min. The enzyme activity was calculated by using an
extinction coefficient of 0.043mM cm .

M easurement of Superoxide Dismutase Activity

The method of the determination of SOD (EC1.15.11)
activity by the NBT test is a method of photo reduction of
riboflavin/methionine complex that generates superoxide
anion. The oxidation of the NBT by the anion superoxide
O, isused asthe basis for the presence of SOD detection.
In aerobic environments the riboflavin, methionine, and
NBT mixture gives a blue color. The presence of SOD
inhibited the oxidation of the NBT. SOD activity was
estimated by Beauchamp and Fridovich (1971)30.
Procedure, briefly, 5ul of the supernatant was combined
with 1ml of EDTA/methionine (0.3mM), 1890 ml
phosphate buffer (pH 7.8), 85ul of 2.6mM NBT and 22l
of riboflavin (0.26mM) was added as the last and
switching on the light.

The reaction changes in absorbance at 560nm were
recorded after 20min.
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M easurement of Protein Content

The protein contents of various samples were determined
by the method of Bradford (1976)31 using bovine serum
albumin as a standard.

Histopathological Analysis

For histopathological analysis, the kidneys tissues were
dissected and the tissue samples were immediately fixed
in formalin solution, embedded in paraffin.

The paraffin sections were cut into 5um thick slices and
stained with hematoxylin and eosin (H& E)32 or light
microscopic examination. The sections were viewed and
photographed.

Statistical Analysis

Data are expressed as means + SEM. Data comparisons
were carried out by using one way analysis of variance
followed by Student’s t-test to compare means between
the different treatment groups. Differences were
considered statistically significant at p< 0.05.

RESULTS

Polyphenol, Flavonoids and Tannin Content of Infusion
Extract

The total phenolic content of an infusion extract of
Artemisia campestris was 16.88 mg of CAE/100 g of
extract as also shown in Table 1. The total flavonoid
content was expressed as 1.9 mg of quercetin equivalents
per gram of Ac. Besides, the results showed that Ac
Infusion contained 426.5 mg of condensed tannins, which
expressed as milligrams of catechin equivalents per gram.

Antioxidant Activity of Artemisia Campestris

The results of the determination of the antioxidant
activity of Ac extract using two methods (DPPH, ABTS) are
presented in Table 1.

The assessment of antioxidant activity (DPPH) showed an
IC50 value of 74.62% (Table 1). However, the IC50 value
of Ac on ABTSradical-scavenging activity was 26.01 %.

Table 1: Amounts of antiradicalar DPPH, antiradicalar

ABTS, total phenols content, total flavonoids and
condensed tannins in infusion extract of Artemisia
campestris.
50 % scavenging concentration (mg/ml) on
DPPH radical 74.62£5.81
50 % scavenging concentration (mg/ml) on
+
ABTSradical 26.01£5.74
Total phenolic content (mg GAE/ g of Ac 16.88 +0.01
Total flavonoid content (mg QE/g Ac) 1.90+0.108
Condensed tannins (mg CE/ g Ac) 426.5+0.128

GAE gallique acid equivalents; QE quercetin equivalents; CE catechin
equivalents
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Effects of Treatment on General Rat Health
In our study, there were no deathsin any of the groups.

While more severe fatigue symptoms were observed in
MD group compared to control group.

However, fatigue symptoms were less severe in MD+Ac
group as compared to control group.

As shown in (Table 2), the decrease in body weight of MD
group was associated with the reduction in food intake by
21%.
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Effects of Treatments on Body and Kidney W eights

The variations in the body and relative kidney weights of
male rats in control and treatment groups are given in
(Table 2). During the course of present work, it was
observed that the body weights of control and Ac extract
treated group, increased progressively throughout the
study. However, the exposure of MD resulted in the loss
of body weight of the rats by 15%. Treatment with Ac
extract resulted an improvement in the body weight of
the MD-treated rats by 8% as compared to the control
one. Furthermore, a significant increase of MD-treated

rats in absolute and relative kidney weights was recorded
(12% and 11% respectively) as compared to the case of
controls, and by 12.16% and 10.9% respectively as
compared to the MD-treated group.

Beside, the administration of Ac extract with MD showed
an improvement of the consumption in food intake by
28.49% ascompared to the MD-treated group.

Table 2: Effects of methidathion (MD), Artemisia campestris (Ac) and their combination (MD+Ac) on body weight (g),
relative and absolute kidney weights and daily food intake in rats after 4-week treatment.

Treatment Groups
Parameters Studied

Control Ac MD MD+Ac
Initial body weight (g) 315.63 +31.90 323.63 +45.40 316 +38.97 308.5+28.14
Final body weight (g) 347.50 +58.62 337.63 +45.70 296.6 +38.94° 321.8 +28.20
Absolute kidney weight (g) 1.90+0.13 1.90 +0.22 2.12+0.30 1.9+0.20
Relative kidney weight * 0.63 +0.04 0.62+0.10 0.71 £0.10° 0.64+0.10
Food intake® 22.45 +3.29 22.93 +1.87 17.83+1.67 22.91+1.25"

* Absolute kidney weight measured as gram per 100 gram body weight (g/100 g b.w); ® Food intake measured as gram per day per rat (g/day/rat);
Values are given as mean + SEM for group of 7 animals each.; * MD and MD+Ac groups compared with control group (*p<0.05; **p<0.01); * MD+Ac
group compared with MD group (”pS0.0S)

Table 3: Effects of methidathion (MD), Artemisia campestris (Ac) and their combination (MD+Ac) on hematological
parametersin rats after 4-week treatment.

Treatment Groups
Parameters Studied

Control Ac MD MD+Ac
RBCx 10° mm® 6.74 +0.60 5.60 0.70 410+0.60 5.42 +1.20
WBCx10° mm*® 4.61+1.01 5.90 +1.30 4.83+1.83 4.9+1.61
Hb (g/dl) 9.50 +1.30 9.73+1.10 870 £2.14 9.34 £1.99

Pit (1 Oa/mma) 355.10 +32.23 422.65+25.74 298.32 +19.45 389.95 +27.84

Ht (%) 25.21 £5.02 28.20 +3.60 28.6 +7.50 26.00 £7.20
VMC(p.a) 50.04 £1.10 50.50 £0.90 50.50 +£0.80 50.63 £ 1.62
TCMH(pg) 16.80 £ 0.40 18.00 £ 0.33 17.20+£0.20 17.20 +0.60
CCMH (%) 34.53 £0.50 35.60 £ 0.60 34.03 £0.30 33.80 £0.42

Values are given as mean + SEM for group of 7 animals each.; * MD and MD+Ac groups compared with control group (*p<0.05; **p<0.01); * MD+Ac
group compared with MD group (”pS0.0S)

Table 4: Effects of methidathion (MD), Artemisia campestris (Ac) and their combination (M D+Ac) on serum biochemical
parameters, antioxidant enzyme activitiesin kidneys of control and treated rats after 4-week treatment.

Parameters Studied Treatment Group

Control Ac MD MD+Ac
Total protein (mg) 66.69 +4.50 67.72+2.30 78.44 +6.33 70.95 + 5.60"
Urea (mmol/1) 6.27 +0.54 6.31+0.73 7.12+0.48" 6.32 +0.70"
Creatinine (mmol/I) 34.13 +5.70 35.38 +6.60 40.50 +6.74 39.60 +3.30
Glutathione peroxidase ® 9.89 +0.21 10.72+0.26 6.94+0.16 10.91 £ 0.65
Superoxyde dismutase” 2.69+0.07 0.88 +0.04 1.43+0.05 2.08+0.03
Catalase ° 2.53 +0.01 1.69 +0.07 0.93+0.01 2.19+0.05

®Glutathione peroxidase: nmoles of GSH/ min/mg protein; bSuperoxyde dismutase : units represents the amount of enzyme that inhibits the oxidation
of NBT by 50%/mg de protein.; ° Catalase: umoles H,O, degraded/ min/mg protein; Values are given as mean * SEM for group of 7 animals each.; *MD
and M D+Ac groups compared with control group (* p<0.05); *D+Ac group compared with MD group (”pS0.0S)
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Figure 2: Reduced glutathione (nmol/mg protein), TBARS (nmol MDA/mg protein) levels and Enzyme activity of GST
(nmol/min/mg prot) in kidney of control and rats treated with methidathion (MD), Artemisia campestris (Ac) and their

combination (MD+Ac) after 4-weeks of treatment.

Table 6: Semiquantitative scoring of architectural damage on histopathological examination of the rat kidneys in the

different treatment groups.

Parameters Studied

Control Ac MD

Tubular dilatation
Hemorrhage
Necrosis in epithelial cells of the proximal tubules

Leucocyte infiltration

Glomerular sclerosis

Treatment groups

MD+Ac
++

+++ ++
+++

+++

++

(-) indicates normal, (+) indicates mild, (++) indicates moderate, (+++) indicates severe, and (++++) indicates extremely severe.

Effects of Treatments on Hematological Parameters

As shown in (Table 3), hematological parameters in
control and treated groups. Red blood cells (RBCs),
haemoglobin (Hb) content in MD-treated group were
significantly decreased compared to those in the controls.
While, administration of Ac extract with MD showed an
improvement of RBCs and Hb levels by 32.8% and 8%
respectively ascompared to the MD-treated group.

Effects of on Plasma Biochemical

Parameters

Treatments

Biochemical parameters were investigated to assess the
effects of MD on renal functions and to determine
whether Ac extract could ameliorate the damage induced
by this compound, so total protein, creatinine and urea
are indicators of renal function. As shown in (Table 4)
compared to the control group, the MD-treated group

had significantly higher total protein, creatinine, and urea
levels. However, the administration of Ac extractsto MD-
treated group was significantly reversed these change to
near normal values.

Effects of Treatments on Renal Oxidative Stress

Parameters

Table 4; Figure 2 summarizes the changes of kidney
oxidative injury. To explore the oxidative consequences of
methidathion treatment in kidney and to determine the
possible protective effects of Ac extract, we analyzed the
formation of TBARS which showed a significant increase
(36.26%) in MDA level compared to the control group.
Conversely, Exposure to Ac extract in rats prevented the
TBARS production induced by MD. A significant decrease
of SOD (-47%), GSH-Px (-30.5%), GST (-22.01%), and CAT (-
63%) activities was found in Kidney of MD-Treated
animals compared to control. These changes were

&

International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research
Available online at www.globalresearchonline.net

© Copyright protected. Unauthorised republication, reproduction, distribution, dissemination and copying of this document in whole or in part is strictly prohibited.

205



Int. J Pharm. Sci. Rev. Res., 32(2), May — June 2015; Article No. 32, Pages: 200-209

accompanied by a significant decrease (- 24%) in GSH
content. On the other hand, the administration of Ac
extract with MD produced recovery in the above
mentioned renal oxidative stress parameters.

Histopathological Changesin the Kidneys

The hispathological alterations in kidney observed under
light microscopy in methidathion treated rats were
objectified by tubular dilatation, hemorrhage, glomerular
sclerosis, leukocyte infiltration, and necrosis in epithelial
cells of the proximal tubules (Figure 3C-F)). In fact, there
were no histological changes in the kidney of a positive
group treated only with Ac extract (Figure 3B) when
compared with a control group (Figure 3A). Whereas, in
MD+Ac group kidney injury was remarkably reduced in
comparison to the MD treated group. The
histopathological changes are graded and summarized in
Table 6. Histological grading was made according to five
severity grades: () indicates normal, (+) indicates mild,
(++) indicates moderate, (+++) indicates severe, and
(++++) indicates extremely severe.

Figure 3: Effect of methidathion (MD) and Artemisia
campestris  (AC) administrated with MD on
histopathological damages in the kidney. Controls (A),
treated with AC (B), MD (C-D-E) and AC administrated
with MD (F) after 4 weeks of treatment, as revealed by
light microscopy.

Tubular dilatation (=), leukocyte infiltration (‘k), necrosis in epithelial cells of the proximal
tubules (%), hemorrhage (—»), and glomerular sclerosis (A) .

DISCUSSION

Oxidative stress is characterized by the imbalance
between production of oxygen free radicals (OFRs) and
antioxidants defensesin the body which may cause at the
time chronic permanent damagess. Furthermore,
treatment of OPls induced-oxidative stress with medicinal
plants has proved to be much safer than synthetic drugs,
and gained an importance in recent years12. Medicinal
plant contains a large variety of free radicals scavenging
molecules such as vitamins, phenolic compounds,
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flavonoids, and other endogenous metabolites rich in
antioxidants alctivity34 In the current study, Preliminary
phytochemical analysis showed that phenols, flavonoids
and condensed tannin existed in the infusion extract of
Artemisia campestris. The stable DPPH radical is widely
used to evaluate the free radical-scavenging activity in
many plant extracts. The assessment of antioxidant
activity showed that the infusion extract of Ac was able to
scavenge this radical.

MD is widely used throughout the world as a wide-
spectrum insecticide for numerous harmful agricultural
crops. Although MD is well known to have general health
effects little is known of how MD contributes to the
oxidative stress on higher animals. Many studies suggest
that MD could cause oxidative stress in liver, kidney and
heart®*?¢. In addition, OPIs cause a reduction of body
weight in experimental animals®**. In the present
study, oral administration of MD (5mg/kg b.w) resulted in
significant reduction in body weight. This might probably
attributed to the reduction of feed consumption and/or
malabsorption of nutrients induced by MD effects on the
gastro-intestinal tract and/or inhibition of protein
synthesis. MD exposure may account to reduced food
intake seen in the MD-treated group. Hence, these
findings were similar to the results published by Ogutcu38
and Messarahsg, who reported that OPs exposure have
significantly induced disturbances of the total body
weight. MD treatment resulted also in a significant
increase in relative and absolute kidneys weights of rats.
This may probably due, according to Kamath®, and
Mahjoubi-samet“, to oedema and inflammation.

In the current study, the exposure of ratsto MD induced
hematological changes (essentially RBC and Hb). Our
results corroborated with the findings of Ojezele and
Abatan® who reported a reduction in RBC and Hb in MD-
treated group, which can be attributed by intravascular
haemolysis, anemia, or depression of the haemopoeisis.
Paradoxaly, the kidneys are responsible for the
production of erythropoietin, so the finding may be due
to the dysfunction of kidney and inhibition in the
syntheses of erythropoietin.

On the other hand, haemoglobin in erythrocytes, is a
major source of radical production when it interacts with
redox drugs or xenobiotics giving rise to superoxide
radicals, hydrogen peroxide and in certain cases peroxy
radicals leading to membrane lipid peroxidation and
hemolysis43. Smilar results have been found in rat
erythrocytes exposed to diazinon for 3 weeks™.
Prasanthi** reported that oxidative damage, induced by
pesticides, might be due to their lipophilicity, whereby
they could penetrate easily to the cell membrane and
caused membrane lipid peroxidation.

The co-administration of Ac (5mg/kg bw) attenuated the
in vivo effects of MD by scavenging or neutralizing
reactive oxygen species (ROS). These results indicated
that Ac might have a beneficial role in lowering OPIs
toxicity probably due to its radical scavenging property.45
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The treatment of rats with Ac alone did not cause
alterationsin erythrocytes.

The kidney is the critical target organ for xenobiotic
compounds which produce a variety of renal toxic effects
involving tubular cells and glomerulus46. In the other
hand, urea and creatinine level represent the most
sensitive markers of kidney damage and it is known that
the elevated of may be correlated to an increase protein
catabolism in mammals and/or the conversion of
ammonia to urea blood urea®’. The increase in plasma
urea and creatinine in MD-treated rats support these
findings and suggest a reduction in glomerular filtration.
The administration of Ac extract protects the kidney
function from MD intoxication as indicated by significant
restoration of urea and creatinine levels. These findings
corroborated with previous studies investigated in adult’s
ratstreated by dimethoate®'.

The mentioned biochemical alterations are correlated
with kidney histological changes. In fact, histological
changes seen in the kidneys of rats are characterized by a
glomerular sclerosis, and leucocyte infiltration which isin
good accordance with previous study of Sulak®® and
M ahdjoubi samet‘”, who had found degenerative changes
in kidney of adult rats exposed to methidathion and
dimethoate respectively. Moreover, necrosis in epithelial
cells of the proximal tubules and tubular dilatation were
observed. This could be due to the accumulation of free
radicals as the consequence of increased lipid
peroxidation by cyanides and aldehydes in the renal
tissues of MD-treated rats"’. Whereas, administration of
oral Ac extract reduce degenerative damage of the
kidneys, so, it protect the histological aspect of kidney
which is confirmed by previous findings of Sefi'.

To improve biochemical and histological changes,
antioxidant play major role against harmful injuriese. GsH
represent a major compound of defense against oxidative
stress, so, its play a role as a cofactor with different
antioxidant enzymes especially GPx*. It is known that
mammalian cells have a comprehensive set of
antioxidants defense mechanism to prevent free radicals
formation and to limit their damaging effect®. In the
present finding, the significant decrease in GSH levels
promoted by MD leads to a significant decrease in the
effectiveness of the antioxidant enzyme defense system
sensitizing the cells to ROS”. In fact, GSH is known to
participate in the cellular defense system against
oxidative stress by scavenging free radicals and reactive
oxygen species intermediates™. Thus, depletion of GSH
levels may be due to their consumption in quenching free
radicals probably generated by DM. Indeed, GSH is
considered as the essential compound that maintains cell
integrity due to its reducing properties and its
participation in the cell metabolism®.

Co-administration of Ac after MD treatment improved
GSH levels to reach normal values and ameliorated the
antioxidant defense system. These data are similar to
those reported in diabetic rats and suggested that Ac
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increase the biosynthesis of GSH and reduce the oxidative
stress leading to less degradation of GSH*. Furthermore,
administration of MD contribute to a significant decrease
in GPx, SOD and CAT activities. Lowered activities of GPx,
SOD and CAT may be due to excess production of O,, and
H,O, or the product of decomposition which therefore
triggered deleterious reactions'. Smilar results have
been found in rat erythrocytes exposed to triazophos16 or
lambda cyhalothrin“. Our findings, confirm previous
investigations of Mahdjoubi-samet41 and Sefi®.

GST may play an important role in metabolism of
xenobiotics substances especially in cellular detoxification
of ionizing radiation in human®'. A significant decrease of
GST activity in rats treated with MD was observed. This
could be explained according to Kostaropoulossz, by
rapidly metabolizing the insecticide to nontoxic products,
or by rapidly binding and very slowly turning over the
insecticide. Such results are in a good accordance with
those obtained by Larsen®. In Ac extract treated group
we found a significant higher in GST activity, it can due to
the protective effect of Ac extract which stimulate the
production of this enzyme.

ROSwere a part of normal oxidative metabolism, when it
produced in excess, they caused tissue injury including
lipid peroxidation, protein and DNA damage54. However,
lipid peroxidation is a basic cellular deteriorating process
induced by oxidative stress and occurs readily in the
tissues rich in highly oxidizable polyunsaturated fatty
acids™. MDA, the end product of lipid peroxidation, has
also been measured to indicate the presence of free
radicals™. Organophosphorus compounds cause increase
of lipid peroxidation level®®*"*_In the current study, the
increased levels of MDA, the major product of lipid
peroxidation, suggested that MD treatment induced
significant oxidative stress in kidney tissue of rats.
Howerver, lipid peroxidation were scavenged by the Ac
extract which are rich in flavonoids and polyphenols.
Several studies have shown that these compounds
(flavonoids and polyphenols) inhibited the formation of
free radicals and propagation of free radical reactions

through hydrogen-donation and aromatic
hydroxylation55'57.
The mechanism by which Ac extract induced its

nephroprotective activity against oxidative damage of
methidathion, is based on the phytochemical composition
of this extract (essential oil, tannins, polyphenoal,
flavonoids, saponosids) which have the ability to detoxify
free radicals H, OH, O,, and to its capacity to inhibits lipid
peroxidation in the kidney tissue.

Furthermore, the recent previous study of Saoudi®®
showed after phytochemical tests on Ac extract infusion
(5mg/ml) that the extract has a potential source of
antioxidant. Moreover, it could take place as oxide radical
scavenging activity and/or superoxide scavenging, as well
as, our finding proved and support the antioxidant
activity of Ac extract.
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CONCLUSION

In conclusion, this study demonstrates that exposure to
MD provoked nephrotoxicity by inducing lipid
peroxidation and depletion in antioxidant enzyme

activities of rats.

However, Ac extract treatment could protect kidney
against MD toxicity by reducing MDA level and increasing
the activities of antioxidant enzymes. Further biochemical
investigations are needed to ascertain the precise
mechanisms of its action.
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