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Résume

Résumé

Les problemes de santé liés a I’utilisation des produits phytopharmaceutiques sont,
malgré tout, une réalité : on recense a la fois des intoxications aigués consécutives a ’utilisation
de ces produits (maux de téte, troubles hépato-digestifs, etc.) et des intoxications chroniques
suite a I’exposition répétée a des faibles doses, aboutissant a des pathologies plus graves, telles
que cancers du sang, troubles neuro-comportementaux et atteintes de la reproduction.

Notre étude consiste a évaluer la toxicité de la métribuzine utilisé en agriculture comme
un herbicide et ses effets sur quelques parametres liés a la fonction hépatique, rénale et
reproductrice. 15 lapins méales ont été répartis en 3 lots de 5 sujets chacun; le lot témoin a recu de
I’eau de robinet par gavage, un lot traité uniquement avec la métribuzine (Mtz) a 10% et un lot
traité avec 1’association de la métribuzine (10%) et I’infusion de la plante de Laurus nobilis
(4mg/ml) (Mtz/L). Les variations des paramétres hématologiques, biochimiques et certains
marqueurs de la fertilité masculine et 1’étude histologique ont été déterminée chez des lapins
témoins et traités.

Les résultats obtenus ont montré que le traitement par la métribuzine a provoqué une
anémie hémolytique caractérisée par une diminution des paramétres hématologiques (globules
rouges et hémoglobine) et une augmentation des taux des globules blancs des lots traités par
rapport au lot témoin. Concernant les paramétres biochimiques, des changements ont été
enregistrés dans les parametres liés a la fonction hépatique et rénale se manifestant par une
augmentation du taux de glucose, créatinine, urée, cholestérol et triglycérides accompagnée par
une augmentation significative de la concentration sérique des transaminases (ASAT, ALAT)
toujours chez les lapins traités. Concernant les parametres de la fertilitté masculine ; une
diminution de la concentration, de la mobilité et de la vitalité des spermatozoides chez les lapins
traités a été obtenue. Les altérations histologiques observées au niveau du foie, du rein, des
testicules et de 1’épididyme ont confirmé les résultats biochimiques précités.

En conclusion, I’ensemble des résultats ont bien démontré que 1’exposition a la
métribuzine a provoqué des perturbations au niveau de I’organisme qui se manifeste par une
altération des parametres liés a la fonction hépatique, rénale, et reproductrice (testiculaire et
épididymaire). Toutefois, 1’administration de Laurus nobilis sous forme d’une infusion, a
conduit a une légére correction dans leurs valeurs en raison de son effet correctif. Ces résultats
suggerent que le Laurus nobilis peut atténuer les perturbations induites par la métribuzine en
raison de ses propriétés thérapeutiques.

Mots clés : Fertilité, lapins, Laurus nobilis, métribuzine, polyphénols, toxicité.
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Abstract

Abstract
Health problems related to the use of phytopharmaceutical products are, nevertheless, a
reality: there are both acute intoxications following the use of these products (headaches, hepato-
digestive disorders, etc.) and chronic intoxications resulting from repeated exposure to low
doses, leading to more serious conditions such as blood cancers, neurobehavioral disorders, and

reproductive impairments.

Our study aims to evaluate the toxicity of metribuzin used in agriculture as an herbicide
and its effects on various parameters related to liver, kidney, and reproductive function. Fifteen
male rabbits were divided into 3 groups of 5 subjects each; the control group received tap water
by gavage, one group was treated solely with metribuzin (Mtz) at 10%, and another group was
treated with a combination of metribuzin (10%) and an infusion of Laurus nobilis leaves
(4mg/ml) (Mtz/L). Changes in hematological, biochemical parameters, and some markers of
male fertility, as well as histological studies, were determined in both control and treated rabbits.

The results showed that treatment with metribuzin caused hemolytic anemia
characterized by a decrease in hematological parameters (red blood cells and hemoglobin) and an
increase in white blood cell counts in treated groups compared to the control group. Regarding
biochemical parameters, changes were recorded in parameters related to liver and kidney
function, manifested by an increase in glucose, creatinine, urea, cholesterol, and triglyceride
levels, accompanied by a significant increase in serum transaminase concentrations (ASAT,
ALAT) in treated rabbits. Regarding male fertility parameters; a decrease in sperm
concentration, mobility, and vitality in treated rabbits was obtained. The histological alterations
observed in the liver, kidney, testicles, and epididymis confirmed the aforementioned

biochemical results.

In conclusion, all the results clearly demonstrated that exposure to metribuzin caused
disturbances in the organism manifested by alterations in liver, kidney, and reproductive
(testicular and epididymal) function.

However, the administration of Laurus nobilis in the form of an infusion led to a slight
correction in their values due to its corrective effect. These results suggest that Laurus nobilis

may mitigate disturbances induced by metribuzin due to its therapeutic properties.

Keywords: Fertility, rabbits, Laurus nobilis, metribuzin, polyphenols, toxicity.
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De nombreuses maladies (cancers, autisme, hyperactivité, maladie de Parkinson, etc.) et
affections (respiratoires, immunitaires, santé reproductive, etc.) touchant 1’étre humain peuvent
étre attribuées, du moins en partie, a I’'impact de polluants, parmi lesquels les pesticides
chimiques et/ou synthétiques dont les effets néfastes sont largement documentés (Aribi et al.,
2020 ; Ruiz-Gonzélez et al., 2024). Cependant, en 1’absence de ces pesticides, les vecteurs
d’agents pathogénes pour I’homme (comme les moustiques porteurs de parasites ou de virus)
tout comme les ravageurs de cultures (invertébrés, parasites, champignons, etc.) sont susceptibles

de causer de fortes nuisances a I’homme et a son environnement économique (Aribi et al., 2020).

Les pesticides est un terme générique qui regroupent les produits phytosanitaires et les
biocides. Les produits phytosanitaires sont des substances chimiques destinées a protéger les
végéetaux contre des nuisibles d’origine animale ou végétale. Ainsi, les pesticides a usage
agricole désignent principalement les herbicides, les insecticides et les fongicides. Leur
utilisation s’avére indispensable pour une bonne production agricole, ils permettent d’assurer un
bon rendement de cultures. En raison de I’expansion des superficies cultivées en Algérie.
L’utilisation des pesticides a usage agricole est de plus en plus fréquente, prés de 400 substances
actives de pesticides, dont environ 7000 spécialités,y sont commercialisées annuellement
(Zamoum et al., 2023). Cependant, I’utilisation de ces substances ne demeure pas sans
conséquences néfastes. En effet, la présence de produits pharmaceutiques dans les effluents ou
les seédiments constitue un sujet de préoccupation majeur au regard de leur impact écologique et

de leur accumulation dans 1’environnement (Poirier et al., 2019).

Depuis I’antiquité, I'nomme utilisait les plantes médicinales trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). Elles sont utilisées en médecine traditionnelle
et/ou moderne dont au moins une partie renferme une ou des substances qui possédent des
propriétés thérapeutiques (Ouedraogo et al., 2021). Dans la pharmacopée, une plante médicinale
est une drogue vegétale (Bureau, 2016) qui constitue une source importante de molécules
bioactives qui font généralement partie des métabolites secondaires (Haddouchi et al., 2016).
Ces plantes fournissent des médicaments et aident a la préservation de la santé et la plupart
d’elles sont récoltées a 1’état sauvage. Le développement des connaissances scientifiques sur ces
especes végetales ouvre de nouvelles voies pour leur utilisation dans de nombreux domaines de
la vie telles que les cosmétiques, les médicaments, les additifs alimentaires, etc. (Aube, 2018 ;
Pandey et al., 2020).



Introduction générale

La phytothérapie est I'utilisation de plantes médicinales pour le traitement et la prophylaxie
des maladies, c’est une pratique médicale scientifiquement prouvée (Petkova et al., 2019). C’est
une alternative faisant 1’objet d’un regain d’intérét depuis quelques années, que I’on retrouve
aussi bien en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire. Elle a d’ailleurs longtemps été

I’unique option pour se soigner (Brasseur, 2021).

Pour réaliser des études toxicologiques, les organismes doivent fournir des indicateurs de
perturbation de I'environnement ou un groupe de créatures utilisées comme gardes en examinant
les changements physiologiques, biologiques et écologiques qui ont un impact sur eux. Le lapin
fait I'objet d'un intérét scientifique croissant comme le prouve I’augmentation du nombre de
publications utilisant cette espéce comme modele d'étude dans des disciplines diverses
(génétique, physiologie, éthologie, neurosciences, médecine, etc.). Les travaux conduits sur cette
espece sont parfois directement comparables et généralisables a d'autres espéeces animales, voire

a 'Homme. Ils permettent donc une meilleure compréhension du vivant (Gidenne, 2015).

La toxicité induite par les pesticides, peut induire des perturbations d’un certain nombre de
fonctions physiologiques dont la fonction de reproduction (Bitri et al., 2008). Pour diminuer les
effets nocifs des pesticides, plusieurs substances chimiques ayant des propriétés biologiques ont
été proposees. Parmi les plantes médicinales aromatiques largement utilisées pour leurs
propriétés thérapeutiques, Laurus nobilis L. ou le laurier noble originaire de la région
méditerranéenne (Beloued, 2005 ; Catier et Roux, 2007). C’est une plante médicinale,
appartenant a la famille des Lauraceae (Lauracées) (Ferdinand, 2010) qui renferme environ
2000-2500 espéces. Laurus nom d’origine latin qui veut dire " toujours vert " allusion au
feuillage persistant de la plante et qui est riche en métabolites secondaire. Cette espéce est tres
utilisée en Algérie dans la médicine traditionnelle ou alternative, pour ses multiples effets

thérapeutiques (Pariente, 2001).

Plusieurs laboratoires & travers le monde se sont orientés vers la recherche des substances
bioactives et leur valorisation. Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail dont 1’objectif
essentiel est de vérifier 1’effet protecteur de I’infusion de la plante de laurier (Laurus nobilis) sur
les lapins males exposeés a la métribuzine, herbicide de la famille des triazinones (Oukali, 2013),
et d’étudier son impact sur certains parameétres relatifs a la fonction de reproduction male chez ce

méme rongeur.
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I. Pesticides
I.1. Historique

Au cours des siécles, les connaissances et les compétences nécessaires pour proteger les
cultures contre les ravageurs et les maladies ont grandement évolué. Les personnes ont toujours
utilisé des produits chimiques botaniques et inorganiques dans leurs efforts de réduire les
dommages produits par les ravageurs et les maladies au niveau de leurs cultures et de leurs
animaux (Boland et al., 2004).

Au 17°™ siécle, certains métaux toxiques tels que 1'arsenic, le plomb et le mercure
¢taient utilisés sur les cultures pour éloigner les herbicides. C’est en Allemagne, vers les années
1850, que la premiére substance herbicide vit le jour, un mélange de sel et de chaux fut alors
utilisé (Fortier et Messier, 2005).

Une percée spectaculaire dans le domaine des traitements phytosanitaires fut obtenue en
1939 avec la découverte des propriétés de des traction des insectes de la dichloro-diphényl-
trichloroéthane (DDT), qui a conduit au développement des pesticides a base hydrocarbones
chlorés et a base d’organophosphates pendant la Seconde Guerre Mondiale (1940-45) (Boland et
al., 2004).

Le DDT est commercialisé dés 1943 et ouvre la voie a la famille des organochlorés. Il a
dominé le marché des insecticides jusqu'au début des années 1970. En 1944, I'herbicide 2,4- D,
copié est synthétisé, sur une hormone de croissance des plantes (Dorothée, 2011). A partir de ce
moment, plusieurs substances chimiques ont été développées telles que les triazines (1955) et les
chloroacétamides (1956) (Edelahid, 2004).

A partir du début 1960, I’utilisation des pesticides est montée en fleche en Asie et en
Ameérique du Sud, une fois que des instituts de recherche internationaux ont introduits des
variétés de blé, de mais et de riz & haut rendement en vue de lutter contre les carences

alimentaires ayant lieu dans certaines régions (Boland et al., 2004).

Dans les années 70-80, de nouvelles familles d'herbicides a faible dose d'application se
sont développées, comme les sulfonylurées et les phosphonates (ayant des propriétés fongicides
et herbicides) (Fdil, 2004). Le premier cas de résistance a un herbicide est signalé et en 1968, les
expressions "systeme de gestion intégrée des ravageurs™” et "revolution verte" sont employées
pour la premiere fois. A partir des années 1950 jusqu'a aujourd'hui, l'industrie chimique

synthétise de nombreux nouveaux pesticides (Deguine et al., 2008).
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1.2. Définition

Le terme de pesticide dérive de "Pest”, mot anglais désignant tout organisme vivant
(virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs, mammiferes,
oiseaux) susceptible d'étre nuisible a I'hnomme et/ou a son environnement.

Ce mot dont la traduction étymologique est "tueurs de fléaux™ sont des molécules dont les
propriétés toxiques permettent de lutter contre les organismes nuisibles (Guy Roy, 2015). Les
pesticides sont commercialisés sous plusieurs formulations composées de mélanges de substance
active, de solvants, d’adjuvants, de surfactants, de vecteurs, de coloris et de marqueurs olfactifs
(Hurst et Kirby, 2004).

Le décret n°94-359 du 5 mai 1994 relatif au contréle des produits phytopharmaceutiques
désigne par produits phytosanitaires « les substances actives et les préparations contenant une ou
plusieurs substances actives qui sont présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées a

I'utilisateur et destinées a :

Protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou a

prévenir leur action.

Exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas

de substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance).

Assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou produits
ne fassent pas 1’objet de dispositions particulieres du Conseil ou de la Commission

concernant les agents conservateurs.

Détruire les végétaux indésirables, ou détruire des parties de végétaux, freiner ou prévenir

une croissance indésirable des végétaux.

1.3. Classement des pesticides
La plupart des auteurs classent les pesticides selon deux systémes de classification, soit
en fonction de la nature chimique de la substance active qui les composent, soit selon les

organismes vivants visés (Louchahi, 2015).

1.3.1. Premier systéme de classification
Le premier systeme de classification repose sur le type de parasites a contréler. Il existe
principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des cibles

visées: les herbicides, les fongicides et les insecticides (Calvet et al., 2005).
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1.3.1.1. Insecticides

C’est un grand groupe qui appartient a plus de 35 familles chimiques utilisée pour éliminer

les insectes porteurs de maladies et lutter contre les parasites (Hodgeson et al., 2004).
1.3.1.2. Fongicides

Le traitement des graines par les fongicides est tres important pour la protection de jeunes
semis. Les fongicides agricoles permettent de combattre les champignons phytopathogénes qui
sont des eucaryotes susceptibles de provoquer des dégats sur les plantes cultivées et sur les
récoltes. Ils représentent environ 30% du chiffre d’affaires mondial des pesticides (Roger et al.,

2005 ; Matthews, 2006).
1.3.1.3. Herbicides

Ce sont des produits chimiques complexes destinés au contrdle des mauvaises herbes et de
végétations ligneuses. Les herbicides agissent sur une cible biochimique, parfois plusieurs, la
conséquence est généralement le blocage d’une fonction, avec des répercussions dommageable
pour la cellule végétale (Belaze, 2015). Suivant leur mode d’action, leur dose et leur période
d’utilisation, ces composés peuvent étre sélectifs ou non sélectifs en possédant différents modes
d’actions sur les plantes ils peuvent étre : Perturbateurs de la régulation de 1’auxine AIA
(principale hormone agissant sur I’augmentation de la taille des cellules (2,4-D, les acides
pyridines,...) .

+ Perturbateurs de la photosynthese (les triazines, les urées substituées,...).
Inhibiteurs de la division cellulaire (les carbamates, les dinitroanilines,...).
Inhibiteurs de la synthese des lipides (les cyclohexanediones, les propionates,...

Inhibiteurs de la synthese de cellulose (les benzamides, les nitriles,...).

- & + ¥

Inhibiteurs de la synthese des acides aminés. (les acides phosphoniques, les amino-

phosphanates, etc.).
+ Inhibiteurs de la synthése des caroténoides (les isoxazolidinones,...) (Louchahi, 2015).
1.3.2. Deuxieme systéme de classification

Le deuxieme systeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance

active majoritaire qui compose le pesticide.

Il existe trois catégories de pesticides (Manual, 1995) :
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1.3.2.1. Pesticides inorganiques

Il n’existe plus d’insecticides inorganiques et un seul herbicide est encore employé,
aujourd’hui, comme désherbant total, le chlorate de sodium. L’essentiel des pesticides

inorganiques sont des fongicides a base de soufre et de cuivre.
1.3.2.2. Pesticides organo-métaliques

Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée par un complexe qui est un métal tel
que le zinc et le manganése et d'un anion organique dithiocarbamate. Des exemples de ces
pesticides sont le mancozebe (avec le zinc) et le manebe (avec le manganése) (Calvet et al.,
2005).

1.3.2.3. Pesticides organiques

Les composés organiques ont une structure a base d’atomes de carbone combinés avec de
I’hydrogeéne et d’autres éléments. Le pétrole et le gaz sont actuellement la source de 90% des
composés organiques produits et ont, en grande partie, remplacé le charbon ainsi que les
matieres premiéres employées précédemment, qu’elles soient d’origine végétale ou animale
(Stellman, 2000).

Parmi les familles qui suscitent le plus d’intérét dans le monde (tableau 1), citons les
triazines (CI/N), les organochlorés (CI), organophosphorés (P), les carbamates (N) et les
thiocarbamates (N/S).

Tableau 1 : Quelques familles chimiques de pesticides et leurs cibles principales (Inserm, 2013)

Familles chimiques Exemples de substances actives | Classement selon la cible
Organochlorés 2R Chl(_)rdar_le, Ll Heptachlore
Dieldrine.

Malathion, Parathion,

Organophosphorés Chlorpyrifos, Diazinon Insecticides
Pyréthrinoides Permeéthrine, Deltaméthrine Insecticides
Aldicarbe, Carbaryl, Carbofuran, Insecticides
Méthomyl
Carbamates Asulame, Diallate, Terbucarbe, Herbicides
Triallate
Benthiavalicarbe Fongicides
Dithiocarbamates MENESAELES, [ITE0E, VI, Fongicides

Zinebe
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Phtalimides Folpel, Captane, Captafol Fongicides
Atrazine, Simazine,

Triazines Terbutylazine. Herbicides
Phénoxyherbicides MCPA, 2.4-D, 2.4.5-T. Herbicides
Chloroacétamides Alachlore, Métolachlare! Herbicides

Pyridines-bipyridiliums Paraquat, Diquat. Herbicides
Aminophosphonates glycine Glyphosate. Herbicides

1.4. Plan national santé-environnement

Solon LNE (2017), suite a la dégradation de I’environnement, les atteintes a la santé de

nombreux individus. Les données scientifiques permettent de dresser le bilan alarmant suivant :
 Doublement de la prévalence des maladies allergiques respiratoires depuis 20 ans.

» 1 couple sur 7 consultes pour des difficultés & concevoir un enfant, ces difficultés

pourraient étre liées a des expositions a des substances toxiques pour la reproduction.

* 7 a 20 % des cancers seraient imputables a des facteurs environnementaux, prés d’un

million de travailleurs seraient exposés a des substances cancérogenes, etc.

Afin de réduire ces atteintes, le 3*™ plan national santé-environnement 2015-2019 a visé &

répondre a 3 objectifs majeurs :
1- Garantir un air et boire une eau de bonne qualité.
2- Prévenir les pathologies d’origine environnementale et notamment les cancers.

3- Améliorer la recherche, mieux informer le public et protéger les populations sensibles

(enfants et femmes enceintes).
I.5. Impacte des pesticides sur la santé et I’environnement
1.5.1. Généralité

L’utilisation des produits phytosanitaires a permis d’augmenter considerablement les
rendements agricoles en réduisant les pertes dues aux ravageurs des cultures, mais cela n’a pas
été sans contrepartie. L’impact des produits phytosanitaires est incontestable. Ils influent sur
I’environnement par I’infiltration dans le sol, dans la végétation, propagation dans I’air, comme
ils polluent I’cau. Les produits phytosanitaires ne sont uniquement nocifs sur 1’environnement,

mais ils présentent aussi des risques sanitaires pour I’homme (Merhi, 2008).
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1.5.1.1. Impact sur la santé humain

La plupart des pesticides, qu’ils soient naturels ou de synthése, sont des produits
biologiquement actifs et donc toxique pour I’homme (Regnault et al., 2005). Ces produits se
transforment en différents métabolites susceptibles d’engendrer des répercutions sur I’organisme
humain (De Jaeger et al., 2012). Avec cette infiltration dans les sols, et donc dans I'eau, 'Homme
est menacé. Les pesticides sont accusés de plusieurs maladies, comme I'asthme, la maladie de
parkinson, les cancers, etc. Les pesticides sont également accusés d'étre trop proche des
hormones, menacent le systeme nerveux et réduisent la fertilité. De plus, on les retrouve dans les
tissus adipeux dans le cerveau, le sang, le lait maternel, le foie, le sperme et dans le sang du
cordon ombilical des étres humains (Conso et al., 2002).

1.5.1.1.1. Effets neurologiques des pesticides

Chez I'enfant, le développement neurologique, particulierement dans sa phase feetale, est
crucial. Des perturbations, endocriniennes notamment, pendant cette période peuvent causer des
dommages irrémédiables sur le développement du cerveau conduisant a des altérations

intellectuelles et psychomotrices.

Chez [l'adulte, d'autres pathologies ont été observées, notamment une baisse des

performances intellectuelles (Baldi et al., 2001), I'anxiété, la dépression, etc.

Une equipe frangaise a mis en évidence en étudiant les milieux viticoles du Bordelais
gu'une exposition aux pesticides augmentait le risque de développer la maladie de Parkinson ou
d'Alzheimer (Baldi et al., 2003).

Une équipe américaine a confirmé qu'une exposition a faible dose a des pesticides semblait
augmenter de 70% le risque de développer la maladie de Parkinson (Ascherio et al., 2006).

1.5.1.1.2. Effets sur le systeme immunitaire

Ces substances en effet, assez volatiles, sont transportés par les vents sur de tres longues
distances et ont tendance a se condenser et a s'accumuler dans les zones les plus froides puis a se
fixer dans les graisses des animaux qui y vivent. Les Inuits sont donc contaminés en se

nourrissant des graisses des poissons et des animaux qu'ils capturent.

Une baisse de la réponse immunitaire par des pesticides peut faire chuter la capacité de
résistance aux infections. Une telle dépression immunitaire pourrait également favoriser le
développement des cancers. Des répercussions allergiques et auto-immunes ont été egalement

signalées (Dewally et al., 2000).

10
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De plus, Slager et al. (2010) indiquent que 1’utilisation de pesticides tels que le
glyphosphate, le diazonon, le chlorpyrifos, le dichlorvos, le malathion, le carbaryl, la
perméthrine et le captane pourraient contribuer a des épisodes accrus de rhinites allergique chez
les agriculteurs. L’utilisation de pesticides spécifiques (la pendiméthaline et 1’aldicarbe)
pourraient exacerber les symptdmes chez les sujets déja asthmatiques (Henneberger et al., 2014).
Les maladies auto-immunes qui pourraient étre potentiellement liées a I’exposition aux
pesticides dans les cadres professionnel et domestique chez les femmes ménopausées
comprennent notamment 1’arthrite rhumatoide et le lupus érythémateux systémique (Parks et al.,

2011).
1.5.1.1.3. Effets sur la reproduction

De nombreux pesticides sont des perturbateurs endocriniens, le plus souvent a activité
cestrogéne, plus rarement androgene. Il n'est pas étonnant dans ces conditions que de nombreuses
études épidémiologiques impliquent les pesticides dans la baisse de la fécondité masculine et
féminine, dans les fausses couches, les naissances prématurées et les malformations (Meekker,
2006).

Plusieurs études animales indiquent que certains pesticides pourraient produire des effets
sur la reproduction et/ou sur le développement. Parmi les effets possibles, des anomalies du
développement embryonnaire (malformations, retard de croissance et de développement).
L’avortement spontané, la prématurité, la diminution de la fertilité, I’infertilité et la baisse de

libido (Samuel et Saint —Laurent, 2001).
1.5.1.1.4. Cancers

Le cancer constitue le risque sanitaire associé a I’emploi des pesticides le plus
emblématique et médiatisé (Batsch, 2011). Dans plusieurs études épidémiologiques une
association significative avec I'utilisation des pesticides a été retrouvée pour certaines
localisations tumorales telles que les cancers des Iévres, de la prostate, de 1’estomac, des reins,

du cerveau et le mélanome cutané (Merhi, 2008).
1.5.1.1.5. Effets dermatologiques

Certains pesticides sont responsables d’effets dermatologiques comme les dermatites de
contact (réactions cutanées inflammatoires). Ces réactions sont caractérisées par 1’apparition de
démangeaisons, d’érythémes, d’cedémes, de vésicules, de papules et de lésions cutanées (Samuel
et Saint-Laurent, 2001).

11
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1.5.1.2. Impact sur I'environnement

Les pesticides sont devenus un besoin pour les agriculteurs, car ils Permettent
I'intensification de I'agriculture afin de couvrir la demande exprimée dans les marchés sur les
produits agricoles. En vérité les pesticides ont un avantage concernant la protection des cultures
et l'augmentation de la production, mais malheureusement leurs risques ont dépassé I'utilité de
ces derniers, parce qu'ils endommagent I'environnement. Les pesticides ont contaminé presque
toutes les parties de notre environnement (Aktar et al., 2009) c'est vrai qu'ils tuent quelques
especes visées comme les insectes, champignons et les plantes indésirables. Les effets des

pesticides sur I'environnement sont nombreux ; ils ont un effet sur (Vincent et al., 2000):

La santé humaine.

La faune et la flore.

La contamination des eaux.

Le sol.

L’air.

1.5.1.2.1. Effet des pesticides sur les milieux

Dans I'environnement, les pesticides se dégradent dans une variété d'autres substances ; a

la suite d'interactions avec le sol, I'eau, la lumiere du soleil et I'oxygéne (Kegly, 1999).
A. Contamination du sol

Le sol est un matériau a la fois minéral et organique. La partie minérale représente la

fraction la plus importante (El Bakouri, 2006) :

% Minéraux primaires : Issus de I’altération du substrat géologique sous I’action

conjuguée de la température, de 1’air et de 1’eau.

% Minéraux secondaires : produit d’altération comme les argiles, les oxydes et les

hydroxydes.

Le sol joue un role fondamental dans le devenir des pesticides qui peuvent étre appliqués.
Un traitement important des sols avec des pesticides peut entrainer une baisse des populations de
microorganismes du sol bénéfiques. Selon la scientifique du sol Elaine Ingham : " Si nous
perdons les bactéries et les champignons, le sol se dégrade”. L'utilisation excessive d’engrais

chimiques et de pesticides a des effets sur les organismes du sol (Calvet et al., 2005).

12
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B. Contamination de ’air

La dissémination des pesticides dans L’atmosphére se produit soit au moment de
I’épandage, notamment Lorsqu’ils sont pulvérises, soit par évaporation, a partir des plantes sur
Lesquelles ils ont été répandu ou a partir du sol ou ils se sont déposes (Bettati, 2012). Ainsi les
procedes de pulvérisation et de traitement des produits jouent donc un réle important dans la
présence de résidus atmosphériques. Les pulvérisations aériennes sont les plus grandes sources
de concentration de substances dans I'atmospheére ; La présence des pesticides dans I'eau de pluie
indigue une contamination de I'atmosphere mais seuls les éléments solubles se retrouvent dans
I'eau de pluie (Lamiot, 2001). Divers pesticides peuvent se trouver dans ’air a des concentrations
parfois non négligeables et étre transportés sur de grandes distances (Calvet et al., 2005). La
présence des pesticides dans l'air dépend des caractéristiques du produit, sa dégradabilité, type de
surface, plantes ou animaux traités, des Pratiques agricoles, du matériel de traitement, des

conditions climatiques et pédologiques (Lamiot, 2001).

C. Contamination I’eau

Selon MDMEE (2015), les pesticides et leurs résidus se retrouvent dans les eaux de
surfaces (cours d’eau et étendues d’eau) ainsi que dans les eaux souterraines et marines). La
pollution des eaux souterraines due aux pesticides est un probleme mondial. Une fois que les
eaux souterraines sont polluées par des produits chimiques toxiques, la contamination peut
prendre plusieurs années pour se dissiper ou étre nettoyée. Le nettoyage peut également étre tres
colteux et complexe (Aktar et al., 2009). Les eaux de surface destinées a la consommation ne
contenaient que de faibles concentrations des pesticides, rien ne semble indiquer que ces

concentrations puissent présenter un danger significatif pour la sante.

Les pesticides trouves dans I’ecau potable sont particulierement préoccupants, car ils
pourraient avoir des effets sur la santé et causé des maladies graves tel que le cancer et les
maladies génétiques héréditaires. Un grand nombre d'insecticides et quelques herbicides et
fongicides, peuvent avoir un effet toxique pour les organismes aquatiques, et peut avoir un effet
nuisible sur le milieu naturel. La commercialisation du poisson contaminé, peut également

représenter une menace pour la santé humaine (Kreuger et al., 1995).
1.6. Intérét des pesticides

Les pesticides offrent plusieurs avantages dans divers domaines et parmi lesquels on peut
citer (Mokhtari, 2011) :
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% Dans P’agriculture : les pesticides sont utilisés pour lutter contre les insectes, les
parasites, les champignons et les herbes estimés nuisibles a la production et a la

conservation de cultures et produits agricoles ainsi que pour le traitement des locaux.

+« Dans l’industrie : en vue de la conservation de produits en cours de fabrication, vis-a-vis
des moisissures dans les circuits de refroidissement, vis a-vis des algues et pour la

désinfection des locaux.

X/

+«+ Dans les constructions : Pour protéger le bois et les matériaux.

X/

« En médecine : paludisme, malaria, typhus et autres epidémies.

Malgré tous ces avantages, on ne peut pas dépasser leur risque sur la santé humaine qui est
représenté par leur accumulation dans la chaine alimentaire et donc ils vont étre consommé par
I’étre humain, d’une autre part ils ont un impact sur la pollution des eaux, le sol, la vie de la

faune et la flore et aussi la santé des agriculteurs (Louchahi, 2015).
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1.7. Métribuzine
1.7.1. Définition

Selon DDR (2006), la métribuzine est un herbicide systemique sélectif. Cette matiére
active est homologuée pour utilisation sur certains végétaux (luzerne, asperge, orge, carotte,
pois-chiche, féverole, mais de grande culture, lentilles, pois, pomme-de-terre, soja, tomate et
blé), les arbres fruitiers (pommier, abricotier, cerisier, pécher, poirier et prunier) et les brise-

vents pour combattre les graminées annuelles et les dicotylédones.
1.7.2. Propriétés physico-chimiques et environnementales de la métribuzine

La métribuzine (CgH14N4OS) est un herbicide du groupe des triazines. Elle porte le nom et
le numéro CAS suivants : 4-amino-6-(1,1- diméthyléthyl)-3-(méthylthio)-1, 2,4-triazine5 (4H)-
one (Figure 1) et 21087-64-9 (Tomlin, 1994).

C N —N C
| V4 A /
cC—cCc—cC C — S
| \c: /
— N
© s \
O N

Figure 1 : Structure chimique de métribuzine (Morgan, 2001)

1.7.3. Principales caractéristiques physico-chimiques et environnementales
- Une faible tension de vapeur (0,058 m Pa a 20 °C).
- Un faible coefficient de partage octanol-e
- Au (37,6 aunpH de 5,6 et a 20 °C) et est tres hydrosoluble (1,05 g-L-1 a 20 °C).
- Elle est vendue notamment sous les noms commerciaux Sencor et Lexone.
- La métribuzine est relativement stable et non soumis a photo décomposition UV.

- La métribuzine a une toxicité orale aigué (mammifere) modérée (DL50 322 mg / kg de
poids corporel) et une toxicité cutanée faible et une toxicité par inhalation (DL50> 5000
mg / kg de poids corporel et CL50> 2,0 mg / L, respectivement) (Monaco et al., 2002 ;
EFSA, 2006).
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1.7.4. Utilisation et mode d'action

La métribuzine est un herbicide employé en prélevée et en post-levée pour lutter contre les
mauvaises herbes qui parasitent diverses cultures agricoles. Les herbicides de prélevée sont trés

dépendants de I'état physique du sol (Majumdar et Singh, 2007):

Les triazines pénétrent essentiellement par les racines et exercent leur action au niveau des
feuilles en bloquant la photosynthése apres un transport par la seve brute (Pelletier, 1992) et
(Majumdar et Singh, 2007). Elles constituent actuellement la famille d'herbicides la plus
importante (Perinn et Scharff, 1997).

1.7.5. Comportement de la métribuzine dans I’environnement

Selon Coulibaly (2005), les applications seront peu réguliéres sur un sol trop motteux et la

détérioration des mottes laissera apparaitre du sol qui n‘aura pas recu de produit.

- La pulvérisation sera captée et n'atteindra pas la zone racinaire si le sol est couvert par un

paillis dense.

- La disponibilité des herbicides dans la solution du sol dépend de la texture. Dans un sol
riche en argile ou en matiére organique, la dose d'emploi doit étre augmentée. Dans un
sol sableux, les risques de phytotoxicité sont accrus puisque tout le produit apporté est

disponible.
- Les pulvérisations des herbicides ne diffusent convenablement en surface que si
I'hnumidité du sol est suffisante.

Au niveau de sa dispersion dans l'environnement, la métribuzine présente des qualités
intéressantes lorsqu'utilisée avec un surfactant approprié. Le degré de la lixiviation dans la nappe

phréatique est une fonction inverse de la teneur du sol en matiéres organiques.
1.7.5.1. Comportement de la métribuzine dans I’eau

Aujourd'hui, les herbicides sont reconnus comme des substances chimiques relativement
dangereuses pour les écosystémes. La concentration maximale de la métribuzine dans I'eau
potable est fixée a 0,08 mg.L ™. Sa demi-vie dans les eaux stagnantes est d'environ sept jours
(Fortier et Messier, 2005).

1.7.5.2. Comportement dans les sols

La métribuzine est de persistance modérée dans le sol. Les pertes par la volatilisation et/ou

photo-dégradation sont négligeables (Nilufar, 2005).
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1.7.6. Effets sur la santé

Selon santé canada (2020), dans des études a doses répétees chez les animaux, la
métribuzine ciblait principalement le foie et, dans une moindre mesure, la thyroide, mais n’a
provoqué aucune anomalie congénitale, aucun effet sur la reproduction ni aucune augmentation
du risque de cancer. Les études disponibles menées chez 1’humain n’ont révélé aucun lien entre

I’exposition a la métribuzine et I’incidence de cancer ou de la maladie de Parkinson.

1.7.7. Toxicité de la métribuzine

Selon EPA (2003), La métribuzine herbicide largement utilisé dans le monde, est I'une des
contaminants les plus importantes des eaux souterraines et de surface (Lopez-Pifieiro et al.,
2013). Elle est classée dans la catégorie des herbicides lesquels, par inhalation ou pénétration

cutanée, peuvent entrainer des risques de gravité limitée, elle est nocive en cas d'ingestion.

Apres absorption, la métribuzine est rapidement distribuée dans tout le corps et est ensuite
excrétee dans l'urine et les feces. Toutefois, selon les recherches effectuées, la distribution de la
métribuzine chez I’humain et ’animal n'est pas complétement comprise (Maslamani, 2016). Sa

dose journaliere est de 0.025 mg/Kg/jour (Bayer, 1990).

Ce composé exerce des effets toxiques aigus et chroniques chez divers organismes. Les
mécanismes par lesquels la métribuzine induit de tels effets reste encore a élucider. Néanmoins,
la synthése des données issues d’études toxicologiques a démontré que la métribuzine était

capable d’induire un stress (Medjdoub et al., 2011 ; Chiali et al., 2013 ; Maksymiv et al., 2015).
Les effets nocifs de I'exposition a la métribuzine (Pohanish, 2012) :

e Exposition a court terme : La métribuzine peut affecter quand respiré et en passant par
votre peau. L'intoxication aigué peut causer la respiration et de la somnolence difficile.
Les expositions élevées peuvent provoquer des maux d'estomac, la fatigue et la
dépression du systéme nerveux central, provoguant une mauvaise coordination, des

tremblements et une faiblesse. Humaine Tox = 200,00000 ppb (tres faible).

e Exposition a long terme : Forte exposition ou répétée peut provoquer des modifications

des enzymes hépatiques, le goitre et peut affecter la fonction thyroidienne.

e Point d’attaque : Systeme nerveux central, la thyroide et le foie.
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11. Plantes médicinales et la phytothérapie
11.1. Définition

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles pour traiter les maladies humaines
car elles contiennent des composants ayant une valeur thérapeutique (Cowan, 1999), constituent
et restent le moyen le plus utilisé surtout en milieu rurale pour résoudre les problémes de santé
humaine et animale (Alain et al., 2018). Selon la pharmacopée européenne ; révisée en 2000 ; les
plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétes
médicamenteuses. Pour cela, les plantes médicinales peuvent étre utilisés entiéres, ou en partie

(feuille, tige, racine, écorce, fruit) (El hilah et al., 2015).

Les plantes médicinales sont également utilisées comme aliments ou condiments ou pour
préparer des boissons hygiéniques. Ces différents usages concernent la méme partie de la plante
ou des parties (ANSM, 2000).

11.2. Métabolites des plantes médicinales
11.2.1. Généralité

Chaque organisme vivant possede un meétabolisme de base qui génére les molécules
fondamentales, telles que les acides nucléiques, les lipides, les protéines, les acides aminés et les
glucides (Merghem, 2009) qui contribuent & la constitution de la structure cellulaire végétale et a
son fonctionnement fondamental (Hopkins, 2003). Ces métabolites sont également décrits
comme des molécules présentes dans toutes les cellules végétales, indispensables a leur
croissance et a leur développement (Raven et al., 2000). En revanche, les métabolites
secondaires ne sont pas directement issus de la photosynthese, mais plut6t synthétisés a partir du
métabolisme primaire, résultant de réactions chimiques ultérieures (Croteau et al., 2000 ; Raven
et al., 2000).

11.2.2. Métabolites secondaires
11.2.2.1. Définition

Les métabolites secondaires ; molécules organiques complexes, sont synthétisées et
stockés en faibles quantités par les plantes autotrophes ; ces métabolites ne sont pas directement
impliqués dans le processus de croissance et de développement, mais remplissent d’autre

fonctions toutes aussi importantes pour la plante (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007).
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11.2.2.2. Classification des métabolites secondaires

Environ 100 000 métabolites secondaires sont présents dans le regne végetal, classés en
trois grands groupes en fonction de leur structure et leur voie de biosynthese (Da Silva et al.,
2022). Ces groupes comprennent ; Les composes aromatiques ou polyphénols: (acide
phénoliques, flavonoides et tanins), les terpénoides (isoprénoides) et leurs dirivés et les
composés azotes (alcaloides) (Merghem, 2009 ; Ashraf et al., 2018 ; Seca et Pinto, 2018).

11.2.2.2.1. Alcaloides

Ce sont des composes azotés hétérocycliques, structurellement diversifiés ; ils s'étendent
de simples structures aux plus complexes (Tableau 2), dont la plupart dérivent des acides aminés
(Schlager et Dréager, 2016). Les chimistes distinguent aussi les proto-alcaloides avec un atome
d’azote en dehors de I’hétérocycle et les pseudo-alcaloides dont le squelette carboné ne dérive
pas d’acides aminés, mais résulte d’une transamination. Le terme alcaloide provient de leur
propriété chimique qui les rapprochait des substances alcalines lors de leur premiere description
faite par Meissner en 1919 (Aniszewski, 2007 ; Alexandra, 2022). Ils sont produits par une
grande variété d'organismes, y compris les bactéries, les champignons, les plantes et les animaux.
Ils peuvent étre purifiés a partir d'extraits bruts de ces organismes par extraction acido-basique
(Zaiter, 2019), Tous les alcaloides ont une action physiologique intense, médicamenteuse ou
toxique. Ils sont trés actifs et ils ont donnés naissance a de nombreux medicaments (Ali-Delille,
2013).

Tableau 2 : Classification des alcaloides (Wilhelm, 1998 ; Mauro, 2006)

Dérivés des alcaloides Structure

Composés piperidinique ex : la lobéline
g | g
N
OH o

Composés quinolizidines ex : la spartéine

H

ya

Alcaloides dérivés de la lysine

™~ =
H

Composés indolizidinique ex : la
castanospermin

S
HO -

OH OH
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Composés monocyclique ex : 1’éphédrine

Ly |

m\

Isoquinoléines ex : la papaverine

Alcaloides dérivés de tyrosine et < B (N
phénylalanine

Benzyltétrahydroisoquino- 1éines ex : la
morphin

Alcaloides dérivés de ’histidine

Quinine

Alcaloides dérivés du tryptophane Hohﬁ;ﬁ?
L

/O\I/}bel/tﬁ
S N-ﬁ

Cocaine

Q CHs

. r e 7 . . #
Alcaloides dérivés de I’ornithine HaC—N :‘/O
)

0]

Nicotine

Alcaloides dérivés de I’acide nicotinique H
|

—
—
N

11.2.2.2.2. Terpénoides

Les terpénoides représentent le groupe le plus important de composés secondaires. 1l existe
plus de 22 000 terpenes différents et ils sont classés suivant le nombre d’unités d’isoprénes qu’ils
possédent (Figure 2). Par exemple, les monoterpénoides et les triterpénoides présentent
respectivement deux unités et six unités d’isoprenes. Ils sont produits via deux voies de synthése.

La voie principale est celle de I'acide mévalonique. Cet acide est un précurseur des terpénes
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(Ruzicka et Zaiter, 2017). Il existe différentes classes de terpénes basées sur l'unité isoprene, y
compris les monoterpénes (deux unités C5), les sesquiterpenes (trois unités C5), les diterpenes
(quatre unités C5), les triterpenes (six unités C5), les tétraterpénes (huit unités C5) et les
polyterpénoides ([C5]n) (Huang et al., 2012 ; Amirzakariya et Shakeri, 2022). Dans la nature,
ces molécules se présentent sous forme des huiles essentielles ; parfums et godt des plantes,
pigments (carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

Figure 2 : Structure de base de I’isopréne (Khenaka, 2011)
11.2.2.2.3. Huiles essentielles

Selon la Pharmacopée Européenne (2011), une huile essentielle (HE) est un « produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matieére premicre végétale
botaniquement définie (Alleman et al., 2013) ; ils comportent un atome de carbone car leur
structure a pour base un motif en C5, I’isopréne (2—méthylbuta—1,3—diéne) et composés
aromatiques dérivées de phénylpropane. Les huiles essentielles sont classées selon la nature
chimique des majeurs principes actifs en huit principales classes, les carbures sesquiterpéniques
et terpéniques) et de leurs dérivés oxygénés (alcools, aldéhydes, esters, éthers, cétones, phénols
et oxydes) prépondérants dans la plupart des huiles essentielles et des dérivés du phenylpropane,
mais la grande majorité des huiles essentielles est constituée d'un mélange complexe de toutes
ces substances (Sens-Olive, 1979 ; Bouhdid et al., 2012).

11.2.2.2.4. Stéroides

Les stéroides, hydrocarbure tétracyclique saturé le 1,2-cyclopentanoperhydro-
phénanthréneayant en commun la structure du stérane. Ce composé entierement saturé produit de
la diagénése des stérols végétaux, il est présent dans les dépots organiques sédimentaires et les
pétroles (Leray, 2010).
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11.2.2.2.5. Composés phénoliques
e Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d’un noyau benzénique et au
moins d’un groupe hydroxyle (Da Silva et al., 2022). Ce sont des dérivés non azotés dont le ou
les cycles aromatiques sont issus de deux grandes voies métaboliques : la voie du shikimate et
celle de I’acétate (Hennebelle, 2006), ils peuvent étre estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres
sous forme d’hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants polaires (Wichtl et Anton,
2009), leur biosynthé¢se dérive de 1’acide hydroxybenzoiques mais les plus répandus sont I’acide
salicylique molécule donnant par synthése l'aspirine (Iserin, 2001) et ’acide gallique et de
’acides hydroxycinnamiques dont les plus abondants sont 1’acide caféique (Figure 3), I’acide

férulique et 1’acide chlorogénique (Laraoui, 2007).

Ces composés sont connus pour leur réle antioxydant, comme I'acide rosmarinique, sont
fortement antioxydants et anti-inflammatoires, antiseptiques et peuvent avoir des propriétés
antivirales ainsi, ils jouent un réle trés important dans la prévention des maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabete, etc. (Iserin, 2001 ; Vauzour, 2014 ; Ghitescu et
al., 2015 ; Chedea et Pop, 2019).

oK "o AN COQH
éo-{&-n-glucose OH
9 HO
OH
Acide salicylique acide gallique acide caféique

Figure 3 : Structure des acides phénoliques simples (wink, 2010)
e Flavonoides

Flavus signifie jaune en grec et le nom collectif de flavonoides pour ce groupe de
composés a été proposé par Geissman en 1952. Les flavonoides constituent le groupe le plus
large des phénols vegétaux, représentant plus de la moitié des huit milles composés phénoliques
naturels. Les flavonoides sont des composés de faible poids moléculaire qui consistent en 15

atomes carboniques, disposés sous la configuration : C6-C3- C6 (Figure 4) (Balasundram et al.,
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2006). Les flavonoides sont composés géneralement de deux cycles benzéniques (cycles A et B)

liés par un hétérocycle contenant un oxygene (cycle C) (Tsao et Deng, 2004).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013)

Ils sont & l'origine de la coloration des feuilles, fleur, fruit ainsi que d'autres parties

végétales (Wichtl et Anton, 2009). Ils peuvent étre subdivisés en différents sous-groupes en

fonction du carbone du cycle C sur lequel le cycle B est attaché et le degré d'insaturation et

d'oxydation du cycle C (Panche et al., 2016). lls sont répartis en six grandes classes :

anthocyanes (baies, fruits rouges, vin), flavanols (fruits, cacao, thé, vin), flavonols (oignons,

brocolis, tomates, thé), flavones (tisanes, plantes aromatiques), flavanones (agrumes),

isoflavones (soja, légumineuses) (Figure 5) (Morand, 2014).

IIs ont un important champ d'action et possedent de nombreuses vertus médicinales

Antioxydants, ils sont particuliérement actifs dans le maintien d'une bonne circulation. Certains

flavonoides (I'hespéndine et la rutine), ont aussi des propriétés anti-inflammatoires, antivirales et

des effets protecteurs sur le foie (Iserine, 2001).

O: | 0 @)
|
1 Zh" | '
Flavone Flavonol . Flavanone
0
’ l 0 I A
Flavan-3-ols Isoflavone Anthocyanidine

Figure 5 : Structures des principaux flavonoides (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011)
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e Tanins

Les tanins sont des substances végétales de la famille des polyphénols, le plus souvent
hydrosolubles, d’origine végétale et qui possedent la capacité de précipiter les protéines,
alcaloides et polysaccharides a partir de leur solution aqueuse (Bruneton, 2009).

Ils sont classés selon leurs propriétés chimiques en deux grandes catégories : les tanins
hydrolysables (Figure 6-7) sont des tanins formés par une unité gallotanin ou ellagitanin
comportant une liaison glycosidique et tanins non hydrolysables (condensés) (Figure 8) sont des
proanthocyanidols comportant des liaisons entre le C-4 d'une unité flavanol et un C-8 (ou C-6)

d’un autre flavanol monomere (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999 ; Zaiter, 2017).

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins éleve, ceux-ci donnent
un goQt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les
insectes herbivores. Au plan thérapeutique les tanins contractent les tissus en liant les protéines
et en les précipitant, d'ou leur emploi pour « tanner » les peaux. lls permettent de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections ; les plantes riches en tanins sont utilisées pour
retendre les tissus souples, comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les sécrétions
excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une
bralure, les tanins ont des propriétés astringentes prononcées qui accélerent la guérison des
blessures et des muqueuses en flammes. lls sont utilisés, en usage externe, pour traiter les ulcéres
variqueux, les hémorroides, les engelures et les brulures, et comme bains de bouche pour le

traitement de l'inflammation et des maladies parodontales (Iserin, 2001 ; Sereme et al., 2008).

Figure 6 : Structure de base des tanins hydrolysables (Hartzfeld et al., 2002)
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Figure 7 : Structures chimique de quelques tanins hydrolysables (Crestini et Lange, 2015)
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Figure 8 : Structure chimique des tanins condensés (Macheix et al., 2005)
Modes de préparation et d’utilisation des plantes médicinales

La méthode de préparation du produit a base de plantes peut affecter la quantité
d'ingrédient actif présent. Selon I'effet thérapeutique recherché, il existe plusieurs modes de

préparation de la préparation (Lori et Devan, 2005).

= Infusion : La plante est aspergée d'eau bouillante, couverte et laissée refroidir pendant 2
a 15 minutes. Convient aux parties sensibles des plantes (fleurs et feuilles) (Lori et

Devan, 2005).

= Décoction : Le medicament est conservé dans de l'eau bouillante pendant 15 a 30
minutes. Convient aux parties dures des plantes (écorce, racines, fruits et certaines
feuilles) (Lori et Devan, 2005).

= Maceération : Cela comprend le maintien de la plante en contact avec de l'eau a
température ambiante pendant 30 minutes a 4 heures. Les plantes peuvent également

macérer dans ’alcool, dans la glycérine, ou dans un autre solvant. Un solvant est un
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liquide qui retient les principes actifs de la plante. Il convient de bien sélectionner le

solvant en fonction de la plante que I’on utilise (Nogaret-Ehrhart, 2003).

= Poudre : Il est fabriqué en broyant les plantes séchées ou des parties de plantes en poudre

puis en les tamisant.

= Teinture : Il est dérivé de poudres de plantes séchées et sa teneur en alcool varie selon le
type de drogue. Celle-ci peut étre de 60° (principes actifs trés facilement solubles), 70°,

80° ou 90° (ex : produits résineux et huiles essentielles) (Lori et Devan, 2005).

= Extrait : Les extraits sont obtenus en placant la plante dans une solution évaporable
(éther, eau, alcool...), en effectuant divers procédés d'extraction (macération, décoction,
infusion) puis en évaporant ces solutions jusqu'a I'émergence d'une consistance liquide,
molle ou séche. lls sont ensuite classés selon leur consistance (extrait liquide, mou ou
sec) (Lori et Devan, 2005).

= Cataplasme : C’est le méme principe que pour les compresses, a la différence que ce
sont ici les herbes qui sont directement utilisées, et non pas une infusion. Les plantes sont
hachées grossi¢rement, puis mises a chauffer dans une casserole, recouvertes d’un peu

d’eau, puis laissez frémir deux a trois minutes (Nogaret-Ehrhart, 2003).
11.3. Phytothérapie
11.3.1. Histoire

Compte tenu des données archéologiques a notre disposition, il est raisonnable de penser
que I’étre humain se soit toujours intéressé aux plantes. D’une part, dans le but de se nourrir
(plantes comestibles et poisons de fleches pour la chasse) et d’autre part pour se soigner (plantes
médicinales) comme en témoignent les vestiges laissés par les hommes a cette époque : peintures

de grotte, poteries...

Ce n’est cependant qu’apres la naissance de I’écriture, et grace au développement du
papier ou du parchemin que I’on est en mesure de documenter des usages précis dans le temps.
Les premiers écrits remonteraient jusqu’a 5000 avant Jésus Christ, avec notamment la tablette
sumérienne de Nippur, qui mentionnait une douzaine de recettes et plus de 250 plantes
différentes, dont le pavot a opium (Petrovska, 2012). Le premier traité médical majeur
proviendrait de Chine en 2500 av. J.C. Il s’agit du “Shennong bencao jing” dont I’origine est

attribuée a Shennong, un empereur mythique qui aurait vécu a cette période. Si les origines de ce
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texte sont sujettes a débat, les premieres traces écrites retrouvées sur les usages des plantes ont

donc déja plusieurs millénaires.

Le papyrus d’Ebers daté de 1500 av. J.C. est considéré comme le plus ancien traité¢ de
prescription médicale et mentionne plusieurs centaines de recettes, a base de plantes, de
minéraux ou de parties d’animaux. A cette méme période, des traces d’usages de plantes
médicinales sont retrouvés dans les vedas de la tradition indienne. Depuis, plusieurs étapes et
personnages ont marqué I’histoire de 1'usage des plantes médicinales, et vous pouvez retrouver
quelques figures et événements clés sur cette frise chronologique (wichtl et anton, 2003 ; Morel,
2017).

11.3.2. Définition

Etymologiquement, du grec “phytos” qui signifie plante et “therapeuo” qui signifie prendre
soin » (Fondation cancer du sein du Québec, 2020), consiste en 1’exercice d’une pratique
médicale non conventionnelle qui vise a prévenir, a soigner ainsi qu’a soulager, de maniere
naturelle, des maladies, propriétés guérissantes (Bouchard et Delisle, 2023). C’est donc une
technique de soins qui utilise les plantes pour venir a bout des causes et symptomes de diverses

maladies. C’est I’'une des plus anciennes thérapeutiques (Caroline, 2013).

La phytothérapie, c’est le traitement des maladies par les plantes fraiches ou desséchées et
par leurs extraits naturels. On parlait de plantes médicinales, on parle maintenant de plantes
thérapeutiques ou de plantes-médicaments. La phytothérapie, en tant que discipline, fait partie
intégrante de la tradition médicale universelle et européenne et trouve sa place dans la panoplie

des remédes de prescription ou de conseil (Patrick, 2018).
On distingue deux types de phytothérapies.

¢ Phytothérapie traditionnelle. C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter
les symptomes d’une affection. Ses origines peuvent parfois étre trés anciennes et elle se
base sur l'utilisation de plantes selon les vertus découvertes empiriqguement. Elles
concernent notamment les pathologies saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques
légers jusqu’aux symptomes hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou

dermatologiques (Prescrire, 2007).

e Phytothérapie moderne ; C'est une médecine de terrain dans laquelle le malade passe
avant la maladie. Une approche globale du patient et de son environnement est nécessaire
pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet (Moreau, 2003). Elle

s’appuierait sur des connaissances biochimiques, Cherchant a soulager des symptomes
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grace a des principes actifs identifiés, testés Cliniquement et contenus dans les plantes
médicinales. Elle aurait surtout recours a des produits d'origine végétale obtenus par

extraction et présentés comme toutes autres spécialités pharmaceutiques (Jorite, 2015).
11.3.3. Types de la phytothérapie
11.3.3.1. Aromathérapie

Le préfixe "aroma" peut donner I'impression que I'aromathérapie se limite a diffuser des
odeurs agréables simplement pour le plaisir. Cependant, le suffixe "thérapie™ indique clairement
qu'il s'agit d'une approche de soin complexe, qui utilise les essences aromatiques de certaines
plantes, agrumes, résines ou bois. Ces méthodes sont utilisées depuis des millénaires et les
plantes aromatiques ont toujours été hautement appréciées dans le monde entier (Strang, 2006) ;
L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les extraits aromatiques (les
huiles essentielles) a des fins thérapeutiques. Cette technique permet de soigner, harmoniser
physiquement et psychiquement et renforcer les processus de rétablissement des principes
vitaux. Cette méthode repose sur ’activité pharmacologique des molécules contenues dans les

huiles essentielles biochimiquement définies (Harborne, 1988).
11.3.3.2. Allopathie

Du grec « allos » = autre, et « pathos » = maladie) au sens strict est une méthode de
traitement qui repose sur I’administration des substances visant a produire les effets contraires a
ceux de maladie a combattre. Par extension, I’allopathie désigne souvent la médecine

conventionnelle selon National Institute for Health (2012).
11.3.3.3. Homéopathie

L’homéopathie (du grec « homoios » = semblable, « pathos » = maladie) s’oppose a
I’allopathie, et consiste a traiter le patient a 1’aide des substances qui provoqueraient chez
I’individu sain, et a dose pondérale, des troubles semblables a ceux que présente le malade. Les
dilutions infinitésimales n’interviennent que pour atténuer les effets secondaires de la maladie

iatrogene ainsi crée (Garnier et al., 2004).
11.3.3.4. Gemmotherapie

La gemmothérapie (du latin gemma = « pierre précieuse » et « bourgeon » par analogie car
le bourgeon est a la fois statique et précieux) est une branche de la phytothérapie, fondée par le
Docteur Pol HENRY, consistant en [’'utilisation a des fins thérapeutiques de tissus

embryonnaires végetaux en croissance tels que jeunes pousses, bourgeons et radicelles, préparés

29



Synthése bibliographique métabolites secondaires des plantes médicinales

par macération dans un mélange d’eau, de glycérine végétale et d’alcool éthylique pour obtenir

un « macérat glycériné » (Lehmann, 2013).
11.3.3.5. Herboristerie

Elle représente l'approche de phytothérapie la plus traditionnelle et la plus ancienne.
L'herboristerie fait usage de plantes fraiches ou séchées, utilisant soit la plante entiére, soit une
partie spécifique telle que I'écorce, les fruits ou les fleurs. Les méthodes de préparation reposent
généralement sur des techniques simples, souvent a base d'eau, telles que la décoction, I'infusion
ou la maceration. Ces préparations sont également disponibles sous une forme plus moderne,

présentée sous la forme de gélules de poudre de plante séche que le sujet ingere (Strang, 2006).
11.3.4. Avantages et inconvénients de la phytothérapie
11.3.4.1. Avantages

Selon amandine (2022) ; la phytothérapie utilise les extraits de plantes a des fins

thérapeutiques et peut offrir plusieurs bienfaits pour la santé, tels que :

o Les plantes utilisées en phytothérapie ont des propriétés anti- inflammatoires,
antioxydantes, analgésiques, antispasmodiques et autres. Peut soulager la douleur et les

symptdmes de différentes conditions.

« Certaines plantes possedent des propriétés antivirales, antibactériennes et antifongiques
qui aident & combattre les infections.

o Les extraits de plantes peuvent aider a réguler le fonctionnement du systéme immunitaire

et a renforcer les défenses naturelles de I’organisme.

o Certaines plantes possédent des propriétés adaptogénes qui contribuent a augmenter la

résistance de I’organisme au stress et a I’anxiété.

o Les extraits de plantes peuvent aider a améliorer la digestion et a soulager les troubles

digestifs tels que les ballonnements, la constipation et la diarrhée.

o Les extraits de plantes peuvent aider a réguler la fonction hormonale et a soulager les

symptdmes associés a certains desequilibres hormonaux, comme la ménopause.

o Certaines plantes ont des propriétés diuretiques qui peuvent aider a éliminer les toxines
du corps et a améliorer la fonction rénale. Avant d’utiliser des extraits de plantes a des
fins thérapeutiques, il peut-étre nécessaire de consulter un professionnel pour vous

guider.
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11.3.4.2. Inconvénients

Selon Rustan et Drevon (2005) ; la phytothérapie est une thérapeutique souvent peu

toxique mais qui exige un certain nombre de précautions :

e Avoir une bonne connaissance des plantes car certaines peuvent étre vénéneuses ou

présenter des réactions allergiques a certains sujets

e Assurer le diagnostic et noter la posologie, notamment chez les jeunes enfants, les

femmes enceintes ou allaitantes et les personnes ageées.

o Certains médicaments ne peuvent pas étre utilisés en méme temps que d’autres
médicaments, ou augmenter la dose ou prolonger la durée du traitement entrainera une

certaine toxiciteé.
11.3.5. Intérét de la phytothérapie

La phytothérapie se pratique sous différentes formes et uniqguement dans le cas de maladies
« bénignes ». Bien sir, bon nombre de symptdbmes nécessitent des antibiotiques ou autres
traitements lourds. Dans d’autres cas, se soigner par les plantes représente une alternative

reconnue par la médecine et dénuée de tout effet toxique pour 1’organisme (Berlencourt, 2008 ;

Berlencourt, 2017).
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I11.4. Laurus nobilis L.

11.4.1. Histoire /Origine

Etymologiquement, le nom latin Laurus signifiant « toujours vert » fait allusion au
feuillage persistant de la plante et nobilis du latin « fameux » (Pariente, 2001).

Originaire d’Asie mineure d’ou il fut importé par les grecs et les romains, il s'est ensuite
propagé dans I’ensemble du bassin méditerranéen, en Inde et en France, il pousse naturellement
sur le littoral provencal, dans le Sud-ouest et en Corse. En Europe centrale, il est cultivé en pots
en raison de sa sensibilité aux hivers froids. Les principaux pays producteurs comprennent la
Turquie, qui représente les deux tiers du commerce mondial, ainsi que I'Albanie, le Maroc, la
Grece et I'ltalie (Geerts et al., 2002).

11.4.2. Famille des lauracées

Le Laurier noble, Laurus nobilis L., également connu sous le nom de laurier-sauce ou
laurier d’Apollon, il appartient a la famille des Lauracées qui est une famille de plantes
angiospermes qui comprend plus de 2000 espéces réparties en une cinquantaine de genre. Ce

sont des arbres ou des arbustes a feuilles quasi persistantes (Ferdinand, 2010).

11.4.3. Description botanique

Laurus nobilis, un arbuste ou arbre aromatique pouvant atteindre 2 a 10 meétres de
hauteur, présente une tige droite grise dans sa partie inférieure et verte dans sa partie supérieure.
Ses feuilles, coriaces et légerement ondulées sur les bords, mesurent 16 cm de long sur 8 cm de
large. Elles sont persistantes, d'un vert foncé et glacé sur la face supérieure, tandis que la face
inférieure est plus pale. Les fleurs sont dioiques, avec de petites fleurs males et femelles sur des
pieds séparés, regroupées par 4 a 5 en petites ombelles jaunes. Le fruit, une petite baie ovoide de
2 cm de long sur 1 cm de large, devient noir vernissé a urité (Figure 9) (Iserin, 2001 ; Demir et
al., 2004 ; Beloued, 2005).

=

Figure 9 : Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005)
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11.4.4. Laurier en Algérie

En Algérie des arbustes de laurier sont présents dans les foréts d'aulnes réparties dans les
zones humides d'Annaba, El Kala et Guerbere, alger et constantine. Ses propriétés biologiques ne
sont que peu documenté (Ben Djamaa et al., 2012 ; Guedouari , 2012). Ses périodes de floraison
ont lieu pendant mars et avril (Beloud, 2001). Le tableau 3 montre la classification botanique de

laurus nobilis L.

Tableau 3 : La classification botanique de Laurus nobilis L. (Pierre et Sebastien, 1962)

Sous régne Plante vasculaire
Embranchement Spermaphytes
S/IEMB Angiospermes
Classe Dicotylédones
S /classe Dialypétales

11.4.5. Composition chimique
11.4.5.1. Huiles essentielles

Les feuilles du Laurier contiennent : une huile essentielle représentant 1 a 3 % du poids
sec. Cette huile renferme 30 a 70 % de cinéol, ainsi que plusieurs composés terpeniques : linalol,

géraniol, eugénol, pinéne, terpinéne, phélandréne.

Les fleurs renferment également une huile essentielle contenant les composes suivants : b-
carophyllene, viridifloréne, b-élémene, germacradiénol, germacréne D. De méme, les racines
contiennent une huile essentielle constituée de divers monoterpénes et sesquiterpenes, oxygenés

ou non (Bruneton, 1993).
11.4.5.2. Composés phénoliques

Les feuilles de Laurus nobilis contiennent aussi des flavonoides polaires (dérivees
glycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatres dérivés acylés de
kaempferol). Les feuilles contiennent des tanins, un principe amer, du mucilage des matiéres

résineuses et pectique et une essence aromatique incolore ou jaune pale, a saveur chaude,
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constituée par un mélange de 45% de cinéol, de méthylchavicol, de pinéne, d’eugénol, de

linacol, d’éthers des acides acétiques isobutyrique et valérianique (Kivgak et Mert, 2002).
11.4.5.3. Alcaloides

Les feuilles de Laurus nobilis contiennent également des alcaloides isoquinoléiques
(réticuline, aporphinoides) (Brunton, 2009) et des vitamines (a- tocophérol) (Gomez-Coronado
et al., 2004). La vitamine E ou alpha. Les baies renferment 17 a 25% d’huile de Laurier, 23%
d’amidon, 2% de sucre, 0.85% de principes amers, une résine, du mucilage, de la bassorine, et 1

a 3% d’essence (Beloued, 2009).
11.4.6. Propriétés pharmacologiques
11.4.6.1. Effets antioxydants

L’activité antioxydante des extraits méthanolique (bruts et dégraissés) des feuilles,
d’écorce et des fruits de Laurus nobilis ont été étudiés au niveau de la peroxydation de lipide
(LP) dans le liposome, induite par le systtme Fe*? ascorbate et mesuré
spectrophotométriquement a 533 nm. Les résultats ont montré que tous les extraits de recherche
possédaient une activité antioxydante. L’extrait dégraissé des feuilles montre une inhibition plus
élevée du LP que I’extrait brut et que tous les autres extraits et le maximum de son activité

(68,4%) a été atteint avec une plus petite quantité (2,0 mg) (Simi et al., 2003).

Ferreira et al. (2006) ont étudié I’activité antioxydante de trois extraits (huile essentielle,
extrait éthanolique et décoction) de dix espéces de plantes médicinales dont Laurus nobilis; cette
espece a montré des valeurs élevées pour 1’activité antioxydante pour chacun des trois extraits et
elle est plus élevée pour les extraits polaires. Dans le laurier, I’isoquercitrine et les glycosides

flavonol peuvent expliquer 1’activité exhibée.

Dans une autre étude, Demo et al., (1998) ont démontré la présence des tocophérols
(vitamine E), principalement la - tocophérol, dans les feuilles de Laurus nobilis obtenue dans la
fraction apolaire par extraction hexane. Dans cette étude on rapporte que le contenu tocophérol

est strictement corrélé avec I’activité antioxydante de 1’extrait hexane des feuilles.

Ces résultats préliminaires ont confirmé que 1’utilisation traditionnelle des feuilles de
Laurus nobilis dans 1’industrie alimentaire est reliée non seulement a 1’odeur et a 1’arome
plaisant, mais probablement aussi a des possibilités préservatives des substances présentes dans

les feuilles et d’autres piéces de cette plante.
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11.4.6.2. Effet cytotoxique

Les extraits n-hexane, éthanol et aqueux des feuilles de Laurus nobilis ont été testés pour
leurs propriétés cytotoxiques en utilisant I’essai biologique de crevette de saumure (Artemia
salina). Seul I’extrait n-hexane exhibé une activité cytotoxique contre la crevette de saumure
méme si on l’avérait moins active que l’'umbelliferone et la colchicine. Dans le criblage
phytochimique tous les extraits ont donné des résultats positifs pour les sesquiterpénes, les
extraits éthanol et aqueux pour les alcaloides mais seulement 1’extrait n-hexane était positif pour
les flavonoides et la vitamine E. Ainsi, les glycosides flavonol pourraient étre des principes actifs

responsables de ’activité cytotoxique observée (Kivcak et Mert, 2002).

D’autres études ont été réalisées sur I’isolement et 1’identification des composés des
feuilles et des fruits de Laurus nobilis supposés étre cytotoxique. Sixsesquiterpénes lactone
connue et un nouveau sesquiterpéne le lauroxepine ont été isolés. Ces substances actives se sont
avérées fortement cytotoxiques contre la lignée cellulaire ovarienne cancéreuse A2780 (Fang et
al., 2005 ; Barla et al., 2007).

11.4.6.3. Activité anti - inflammatoire

L'extrait méthanolique (80%) des feuilles de laurier séchées, administré par intubation
gastrique a des rats a une dose de 100 mg / kg, a entrainé une inhibition de 19% de
I'oedemeinduit. L’acétate d'éthyle et ’extrait d'hexane des feuilles, appliquée extérieurement
[(TPA)- inflammation de I'oreille] sur des souris a une dose de 20,0 microlitres /animal, étaient
actifs comparativement au tétradécanoyl acétate de phorbol (Olivier et Imael, 2017). L'isolement
des composés actifs des fruits et des feuilles du Laurus nobilis L. a été réalise par Fang et al.
(2005) ; six composés ont éte identifiés : ils sont tous des lactones sesquiterpénes. Ces composés

possedent différentes propriétés pharmacologiques y compris 1’effet anti-inflammatoire.
11.4.6.4. Activité antibactérienne

L'étude de Dadalioglu et Evernddilek (2004) a montré une efficacité d'HE sur Salmonella
typhymurium, Staphylococcies aureus et E. coli. L'HE a la capacité d'inhiber les souches
buccales de Sauteuse avec une importante activité anti-biofilm (Anneliste et al., 2017).

11.4.6.5. Effet de rééquilibrage de la glycémie

Les feuilles de Laurus nobilis L. ont été rapporté d'avoir un effet antidiabétique et de
renforcer la glutathion S-transférase hépatique. L'administration de 200 et 600mg/kg de doses de

I'extrait methanolique des feuilles de Laurus nobilis L. Produit une diminution significative de la
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glycémie (bechkri et meslem, 2018). Une autre étude prouve que I'HE de Laurus nobilis la une
capacité d'inhiber I'a-glygosidase intestinale (a plus de 90% a la concentration, de 7,5 g/ml par,

inhibition compétitive) peut étre mise a profit pour réguler la glycémie (Khan et al., 2009).
11.4.7. Effets et usages médicinaux

Laurier qui est un élément essentiel du bouquet garni dans nos préparation culinaires est
principalement utilisé en médecine traditionnelle pour soigner les troubles de I'appareil digestif
ainsi que les douleurs d’arthrites (Bendjersi, 2017) et les maladies de la peau et la cicatrisation de
plaies (Ali-Shtayeh et al., 2000), la névralgie et le parkinsonisme (EI Malti et Amarouch, 2009)
des rhumatismes, du cancer, de I'épilepsie et plusieurs maladies infectieuses (Peixotoal et al.,
2017). Le laurier a également des effets anesthésique, hypothermique, relaxante musculaire,
analgesiques, diaphorétiques, antipyrétiques bien connus. Aussi, la plante peut étre utilisée

traditionnellement en phytothérapie (Taarabt et al., 2017).

En plus de leur importance médicinale, les feuilles de ces plantes sont utilisées comme
agent Aromatisant et dans I’augmentation de la durée de conservation des aliments, des olives
(Elharas et al., 2013), des saucisses (Da Silveira et al., 2014), des poissons (Snuossi et al., 2016)
car elles contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al., 2018) et une activité
antioxydante (Dias et al., 2014) et améliorent en général la sécurité des produits (Houicher et al.,
2016). Les métabolites les plus divers de la feuille de Laurier, ont été étudiés pour leurs divers
effets pharmacologiques tels que les effets cytotoxique (Barla et al., 2007) et neuroprotecteurs
(Ham et al., 2011).

Le laurier a la méme action bénéfique que la menthe (Mentha spicata) et le romarin
(Rosmannus officmalis). Le laurier favorise I'apparition des régles. Son huile essentielle est
surtout employée sous forme d'onguent pour frictionner les muscles et les articulations
douloureuses. Ajoutée a I'eau du bain, la décoction des feuilles apaise les membres douloureux
(Iserine, 2001).
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

I. Materiel
I.1. Matériel biologique

L’étude in vivo a été réalisée sur des lapins males (n=15), de I’espéce Oryctolagus
cuniculus, sexuellement matures agés de six (06) mois environ et pesant entre 1,2 et 2 Kg,
procurés auprés d’un éleveur du secteur privé a Mila.

Le lapin (Oryctolagus cuniculus) appartient a 1’ordre des lagomorphes, a la famille des
Leporidae et a la sous-famille des Leporinae (figure 10). L’ordre des lagomorphes (littéralement
: ceux qui ressemblent au lievre) se distingue de celui des rongeurs, en particulier par 1’existence

d’une deuxiéme paire d’incisives a la machoire supérieure (Hervé Garreau et al., 2020).

Figure 10 : Photographie du matériel biologique
1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des feuilles de laurier (Laurus nobilis L) (Figure 11) qui

ont été achetées chez un herboriste de Mila.

Figure 11 : Photographie du matériel végétal

39



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

1.3. Matériel chimique

Le pesticide utilisé dans cette étude est un herbicide : La métribuzine (4-amino-6-tert-
butyl-4,5-dihydro-3-methylthio-1,2,4-triazine-5-one), commercialisée en Algeérie sous le nom de
Sencorate (75% de Metribuzine) (Figure 12), est un herbicide de la famille de triazines,
inhibiteur de la photosynthése par blocage de la protéine d1 du photosysteme 1l et est utilisée
pour le désherbage dans la culture de pomme de terre (Hutchinson, 2012), employée en pré-levée
et en post-levée. La métribuzine a une persistance courte a moyenne dans I'environnement. Elle
présente une solubilité élevée dans I'eau (1,05 g.Lt) et une faible absorption dans le sol. Toutes
ces caractéristiques apportent a la métribuzine une grande mobilité dans le sol (Saiba et Bouras,
2010).
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Figure 12 : Photographie du matériel chimique

1.4. Conditions d’élevages

Les lapins males sont hébergés dans des cages munies d’un porte étiquette ou est

mentionné le nom du lot, le traitement subi et les dates des expérimentations (figure 13).

Ces lapins sont répartis selon ’homogénéité de leurs poids en trois lots expérimentaux de
cinq lapins chacun. Ils sont utilisés aprés une période d’adaptation de 2 jours, ils ont acces libre a

I’eau et a I’aliment disposés, la litiere est renouvelée chaque jour.
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Figure 13 : Lots expérimentaux (TNT : lot non traité, TM : traité par la métribuzine, ML.:

métribuzine/Laurier

I1. Méthodologie
11.1. Protocol expérimental
11.1.1. Pesage des lapins
Au total, 03 lots expérimentaux de 05 sujets chacun ont été utilisés (Figure 14). La prise
de poids corporel est réalisée trois fois : avant le début du protocole expérimental, aprés une

semaine et le jour du sacrifice. La durée de I’expérimentation est de 15 jours.

Figure 14 : Pesée des lapins
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11.1.2. Préparation de la métribuzine

La métribuzine (75%) est préparée dans de 1’eau distillée et diluée a 10% (10g dans 100ml
d’eau distillée) (Figure 15) et administrée a raison de 1ml par jour pendant 15 jours par voie

orale (gavage).

Figure 15 : Préparation de la métribuzine diluée
11.1.3. Préparation du matériel végétal (infusion du laurier)

Les feuilles du laurier préalablement débarrassées de toutes impuretés ont été séchées a
température ambiante dans un endroit aéré et ombragé pendant plusieurs jours. La matiere séche

obtenue a été broyée a I’aide d’un broyeur ¢électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre.

On verse de I’eau frémissante sur la poudre des feuilles du laurier, on recouvre 1’infusion.

Au bout de 10 min, on filtre et on obtient ce que 1’on appelle « I’infuser » (Figure 16).

€
)
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Figure 16 : Préparation des feuilles du laurier
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11.1.4. Traitement des lapins

Les lapins ont été gavés quotidiennement durant deux semaines et les traitements ont été

effectués comme suit :

+ Les lots expérimentaux (Figure 17) :
Lot 1 (LNT) : Lapins témoin Non Traité ; qui regoit le méme volume d’eau physiologique
durant la période du traitement.

Lot 2 (LTM) : Lapins Traité avec 1ml de métribuzine (10%) quotidiennement par gavage une

fois par jour pendant 2 semaines.

Lot 3 (LML) : Lapins traités avec 1ml de métribuzine (10%) plus I’infusion des feuilles du
laurier (4ml) (10 mg/kg de P.V.) quotidiennement par gavage une fois par jour et pendant 2

semaines.

Figure 17 : Gavage des lapins

Tableau 4 : Répartition des lots

Lots Lot 1 (Témoin) Lot 2 Lot 3
Doses Sans traitement 1ml (10%) de 1ml (10%) de métribuzine + 4ml
métribuzine de I’infusion du laurier

11.1.5. Sacrifice et dissection

Le sacrifice et la dissection des lapins ont été effectués dans la matinée aprés les deux

semaines de traitement (Figure 18).
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Figure 18 : Sacrifice et dissection

11.2. Prélévements

% Prélévement sanguin

Les prélevements sanguins ont été récupérés a partir de la veine jugulaire des lapins. Les

échantillons du sang sont recueillis dans un tube hépariné et dans un autre tube contenant

I’EDTA, en vue de l'analyse des parameétres hématologiques et biochimiques, respectivement.

Les tubes contenant les échantillons de sang ont été transportés dans une glaciére au laboratoire

d’analyses (hopital les fréeres Meghlaoui. Mila et polyclinique les frére Letrache Ouad Endja)

Le sang a été recueilli dans des tubes (Sec, EDTA, Lithium Héparine) (Figure 19).

Tube Sec : sans anticoagulant qui subit une centrifugation a 3000 tours par minute,
pendant 10 minutes, le sérum obtenu est mis au frais jusqu’au moment du dosage

biochimique.

Tube EDTA : Les échantillons de sang prélevés dans les tubes EDTA ont été
immédiatement utilisés pour déterminer la formule numérique sanguine ; globules blancs
(GB), globules rouges (GR), hémoglobines (HGB),

Tube Lithium Héparine : Le sang des tubes héparinés a été centrifugé a 3000 tr/mn
pendant 5 min et les paramétres biochimiques (Cholestérol et Triglycéride, Transaminase
Glutamate Oxalo-acétate (TGO=ASAT), Transaminase Glutamate Pyruvate (TGP
=ALAT), Glycémie, Urée et Créatinine) ont été dosés sur le sérum obtenu grace a

I’automate.
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Figure 19 : Prélévement sanguins
% Prélevements des organes

Apres la dissection des lapins, les testicules, I’épididyme, le foie et les reins sont prélevés,
débarrasses de leurs tissus adipeux, rinces dans une solution de chlorure de sodium a 0.9%, puis
pesés (figure 20-21).

Figure 21 : Pesage des organes
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Les testicules, 1’épididyme, le foie et les reins des lapins sacrifiés sont conservés dans du

formol a 10% pour 1’étude histologique (Figure 22).

Figure 22 : Conservation des organes
s Prélevement du sperme

Le prélévement du sperme ce fait a partir de 1’épididyme aprés dissection a I’aide d’une

lame (Figure 23).

Figure 23 : Prélévement du sperme
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15 Lapins

4

Période
d’adaptation

v

Lot 1
Témoin

A

Lot 2
2ml /kg P.C. Métribuzine

'

Lot 3
2ml /kg P.C.
Meétribuzine plus la plante

Traitement de
2 semaines

!

Décapitation et

-

Récupération
des organes

'

Histologie du foie,
rein, testicules et
épididyme

dissection
N
~
Récupération
du sana
A

4 Al
Dosage des Dosage des
parameétres parameétres

hématologiques hinchiminiies

Figure 24 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental

11.3. Etude des paramétres indicateurs de la fertilité masculine chez les lapins

Afin d’estimes I’effet de la métribuzine utilisé sur la fertilit¢ des lapins a travers les

caractéristique des spermatozoides et la qualité du sperme, nous avons procédé au test du sperme
selon la méthode de I’OMS (organisation mondiale de la santé, 1993) le sperme a été prélevé a

partir d’une petite ouverture faite au niveaux de la téte de 1’épididyme, 1uL de sperme est dilué

dans 50ul de la solution physiologique (Nacl /0.9%) mis dans une étuve a une température de

37°C le sperme est dilué 50 fois.

11.3.1. Mobilité des spermatozoides

Une goutte du sperme dilué est déposée sur une lame, puis recouverte d’une lamelle. La

préparation est examinée sous microscope optique avec 1’objectif X40.
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La mobilité des spermatozoides est déterminée par la numération des spermatozoides
mobiles et immobiles dans 3 champs d’observation, puis calculer le pourcentage des
spermatozoides mobiles (OMS, 1993).

11.3.2. Vitalité de spermatozoides
11.3.2.1. Coloration vitale

C’est est une technique de coloration basée sur le principe que la colorante éosine (1%) y
pénétre dans les spermatozoides morts (cellules dont la membrane plasmique est endommagée)

et les colore en rouge.

Une goutte de sperme est mise entre lame et lamelle en ajoutant une goutte d’éosine (1%).

On laisse 2 a 3 min. Puis on examine au microscope a 1’objectif X40.

La. Vitalité est déterminée par la numération des spermatozoides colorés et incolores dans
3 champs d’observation, puis on calcule le pourcentage de chaque catégorie (spermatozoides
colorés et incolores) (OMS, 1993).
11.3.2.2. Test de gonflement hypo-osmotique (HOS-TEST)
Ce test est réalisé pour étudier les modifications morphologiques des spermatozoides exposés a
un stress Hypo-osmotique (Figure 25).
v Solution utilisée

- Dissoudre 0,367g de citrate de sodium (Nas CeHsO7, 2H20) et 0.675g de fructose dans

50ml d’eau distillée (conserver a 4°C).

- Mélanger la solution avant usage.
v Méthode

- Réchauffer a 37°C, pendant 5 minutes environ, 1 ml de la solution placée dans un tube
Eppendorf fermé.

- Ajouter 0.1 ml de sperme dilué et mélanger doucement a I’aide d’une pipette.
- Laisser incuber a 37°C pendant 30 minutes.
- Observer les spermatozoides sous microscope a 1’objectif X40.

- Calculer le pourcentage des spermatozoides présentant des modifications du flagelle sur

un total de spermatozoides comptés (Jeyendran et al., 1984 ; OMS, 1993).

48



Partie expérimentale

Matériel et Méthodes

,’?) x \ 2 \ ‘x\
& = =

:‘.' ii’:‘ ! )

! | — A 7

,) | P 2] &

) : ! = .r = !

N A B C

Figure 25 : Présentation schématique des modifications morphologiques

Caracteristiques des spermatozoides exposes a un stress hypo-osmotique

A : modification faible du flagelle,

modification importante du flagelle,

B:
C : modification trés importante du flagelle,
N :

spermatozoide normal.

11.4. Dosage des paramétres biochimiques

11.4.1. Dosage du glucose

Selon la méthode de Kaplan, (1984). Voir la fiche technique (Spinreact).

complexe coloré, qui peut étre mesuré a la spectrométrie.

Glucose oxydase

Principe : Le glucose subit des réactions couplées décrites ci-dessous pour donner un

B-D- Glucose + O; + HHO — > Gluconate + H202

H>02 + phénol + 4- Aminoantipyrine

Peroxydase

» Quinone + H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans

1’échantillon.

» Echantillon : Sérum
> Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration

TrispH 7.4 92 m mol/l

R1 tampon
Phénol 0.3 m mol/l
Glucose oxydase (GOD) 15000 U/I

R2 enzymes Peroxydase (POD) 1000 U/l
4- Aminophenazone (4-AP) 0.6 m mol/I

Glucose cal Etalon de glucose aqueux primaire 100 mg/dI
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¢ Préparation du réactif de travail (RT)
- Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

- Mélanger bien doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif de travail est stable
4 mois a 2-8 C°, ou 40 jours a 15-25 C°.

v" Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) 1.0
Echantillon (pl) 1.0

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37° C
-Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 500 nm et de I’étalon contre le blanc, la couleur est
stable aprés 30 min.

La concentration du glucose dans 1’échantillon est calculée par la formule suivante :

(A) Echantillon
Glucose (mg/dl) = . x 100
(A) Etalon

La concentration de 1’étalon = 100 mg/dl
Facteur de conversion = mg/dl x 0.055 = m mol/I
11.4.2. Dosage du cholestérol
Selon la fiche technique Spinreact Naito, (1984).
e Principe : Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon la

réaction suivante :

Cholestérol estérase

Cholestérol esters + H20 » Cholestérol + acides gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O — > Cholestérol-4-one + H20>

Peroxydase

2 H20 + phénol + 4- Aminophenazone » Quinonimine+ 4 H0;

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans

I’échantillon.

= Echantillon : sérum
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» Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration

PIPES PH 6.9 90 m mol/l

R1 tampon .
Phénol 26 m mol/l
Cholestérol estérase (CHE) 300 U/
Cholestérol oxydase (CHOD) 300U

R2 enzymes
Peroxydase (POD) 1250 m mol/l
4- Aminophenazone (4- AP) 0.4 m mol/l

Cholestérol cal Etalon de cholestérol aqueux primaire 200 mg/dl

% Préparation de réactif de travail (RT)

- Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

- Meélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compéte. Ce réactif de travail est

stable 1 mois a 2-8 C° a I’abri de la lumiére.

v" Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 1.0
Echantillon (ul) 1.0

- Agiter bien et incuber pendant 5 min & 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

- Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc, la

couleur est stable aprés 60 min.

+ Concentration du cholestérol (mg/dl) =

- La concentration de 1’étalon = 200 mg/dl.

(A) Echantillon

(A) Etalon

- Facture de conversion : mg/dl x 0.025 = m mol/I.
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11.4.3. Dosage des triglycérides
Selon la fiche technique Spinreact (Kaplan et al., 1984).

e Principe : Les triglycérides présents dans 1’échantillon forment un complexe coloré selon

la réaction suivante :

Lipoprotéine lipase

Les triglycérides + H>O » Glycérol + acides gras libres

Glycérol Kinase
Glycérol + ATP » Glycérol 3 — phosphate + ADP

Peroxydase

2H20, + P-chlorophénol + 4-Aminophenazone » Quinone + H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides

dans 1’échantillon.
= Echantillon : Sérum

> Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
GOODpH 7.5 50 m mol/Il
R1 Tampon )
P- chlorophénol 2 m mol/l
Lipoproteine lipase 150000 U/I
Glycérol kinase 500 U/
Glycérol 3- phosphate 2500 m mol/i
R2 enzymes
Peroxydase (POD) 440 U/
4- Amin antipyrine (4-AP) 0.1m mol/Il
ATP 0.1 m mol/l
Triglycérides cal Etalon de triglycérides aqueux primaire 200 mg/dI

¢ Préparation des réactifs du travail
- Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

- Meélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution complete. Ce réactif de travail est

stable 6 semaines C° ou une semaine a 15-25 °C.

v" Mode opératoire
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Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 1.0
Echantillon (ul) 1.0

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37C°, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc. La couleur est

stable aprés 30 min.

+ Concentration des triglycérides (mg/dl) =

La concentration de I’étalon = 200 mg/dl

Facteur de conversion = mg/dl x 0.011 = m mol/I

11.4.4. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT/TGO)

(A) Echantillon

(A) Etalon

Selon la fiche technique Biomagheb (Bergmyer, 1980) :

X 200

e Principe : Détermination cinétique de I’activité Aspartate aminotransférase. Le schéma

réactionnel est le suivant :

L’aspartate aminotransférase (ASAT) initialement appelée glutamate oxaloacétique (GOT)

catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé d’aspartate vers 1’alpha cétoglutarate avec

formation de glutamate et d’oxaloacétate. L’oxaloacétate produit est réduit en malate en présence

d’une malate déshydrogénase (MDH) et NADH :

2-oxoglutarate + Aspartate

Oxaloacétate + NADH + H*

[

|

» Glutamate + oxaloacétate

L- Malate + NAD*

- Le taux de diminution de la concentration du NADH est proportionnel a 1’activité de

I’ Aspertate aminotransférase dans 1’échantillon.

= Echantillon : sérum.
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e Réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
) Tampon TRIS pH 7,8 a 30C° 80 mmol/I
R1 solution tampon
L-Aspartate 200 mmol/Il
NADH 0,18 mmol/I
Lactate déshydrogénase (LDH) 800 U/
R2 Substrats et enzymes ) )

Malate déshydrogenase (MDH) 600 U/l
a-Cétoglutarate 12 mmol/I

% Preparation de réactif de travail et stabilité

- Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

- Agiter bien et doucement jusqu’a elle devient homogéne.

v" Mode opératoire

Solution de travail 3ml
Préincuber a la température 37C°
Echantillon 50ul

Mélanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°. Mesurer la diminution de la densité

optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activité (ASAT/TGO) Ul/l = A DO x 175 U/

A DO : C’est la valeur moyenne des trois lectures.

11.4.5. Dosage de I’alanine aminotransferase (ALAT/GPT)

Selon la fiche technique Biomaghreb (Bergmyer, 1980)

e Principe : Détermination cinétique de ’activit¢ Alanine aminotransferase. Le schéma

réactionnel est le suivant :

L’alanine aminotransférase (ALAT) initialement appelée transaminase glutamique

pyruvique (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique d’alanine vers 1’alpha-

cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate

en présence de lactate deshydrogenase (LDH) et NADH:

TGP

2-oxoglutarate + L-Alanine » Glutamate + pyruvate

LDH

Pyruvate + NADH + H+ >
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- Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

P’activité alanine transférase dans 1’échantillon.
» Echantillon : sérum.

e Reéactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
) Tampon TRIS pH 7,5 4 30C° 100 m mol/l
R1 solution tampon )
Alanine 500 m mol/I
NADH 0.18 m mol/I
R2 Substrats et enzymes | LDH 1200 U/I
Oxoglutarate 15 m mol/I

% Preparation de réactif de travail et stabilité

Reconstituer chaque R2 par 1 flacon R1. Cette solution de travail est stable 7 jours a 2-8
C° 24 heures a 20-25 C°.

v" Mode opératoire

Solution de travail 3ml

Préincuber a la température 37C°

Echantillon 50ul

Mélanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°. Mesurer la diminution de la densité
optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activité (ALAT/GPT) Ul/l = A DO x 1750 U/I

11.4.6. Dosage d’urée sérique
e Principe de la méthode
L’uréase catalyse I’hémolyse de 1’urée, présente dans 1’échantillon, en ammoniac (NH3) et
en anhydride carbonique (CO2). L’ammoniac formé est incorporé a I’a-cétoglutarate par 1’action

du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation paralléle de la NADH a la NAD+:

Uréase
Urée + H,O + 2 H*

2 NHs + CO2

v

GLDH

v

2 NH3 + a-Cétoglutarate + NADH H>0O + NAD" + L-Glutamate
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La diminution de la concentration de NAD™ est proportionnelle a la concentration d’urée
dans I’échantillon testé (Kaplan et al., 1984).

e Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R1 solution tampon TRISpH 7,8 80 m mol/Il
a-Cétoglutarate 6 m mol/Il
Uréase 3750 U/
R2 Substrats et enzymes | Glutamate déshydrogénase (GLDH) 6000 U/I
NADH 0,32 mmol/I
UREA CAL Patron primaire de détection d’urée 50 mg/dI
v" Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) 1.0
Echantillon (ul) 1.0

Mélanger et lire les absorbances a 30 s (Al) et a 90 s (A2) a 340nm, et une T°: 37/15-25°C.
Calculer : AA= A1 - A2.

(A) Echantillon
[Urée] (mg/dl) = _ X 50 (concentration de I’étalon)
(A) Etalon

11.4.7. Dosage de créatinine
e Principe de la méthode
Le test est base sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium décrit par Jaffé. La
créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge. L’intervalle de
temps choisi pour les lectures permet d’éliminer une grande partie des interférences connue pour
la méthode. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de creatinine

présente dans 1’échantillon testé (Murray et al., 1984).
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e Réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R1 : Réactif picrique Acide picrique 17,5 mmol/Il
R2 : Réactif alcalinisant Hydroxyde de sodium 0,29 mol/l
CREATININE CAL Pa,tro_n Ppremier de détection de la 2 mg/dl
créatinine
v" Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) 1.0
Echantillon (pl) 1.0

Mélanger et activer le chronometre.

- Lire I’absorbance (A1) au bout de 30 secondes puis de 90 secondes (A2) aprés avoir

ajouté I’échantillon du test. A 492 nm (490-510), et T°: 37°/15-25°C.

- Calculer : AA= A2 — Al.
Calcule :

AAEchantillon — AABlanc

x 2 (Conc. Modéle) = mg/dL de créatinine dans I’échantillon
Modé¢le AA - AABlanc

Facteur de conversion : mg/dl x 88,4= umol/l.

11.4.8. Dosage des parameétres hématologiques

L’analyse de sang total a été effectuée a 1’aide d’un automate d’hématologie. Les
échantillons de sang dans les tubes EDTA ont été immédiatement utilisés pour déterminer la
formule numérique sanguine (FNS) : Globules rouges (RBC), Globules blancs (WBC),
Hémoglobine (HGB).

11.5. Etude histopathologique

Les organes prelevés sont fixés dans du formol (10%), puis les étapes suivantes :

inclusion, coupe et coloration sont effectuées au niveau du laboratoire d'anatomopathologique,
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hopital de Mila. Les organes conservés ont subi des coupes d’une épaisseur de 4 um a 1’aide d’un
microtome aprés leur inclusion a la paraffine. Ils ont été ensuite colorés a 1’hématoxyline-€osine,
fixés entre lame et lamelle avant d’étre observés sous microscope muni d’appareil photo.
e Fixation
Elle a pour but d’immobilier les structures cellulaires tout en conservant leurs
morphologies et les durcirent. Les prélevements réalisés sont alors mis dans des cassettes

spéciales a parois trouées afin de permettre le passage des liquides (Figure 26).

Figure 26 : Photographie des étapes de fixation des coups des organes

e Déshydratation

Comme la paraffine est hydrophobe on doit auparavant déshydrater les échantillons dans
des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 90% et 100%). Cette étape est réalisée par

un automate qui permet le passage automatique et progressif des échantillons (Figure 27).

Infinix HOT 116 N X

Figure 27 : Photographie des étapes de déshydrations

e Inclusion
L’inclusion consiste a mettre les piéces dans des bains de paraffine liquide. Les pieces

sont plongées dans des bains de paraffine liquides fondus a 60°C pendant deux heures. Les tissus
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étant maintenus et imbibés de paraffine, ils sont placés dans des moules appelés les barres de
Leuckart, puis sont remplis de paraffine (Figure 28). Ceci facilite la confection des coupes.

Figure 28 : Photographie des différentes étapes de I’inclusion
e Coupes

Les blocs de paraffine ainsi formés vont étre coupés par un microtome, permettant de
réaliser des tranches de section de 2 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des
lames porte-objet, puis déplissées et fixées par I’eau. Les lames sont ensuite séchées dans une

étuve a 100°C pendant 1 heure (Figure 29).

Figure 29 : Photographie des différentes étapes de la préparation des lames

59



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

e Coloration

La coloration a pour but d’accentuer les contrastes pour mieux voir les différents
¢léments de la préparation. Le colorant utilisé est I’Hématoxyline-Eosine (H&E) selon les étapes
suivantes:

Le déparaffinage des échantillons s’effectue a I’aide du xyléne pour que les colorants
puissent y pénétrer (figure 30). Ensuite, les lames sont mises dans des bains d’alcool de degré
décroissant (100%, 90%,70%) pour la réhydratation. Le ringage est réalisé avec 1’eau du robinet.
Puis, mettre les lames dans 1’hématoxyline pendant 10 a 20 minutes, celui-ci colore les noyaux
en violet. Apres ringage les lames sont mises dans 1’eau ammoniaquée et un deuxiéme ringage,
puis on utilise 1’éosine 1% pendant 10 minutes pour mettre en évidence le cytoplasme coloré en
rose. Apres le ringage, les lames sont placées dans des bains d’alcool d’ordre croissant (90%,
100%) pour les déshydrater. Enfin, nous placons les lames dans un mélange de 50% de xyléne +

50% d’acétone, puis les lames sont mises dans deux bacs de xylene.

Figure 30 : Photographie de 1’étape de la coloration

e Montage

Le montage se fait pour protéger des échantillons par des lamelles en verre aprés la
coloration, en mettant deux gouttes d’EUKITT (colle). Ensuite, les lames sont séchées et

observer au microscope optique équipé d’un appareil photographique (Figure 31).

Figure 31 : Photographie des étapes du montage
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e Observation microscopique

Un foie I’histologie terminé, les lames sont observeées a 1’aide d’un microscope optique
muni d’une caméra. Les images obtenues ont été transféré sur I’écran de I’ordinateur a 1’aide du

logiciel Optika (Figure 32).

@O REDMINOTES
QO 48MP QUAD CAMERA

Figure 32 : Observation microscopique des lames préparées
e Etude statistique

Les résultats des tests effectués in vivo sont exprimes en moyenne + SEM (Erreur standard
moyenne). La comparaison des moyennes et des variances est déterminée grace au logiciel
MINITAB version 21.

Les différences sont considérées statistiqguement significatives comme suit :
* . Significatives lorsque (P < 0,05).

** : Hautement significative comparant au t¢émoin (P <0,01).

*** : Tres hautement significative comparant au témoin (P < 0,001).

P : Seuil de signification.
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I. Effet de la métribuzine sur le poids des organes
I.1. Etat pondéral des organes
I.1.1.Foie

Au terme des 15 jours de traitement, une augmentation non significative du poids du foie
a éte observée chez le lot traité par la métribuzine (Mtz) et le lot traité avec la métribuzine et le
laurier (Mtz/L) par rapport au lot témoin (Figure 33).
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Figure 33 : Variation du poids du foie (g) chez le lot témoin et les lots Traités

1.1.2. Reins

Comparativement au lot témoin, il y’a une diminution non significative du poids des reins

chez les deux lots traités par le laurier et la métribuzine (Mtz/L) et le lot traité avec la
métribuzine seule (Figure 34).
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Figure 34 : Variation du poids des reins (g) chez le lot témoin et les lots Traités
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1.1.3.Testicules

La métribuzine a également provoqué une diminution tres hautement significative du
poids des testicules chez le lot traité uniqguement avec la métribuzine par rapport au lot témoins,
une diminution non significative a été observée chez le lot traité avec la Mtz/P en comparaison a

ceux du lot traité par Mtz seule et le lot non traité (Figure 35).
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Figure 35 : Variation du poids des testicules (g) chez le lot témoin et les lots traités
*** - Différence trés hautement significative (P<0.001).
1.1.4. Epididyme

Les résultats présentés dans la figure 36 ont montré une diminution hautement significative
chez le lot traité par la Mtz et une diminution non significative chez le lot traité avec Mtz/L

comparativement au lot traité par Mtz seule et le lot non traité.
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Figure 36 : Variation du poids de 1’épididyme (g) chez le lot témoin et les lots Traités

** . Différence hautement significative (P<0.01).
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Les herbicides sont des phytotoxiques chimiques utilisés pour contréler les diverses
mauvaises herbes. Ils ont des degrés variables de spécificité (Gupta, 2014). La métribuzine est
I'nerbicide le plus fréquemment appliqué dans les cultures de pommes de terre dans divers pays
(Rathore et Nollet, 2012).

De méme, les données expérimentales montrent dans leur ensemble que les pesticides sont
capables de perturber les mécanismes métaboliques et d'entrainer par consequent des
modifications métaboliques importantes dans différents organes (Jestadi et al., 2014 ; Al-Attar,
2015 ; Nwozo et al., 2015 ; Abdel-Ghany et al., 2016 ; Jamal et al., 2016).

Le foie est un organe principal impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques, il est
devenu une cible majeure pour ces derniers (Postic et Girard, 2008). Les résultats obtenus dans
cette étude montrent une augmentation non significative du poids du foie chez les lapins traités
par la Mtr et Mtz/P comparativement au lot témoin. Cette augmentation est probablement la
conséquence de I’accumulation de la métribuzine et ses métabolites au niveau des hépatocytes en
vue d’une intoxication ou d’un effet d’induction enzymatique traduit par 1’augmentation de
I’activité enzymatique des transaminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et transaminases
glutamo-pyruvique (TGP). Ces résultats concordent avec les travaux de Brakch et Kesseler
(2011) ; En outre, Chiali et al. (2013) ont montré que le poids du foie augmente chez les rats
males et femelles traités avec de faibles doses de métribuzine (1,30 et 13 mg/kg) pendant 14
semaines comparés a leurs témoins. Aussi, Maronpot et al. (2010) ; Sharma et al. (2014) ;
Tichati (2020) ont rapporté que 1’ingestion de pesticides chez les rats est accompagnée par une
augmentation a la fois du métabolisme hépatique et de I’excrétion rénale, qui se traduit par une

augmentation de la masse relative du foie et des reins de I'animal.

En revanche, le lot des lapins traités avec la combinaison de métribuzine et d'infusion de
laurier a entrainé une amélioration du poids du foie et de ’activité de ses enzymes (TGO/TGP)
par rapport a ceux traités uniguement avec la métribuzine. Cette amélioration est probablement
due aux propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et hépatoprotectrices des composés
bioactifs présents dans le laurier tels que les flavonoides et les phénols. Ces effets combines
permettent de réduire le stress oxydatif et lI'inflammation induite par la métribuzine, conduisant a

un meilleur état hépatique avec un poids plus normalisé (Smith et Brown, 2023).

Nos résultats revelent une légere diminution significative du poids des reins chez le lot
traité par combinaison Mtz/P comparativement au lot traité par la Mtz seule, Ces résultats

concordent parfaitement avec les expérimentations effectuées par Maamar et al. (2013) ; qui ont
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démontrés que 1’administration de I’herbicide Sekator (Sk) et du fongicide prosaro 250 EC (Pr
250 EC) a provoqué une diminution du poids absolu et relatif des reins, ce qui avait déja été
rapporté chez les lapins traités par 0,01, 0,02 et 0,04 mg/kg p.c. de brodifacoum pendant trois
semaine (Maamar et al., 2013). Aussi, une diminution significative du poids du rein a été
constatée chez des rats males traités par 1,28 mg/kg de poids corporel de deltaméthrine (un
insecticide pyréthroide de synthése) pendant 4 semaines (Mongi et al., 2011). Cette atrophie peut
étre expliquée par une diminution du volume glomerulaire conduisant, par consequent a la
réduction de la synthése des protéines et a une diminution de I’apport alimentaire (Tayeb et al.,

2012 ; Upadhyaya et al., 2018).

Les constatations sur la masse testiculaire et épididymaire indiquent une réduction
significative chez les lots traités avec la combinaison Mtz/P et celui traité uniqguement avec la
Mtz par rapport au lot témoin. Ces résultats concordent parfaitement avec ceux d’Aiche et al.
(2015) qui ont observé une diminution similaire chez les rats males traités avec les fongicides
propiconazole, propinébe et leurs mélanges pendant quatre semaines a des doses de 60 et 100
mg/kg, ainsi qu'un mélange de 30 et 50 mg/kg pour chaque fongicide respectivement. Des
constatations similaires ont été obtenues par Bououza et al. (2014), qui ont noté une réduction du
poids des testicules chez les lapins males exposés au fongicide thiophanate méthyl a des doses de
50, 100 et 150 mg/kg pendant 30 jours.

Par ailleurs, il est bien établi que les tubes séminiferes constituent une partie importante de
la gonade male chez les mammiféres ainsi, la diminution de la masse testiculaire pourrait étre
attribuée a une réduction de ces tubes, comme l'indique I'étude histologique des testicules
(Deérivaux et Ectors, 1986 ; Nicolino et Forest, 2001).

Cependant, Nous avons par ailleurs montré que le traitement avec 1’addition de laurier
sous forme d’une tisane entraine une amélioration de poids des testicules et des épididymes
comparativement au lot traité par la métribuzine seule qui montre une atrophie de ces organes ;
cette amélioration est probablement due a la présence des composes actifs tel que les
polyphénols qui ont des effets bénéfiques. Plusieurs études ont pu également mettre en évidence
ces effets bénéfique sur le poids corporel, la masse relative du foie, des reins et encore des
testicules et du cerveau chez les rats traités avec des pesticides (Dutta et Sahu, 2013 ; Ojo et al.,
2014 ; Mossa et al., 2015 ; Abdel Rasoul et Marei, 2016).
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I1. Effet de la métribuzine sur les parametres hématologiques

Les résultats des parametres hématologiques suite a 1’analyse de la formule de
numération sanguine (FNS) sont représentés dans la figure 37.

Nos résultats révelent que le traitement des lapins par la métribuzine provoque une
perturbation du taux des globules rouges, de 1I’hémoglobine et des globules blancs. Une
diminution trés hautement significative des globules rouge chez le lot traité par la Mtz seule et
une diminution significative chez le lot traité par Mtz/L comparativement au lot traité
uniquement par la métribuzine et le lot non traité. Une diminution hautement significative de
I’hémoglobine est observée chez les lapins traités par la Mtz, et une diminution significative a
été enregistre chez le lot traité avec la Mtz/P comparable au lot traité par Mtz et le lot non traité.
De plus, nous avons enregistré une augmentation trés hautement significative des globules blancs
chez le lot traité par Mtz par rapport au lot témoin et une augmentation hautement significative a

été observeée chez le lot traité par la Mtz/L comparé a ceux du lot traité par Mtz seule et le lot non
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Figure 37 : Variation des parametres hématologiques chez les différents lots
aprées 15 jours de traitement.
* . Différence significative par rapport au témoin (P<0.05).
** . Différence hautement significative (P<0.01).
*** . Différence trés hautement significative (P<0.001).
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Dans cette étude, les parametres hématologiques ont également été évalués pour obtenir
d'autres informations liées a la toxicité de la métribuzine, les résultats obtenus indiquent une
augmentation du nombre de globules blancs dans les lots traités par rapport au lot témoin. Ces
résultats sont en accord avec I'étude de Medjdoub et al. (2011), qui ont démontré que la
métribuzine entraine I'activation et la stimulation de la prolifération des lymphocytes ainsi que la
production de cytokines dans les cellules spléniques humaines et des rats. Les pesticides sont des
Xénobiotiques considérés comme des substances chimiques étrangéres pour 1’organisme et ils
sont la cible du systéme immunitaire (Revillard, 2001). Lorsqu'un corps étranger franchit les
barrieres naturelles de I'organisme, ce dernier produit des cellules spécialisées dans la défense
immunitaire, les leucocytes ou globules blancs (Ragot, 2011).

En contrepartie, le traitement par la Mtz a entrainé une diminution significative du nombre
de globule rouge (GR), de I'hnémoglobine (HGB). Ce résultat peut faire référence a I'apparition

d'une anémie sanguine associée a la diminution du taux d’hémoglobine (Tonietto et al., 2022).

L'hémoglobine ; une protéine qui fixe, transporte et libere I'oxygéne, pourrait étre
responsable d'une diminution du nombre d’érythrocytes, entrainant une baisse des valeurs
d'hématocrites (Rahman et Siddiqui, 2006 ; Celik et Suzek, 2008).

Des modifications similaires de la valeur de I’hématocrites, de I’hémoglobine et des
globules rouges chez des rats apres une exposition a la métribuzine (Kadeche et al., 2017). Sur la
base de ces observations, les auteurs ont suggeré que la baisse des éléments du sang pourrait étre
attribuable a une anémie hémolytique (lyse cellulaire) causée par la capacité du pesticide d’agir
directement sur les érythrocytes en provoquant une hémolyse extravasculaire massive ou
d’induire un stress oxydatif (Demur et al., 2013 ; Lalruatfela et al., 2014 ; Hashish et Elgaml,
2016).

Cependant, I’anémie provoquée par la métribuzine est corrigée chez lot traité par 1’infusion
du laurier aprés 15 jours de traitement, cette correction serait probablement liée a ’activité
antioxydante du laurier et de ses composés bioactifs tels que les flavonoides qui paraient

diminuer le risque de la toxicité hématologique.

A cet égard, ces résultats sont conformes & ceux obtenus par Dutta et al . (2014) qui ont
travaillé sur les extraits de Pterocarpus santalinus et de leurs constituants actifs (flavonoides,
alcaloides, saponines et triterpénoide) et qui ont démontré une protection des hématies (GR)

contre la toxicité induite par I'insecticide coragen.

68



Etude expérimentale Résultats et discussions

De maniere similaire, lI'administration par gavage d'un extrait de thé vert, riche en
polyphénols flavonoides, & une dose de 36 mg/kg/j a entrainé une augmentation significative du
taux d'hémoglobine et du nombre de globules rouges chez les rats traités par l'insecticide

malathion pendant quatre semaines (Elzoghby et al., 2014).

En outre, Kadeche (2017) a constaté que la supplémentation en quercétine ou en vanilline
semble diminuer le risque de la toxicité hématologique. La structure phénolique de ces

composés, pourrait expliquer la résistance des globules rouges des rats traités a la métribuzine.

I11. Effets du traitement sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction
hépatique

Le traitement des lapins par la métribuzine a entrainé des troubles du métabolisme
biochimique, caractérisés par une augmentation tres hautement significative de I’activité
enzymatique des transaminases ; 1’aspartate aminotransférase ASAT (TGP) et de I’alanine
transaminase ALAT (TGO), chez les lots traités par la métribuzine seule et par 1’association Mtr
/L en comparaison avec le lot témoin (Figure 38).
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Figure 38 : Variation des activités enzymatiques de 1’aspartate aminotransférase ASAT (TGP) et

de I’alanine transaminase ALAT (TGO) chez les lapins traités et non traités

*** . Différence trés hautement significative (P<0.001).
Les résultats obtenus ont montré que [’administration de la métribuzine entraine
effectivement une élévation du taux des transaminases qui peut étre dues a une hepatotoxicité et

qui a provoqué une altération de la perméabilité membranaire de 1’hépatocytes qui a conduit a

une fuite de ces enzymes lysosomales dans le flux sanguin (Al-Otaibi et al., 2019) . Ces résultats
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sont en accord avec ceux obtenus dans 1’étude de Sidhu et al. (2014) ; dans cette étude, une
élévation du taux plasmatique des enzymes hépatiques (AST, ALT et PAL) est traduite par une
inflammation et éventuellement une nécrose hépatique est observée aprés 1’administration du
chlorpyriphos (insecticide) chez le rat. Cette nécrose hépatique a donc conduit a une libération

du contenu enzymatique dans le sang.

Des recherches sur la toxicité du pesticide abamectine a des doses de 30 mg/kgpendant 30
jours et 10 mg/kg pendant 210 jours chez les rats a révélé des niveaux significativement éleves
des transaminases par rapport aux témoins (Abd-Elhady et Abou- Elghar, 2013). Aussi, des
résultats publiés sur le traitement des rats avec des doses de 10, 25 et 50 mg/kg de
cyperméthrine (pyréthrinoides) pendant 28 jours ont montré des concentrations en

transaminases plasmatiques supérieures a celles des témoins (Adjrah et al., 2013).

Nos résultats sont aussi similaires avec ceux rapportés par d’autres travaux utilisant
I’atrazine (herbicide de la famille des triazines) (Bhattie et al., 2011 ; Singh et al., 2011) et le
macozébe (fongicide : complexe polymérisé d'éthyléne bis-dithiocarbamate de manganése avec
un sel de zinc) (Elkhans, 2016) et qui ont aboutit au méme résultat qui est I’augmentation des
transaminases dans le flux sanguin. De méme, selon Katagi (2010) ; la bioaccumulation des

fongicides au niveau des hépatocytes mene a la fuite des enzymestransaminases.
IV. Effets du traitement sur le métabolisme glucidique

Les résultats obtenus présentés dans la figure 39 montrent que la glycémie est augmentée
de facon non significative chez le lot traité par la combinaison Mtr/L et chez le lot traité par la

métribizine seule en comparant au témoin.
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Figure 39 : Effets du traitement sur le metabolisme glucidique chez les lapins témoins et traités

par la métribuzine seule et la combinaison Mtz/P
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Selon les résultats de notre étude, le traitement des lapins avec la métribuzine (Mtz) induit
une perturbation de la concentration de glucose dans le sang, se manifestant par une
hyperglycémie. Plusieurs recherches ont démontré qu'en cas d'exposition a des substances
toxiques, des réactions émotionnelles dans le systeme limbique activent I'hnypothalamus pour
produire la corticolibérine (CRH). Cette dernie¢re stimule I'hypophyse a libérer 1’hormone
adrénocorticotrope (ACTH), activateur des glandes surrénales a produire et a secréter du cortisol
dans le sang (Pourramzanzidesaraei et al., 2013). Le cortisol a diverses actions, certaines
conduisant a une élévation de la glycémie (Jacotot et Campillo, 2003), ce qui explique
probablement les résultats de I'hyperglycémie. Des recherches récentes menées par Chiali et al.
(2013) ; Mehra et al. (2014) ; Deka et Dutta (2015) ; Ikpesu (2015) utilisant différents types de
pesticides ont confirmé les résultats obtenus et ont suggeéré que I'effet hyperglycémiant s'explique
par une augmentation de la charge glycémique dans le sang qui résulte de la stimulation de la
glycogénolyse hépatique. Selon ces mémes études, I'exposition aux pesticides entraine une
sécrétion accrue d'hormones hyperglycémiantes (glucagon et adrénaline). Etant essentielles au
maintien de I'homéostasie énergétique, leur augmentation active une voie métabolique utilisant
les réserves énergétiques, favorisant ainsi une augmentation de la production de glucose

endogene par le foie : la glycogénolyse.

Cependant, une diminution de la glycémie chez les lapins traités par I’association (Mtz/P)
montre que le laurier posséde des substances bioactives qui ont des propriétés anti-
hyperglycémiants. Plusieurs études ont, pour leur part, observé une amélioration dans le niveau
de la glycémie aprés supplémentation par des polyphénols. Entre autres, la consommation de
I’extrait méthanolique de Zygophyllum album a abouti & une réduction de la glycémie chez des
rats traités par un insecticide a base de deltaméthrine (Feriani et al., 2016). Une autre étude de
Newairy et Abdou (2013) dans laquelle des rats ont été traités par le pesticide chlorpyrifos, a
montré que le taux de la glycémie apres traitement par la propolis, substance végétale trés riche
en bioflavonoides et polyphénols, était plus faible que celle observé dans le groupe traité
seulement par le chlorpyrifos. Néanmoins, les études de Gomes et al. (2014) ; Kedache (2017)
ont montré que la quercétine peut avoir différentes actions conduisant a une diminution de la
glycémie : stimulation de I'absorption du glucose par les tissus périphériques, augmentation de la
glucokinase hépatique, augmentation de I'oxydation et du stockage du glucose, inhibition de la

gluconéogenese hépatique et la glycogénolyse.
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V. Effets du traitement sur le métabolisme lipidique

Les résultats montrent qu'il n'y a pas une augmentation significative du taux de cholestérol
et des triglycérides chez le lot traité par la combinaison Mtr/L, le méme résultat est enregistré

chez le lot traité par la métribizine (Mtz) par rapport au lot témoin (Figure 40).
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Figure 40 : Effets du traitement sur le métabolisme lipidique chez les lapins témoins et traités

par la métribuzine seule et la combinaison Mtz/P

Le profil lipidique a également subi des changements aprés 1’administration de la
métribuzine. Une augmentation des concentrations sériques en cholestérol total et en
triglycérides a été observée chez les lapins traités, ceci est confirmé par les résultats d’une étude
précédente menée par EI-Demerdash et Nasr (2014). Comme le rappellent Lagrost et al. (2004) ;
le foie constitue 1’organe central du métabolisme et du transport des lipides et joue un role
fondamental dans 1’homéostasie du cholestérol et des triglycérides (Gautier et Legallais, 2009).
L'hyperlipidémie observée dans la présente étude, chez le lot traité uniquement par la
métribuzine, pourrait étre due a un désordre du métabolisme des lipides probablement induit par
un dysfonctionnement hépatique. EI-Demerdash et Nasr (2014) ont, quant a eux, suggéré que le
désequilibre du métabolisme du cholestérol pourrait résulter d'une augmentation de la synthése
hépatique de cholestérol ou d’une altération de la perméabilit¢ membranaire des cellules
hépatique par les pesticides, qui est souvent accompagnée d’un dysfonctionnement hépatique,
entrainant ainsi une augmentation de cholestérol dans le sang.

Une diminution du taux du cholestérol et des triglycérides a été observée dans le plasma
des lapins traités par la combinaison Mtr /L comparativement au lot traité par la métribuzine

seule. L’administration du laurier sous forme de tisane & améliorer le profil lipidique des lapins.
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Ce résultat peut étre expliqué par I’influence des composés bioactifs que contient le laurier
(flavonoide, HEs, alcaloide...) sur les enzymes impliquées dans I’anabolisme des lipides et
I’activation des enzymes impliqués dans le stockage des graisses au niveau des adipocytes sous
forme de lipides simples. Ces résultats concordent avec ceux rapporté par Héléne (2007) qui ont
montré une diminution du taux des lipides chez les ravageurs traités par les HEs de thym de
sauge. L’effet antihyperlipidémique de la quercétine a également été rapporté chez I'homme. En
fait, des résultats semblables ont été notés par Egert et al. (2009) sur des sujets en surpoids ou
obeéses traités a une dose de 150 mg/kg de quercétine.

V1. Effets du traitement sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction rénale

Une augmentation significative du taux de créatinine et d’urée chez le lot traité par la Mtr
seule par rapport au lot témoin et une augmentation non significative chez le lot traité par la
combinaison Mtz/P par rapport au lot traité par la Mtr seule (Figure 41).
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Figure 41 : Variation de la concentration sérique de la créatinine et de I’urée chez le lot témoin
et les lots Traités,
* . Différence significative (P<0.05).

Les paramétres plasmatiques tels que I'urée et la créatinine ont varié d’une maniére
significative chez le lot traité par la métribuzine par rapport au lot témoin. En revanche ; on
remarque qu’il ya une petite amélioration et une diminution dans les taux de la créatinine et de
I’urée chez le lot traité par la combinaison de Mtr /L par rapport au lot traité par la métribuzine

seule ; cela pourrait étre attribuee a I’administration de laurier qui a amélioré le fonctionnement
rénal.
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L’urée et la créatinine sont des parametres essentiels pour évaluer la fonction rénale et la
filtration glomérulaire (Cempel, 2004). De plus, ’augmentation de 1’urée dans le sérum est
corrélée avec I’augmentation du catabolisme des protéines qui sont dégradées en acides aminés
puis en urée et créatinine (I’urée est le produit final de dégradation des protéines). Ceci est peut-

étre confirmeé par la diminution des protéines totales dans le sérum.

Donc ’augmentation des taux de ces deux parametres chez les lapins traites est due a
I’effet néphrotoxique de la métribuzine (Sunderman et al., 1990 ; Obone et al., 1999). La
détermination du taux de I'urée contribue a I'exploration de la fonction rénale qui est la principale
forme d'élimination des déchets azotés du catabolisme protéique chez I'nomme, formée dans le

foie a partir de I'ammoniac produit par la désamination des acides aminés (Kubab et al., 2015).

La créatinine est aussi un marqueur de la fonction rénale qui est formée dans 1’organisme
par déshydratation non enzymatique de la créatine synthétisée par le foie et stockée dans le
muscle. Un taux sérique élevé en créatinine associé a un taux élevé en urée traduit une
diminution de la filtration glomérulaire (Bossuyt et Boeynaems, 2001). Cette augmentation en
créatinine et en urée plasmatique s’explique par la diminution de la capacité des reins a filtrer ces
déchets du sang et de les excréter dans les urines. Une association entre 1’hyperuricémie et les
dommages rénaux a été rapporté par Feig et al. (2006). Nos résultats cohérent avec 1’étude faite
par Sherif et al. (2014) sur des rats traités par voie orale pendant 28 jours par un fongicide
triazole le difenoconazole a la dose de 10 mg/kg et un herbicide le diclofop-méthyle a la dose de
1 mg/kg ainsi que la combinaison des deux, les résultats ont révélé des taux d'urée plus élevés
dans tous les groupes traités, tandis que la créatinine plasmatique était plus élevée dans les
groupes traités au difenoconazole et diclofop-méthyle. Nos résultats sont aussi en accord avec
des études réalisés par Radad et al. (2009) ; EL-Fakharany et al. (2011) ; ElI-Demerdash et al.
(2012).

VII. Effet du traitement sur la mobilité des spermatozoides

Les résultats présentés dans la figure 42 montrent une diminution trés hautement
significative de la mobilité des spermatozoides chez les lots traités par la métribuzine par rapport
au témoin, tandis qu’on observe une diminution non significative du lot traité par la métribuzine

et le laurier (Mtz/P) comparativement au lot traité avec métribuzine seule.
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Figure 42 : Variation de la mobilité des spermatozoides apres 15 jours de traitement
*** . Différence trés hautement significative (P<0.001).

VII1. Variation de la mortalité et la vitalité des spermatozoides

La figure 43 indique qu’il y a une augmentation trés hautement significative du
pourcentage de mortalité des spermatozoides chez le lot traité avec la métribuzine seule par
rapport au lot témoin, également une augmentation trés hautement significative a été observée
chez le lot traité par métribuzine et le laurier comparativement au lot traité par Mtz et le lot
témoin. L’analyse du pourcentage des spermatozoides vivants démontre qu’il y’a une diminution
trés hautement significative chez le lot traité par métribuzine seule par rapport au lot non traité,
une diminution trés hautement significative chez le lot traité par métribuzine et laurier
relativement au lot traité par Mtz et le lot non traité.
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Figure 43 : Variations de quelques bio-marqueurs liés a la fonction reproductrice
(la mortalité et vitalité des spermatozoides)
*** . Différence trés hautement significative (P<0.001).
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On enregistre une diminution du pourcentage de la mobilité des spermatozoides chez les
lapins traités par la métribuzine. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par El-Kashoury
et al. (2010), qui ont montré que le traitement des rats au Dicofol (acaricide) a des doses faibles
et fortes pendant 16, 28 et 90 semaines réduit significativement le nombre de spermatozoides
chez tous les groupes traités ; signifiant ainsi un dysfonctionnement testiculaire (Ali et al., 2012).
La baisse du nombre et de la mobilité des spermatozoides au cours du traitement ; peut-étre
expliqué par 1’administration des herbicides (Métribuzine, Atrazine, ...) qui ont été identifiés
comme des perturbateurs endocriniens. De plus, ils affectent la reproduction par différents
mécanismes d’action ; ils s’interférent a la reproduction et le processus de développement et ils
peuvent perturber tous les stades de la fonction hormonale du systéme reproducteur (Gupta,
2012). Enfin tous les rapports disponibles ont montré que la plupart des pesticides sont des
inhibiteurs de la spermatogenése au niveau des gonades dés lors qu’ils affectent la synthése de la

testostérone (Ranjan et Daundkar, 2014).

La diminution dans la mobilité des spermatozoides peut également étre due a la présence
de malformations morphologiques au niveau de la piéce intermédiaire (type B) et flagelle (Type
C), ces deux zones sont les parties qui assurent le mouvement et la vitesse du spermatozoide
(indicateurs de fertilité). Les pesticides peuvent modifier la lignée germinale des tubes
séminiferes dans les testicules ce qui diminue la capacitation et la maturation des spermatozoides
(Djebali et Khelili, 2009 ; Jorsaraei et al., 2010 ; Mathur et D Cruz, 2011). En outre, une étude
réalisée par Zhang et al. (2019) avec le chlorothalonil (fongicide) testé sur la fertilité masculine
chez les souris males aux doses trés faibles de (0.1 a 10 mg/kg) a montré que le chlorothalonil a
entrainé une diminution de la mobilité des spermatozoides in vitro et une augmentation de
I’apoptose cellulaire, la spermatogenése chez les souris était inhibée par le chlorothalonil in vivo;
donc le chlorothalonil a troublé la spermatogenese probablement par la perturbation de la

signalisation du récepteur des cestrogenes.

D'autre part, on enregistre une baisse importante du nombre de spermatozoides vivants et
une augmentation du taux des spermatozoides morts dans les lots traités par rapport au lot
témoin. Ces resultats sont corrélés avec les travaux de Salem et al. (1988) et Wang et al. (2009)
et avec ceux de Cai et Xiao (1996) qui ont prouvé que les solvants travers la barriere hémato
testiculaire ce qui provoque des effets directs sur la morphologie des cellules de sertoli ou les
cellules germinales se nourrissent et se développent donc leur destruction entraine la mort des

spermatozoides (Dalgard et al., 2001). En effet, la réduction de la vitalité des spermatozoides
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peut-étre due aux effets néfastes de la métribuzine sur la spermatogenése (Sakr et Al-Amoudi,
2012).

Nos résultats montrent une augmentation de la vitalit¢ et de la mobilité des
spermatozoides chez le lot traité avec 1’association métribuzine et laurier par rapport au lot traité
uniquement avec la métribuzine. Des études ont été réalisées sur ’effet du laurier sur les
paramétres du sperme et le systéme reproducteur chez des lapins males adultes et les résultats ont
montrés que la consommation de cette plante agit positivement sur la concentration, la mobilité
et la morphologie des spermatozoides, avec une augmentation du poids des testicules et de

1I’épididyme ce qui confirme nos résultats (Ramezani et al., 2016).

IX. Etude histologique

Les principaux changements histopathologiques observés chez les lapins traités étaient
compatibles avec ceux associés a la toxicité et les Iésions causées par la métribuzine. Ces
dommages affectent I'intégrité fonctionnelle des organes, ce qui peut entrainer une infiltration
cellulaire ; diffuse observée histopathologiquement dans les lots des lapins traités.
Le lot 1 non traité a montré une histologie normale caractérisée par une structure normale
(Figure 44, 45, 46 ,47). En revanche, le lot traité avec la Mtz seule a présenté des Iésions severes
et le lot traité avec 1’association de la Mtz/L a présenté des Iésions plus au moins séveres (Figure

44, 45, 46, 47) qui s’est traduite par une désintégration tissulaire.

IX.1. Foie

L’observation microscopique du foie des lapins témoins a révélé une architecture normale
du tissu hépatique contenant des veines Centro-lobulaire, des hépatocytes de forme habituelle,
ainsi que quelques cellules de Kupffer dans les sinusoides dispersés dans tous le tissu (Figure
44).

L’observation microscopique du foie des lapins traités avec la métribuzine a montré :
e Une dilatation et une congestion des veines Centro-lobulaires et des sinusoides.

e Clarification du cytoplasme, des Iésions une perte du tissu avec un infiltrat inflammatoire

de I’espace porte et une vacuolisation cellulaire.

e Des hépatocytes ballonnés et nécrotiques.
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Figure 44 : Photographies des coupes histologiques préparées a partir du foie des lapins témoin
et lapins traités avec Mtrz seule et Mtz/ L aprés 15 jours (H&E X40).

H : hépatocytes ; S : sinusoides ; VC : veine centrolobulaire ; & ¥ : nécroses. +:

Clarification et lésion cytoplasmique ; C : congestion ; Coloration d’hématoxyline éosine.
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IX.2. Reins

Comme illustré sur la figure 45, I’examen histologique des reins des lapins témoins a
montré un parenchyme rénal normal avec des glomérules et des tubules bien définis. Cependant,
le traitement des lapins avec la Mtz seule et en association a montré :

¢ Des changements dégenératifs dans I'épithélium tubulaire du cortex rénal.
e Les tubules proximaux et distaux sont gonflés et dilatés.
e La pyélonéphrite (inflammation dans le parenchyme tubulaire du rein).

e Congestion des vaisseaux vasculaire.
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Figure 45 : Photographies des coupes histologiques préparées a partir des reins des lapins
témoin et lapins traités avec Mtrz seule et Mtz/ L apres 15 jours (H&E X40).

G : glomérules ; EB : espace de bowman ; T : tubules; #% : grand espace de bowman ; GD :

tubes gonflés et dilatés.

IX.3. Testicules

L’observation microscopique des coupes histologiques des testicules des lapins témoins a
révélé des tubes séminiféres de forme arrondie et allongée contenant des cellules germinales a
différents stades de développement d’aspect normal et une lumiére remplie de spermatozoides

(Figure 46).

Par contre, 1’observation microscopique de celles des lapins traitées avec la Mtz a montré :
e Des tubes séminiferes de forme trés allongée.
e Grands espaces interstitiels, des lumiéres de diameétre réduit avec une congestion.

e Diminution de la masse sparmatique (Figure 46).
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Figure 46 : Photographies des coupes histologiques préparées a partir des testicules des lapins
témoin et lapins traités avec Mtz/ L aprés 15 jours (H&E X40).

TS : Tubes séminiferes ; Spz : Spermatozoide ; EI : Espace interstitiel ; L : Lumiére testiculaire ;

C : Congestion ; Coloration d’hématoxyline €osine.
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IX.4. Epididyme
Les résultats des coupes histologiques montrent au niveau du groupe témoins (T) une
structure normale avec une lumiére pleine de spermatozoides.
En ce qui concerne I’histologie du groupe traité par la Mtz on observe :
e Une diminution de la quantité des spermatozoides dans la lumiere des tubes.
e On note aussi une absence des spermatozoides dans la lumiére de quelques tubes
séminifere.
e Congestion épididymaire.
Concernant le lot traité par la Mtz/L, présente une lumiere épididymaire dilatée complétement
par une substance éosinophile primauté par un des polynucléaires neutrophiles (PNE) (Figure
47).
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Figure 47 : Photographies des coupes histologiques préparées a partir des épididymes des lapins

témoin et lapins traités avec Mtz seule et Mtz/ L apres 15 jours (H&E X40).

Spz : spermatozoides ; LE : lumiere épididymaire ; C: congestion épididymaire ; + dilatation
de la lumiére épididymaire ; PNE : Poly nucléaire éosinophile.

L'examen histopathologique des sections de foie, rein, testicule et épididyme appartenant

au lot témoin (Figure 44, 45, 46, 47) ont montré une absence de toute lésion sur ces organes.

La pathologie macroscopique et microscopique a été spécifiquement utilisée pour
démontrer la gravité de la maladie chez les lapins. La présence de lésions tissulaires séveres dans

les différents organes indique la gravité de la toxicité due a la métribuzine.

L’histologie du foie des lapins traités avec la métribuzine a montré une désorganisation
architecturale des hépatocytes associée a une congestion et une inflammation. Ces changements
pourraient étre dus a la quantité importante de métribuzine accumulée au niveau des hépatocytes.
Ces constatations sont en accord avec celles qui ont été observé chez des rats recevant par voie
orale de I’acide 2 ,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) a raison de 5mg/kg du poids corporel
pendant 30 jours du traitement, ou il est noté une dilatation des espaces sinusoidaux, une
congestion de la veine Centro-lobulaire ainsi qu’un phénomeéne de nécrose cellulaire (Trichat,
2020). D’autres résultats semblables ont été trouvés par Suradkar et al. (2010) ; Zhang et al.
(2010) ; Jarrar et Taib (2012) qui ont constatés une congestion, une hypertrophie et une
vacuolisation des hépatocytes, une dégénérescence vacuolaire, hydropique et graisseuse des
hépatocytes associée parfois a une congestion de la veine centrolobulaire (VCL) et une
hémorragie au niveau des sinusoides. La necrose et la vacuolisation des hepatocytes ont
également été constatées dans les études antérieures de Jarrar et Taib (2012) ; Suradkar et al.
(2010).
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Les coupes histologiques du tissu rénal des lapins traités ont montré des changements
remarquables par rapport a ceux des lapins témoin. Les lésions microscopiques observées au
niveau des reins des lapins traités par la métribuzine sont présentées dans les figures. Ces
résultats concordent avec ceux précédemment rapportés par Mossa et al. (2015) ; Bokreta et al.
(2021). Elles sont également similaire a 1’étude de Moneim et al. (2011) qui ont observé une
vacuolisation tubulaire, nécrose et dilatation dans une étude de toxicité menée chez des rats. Les
mémes résultats ont été rapportés dans des études antérieures effectuées chez des rats et des
souris (Abdou et Hassan, 2014 ; Soliman et al., 2015).

Nos résultats concordent aussi avec ceux d’autres auteurs suite a I’administration de 1’acide
2 ,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) qui a provoqué des dégénérescences tubulaires et

glomérulaires accompagnés d’une nécrose tubulaire au niveau des reins (Tichati, 2020).

Les lésions constatées dans cette étude sont en corrélation avec les troubles de la fonction
hépatique et rénale rapportés ci-dessus et prouvent le degré d’hépatotoxicité et de néphrotoxicité

de la métribuzine.

De plus, les coupes du foie et des reins des lapins traités avec la métribuzine et le laurier
ont marqué les mémes lésions décrites précédemment mains en un degré moins, la diminution
des lésions morphologiques induites par la Mtz pourrait étre le signe d’une réparation des
hépatocytes et d’un renforcement du parenchyme rénal, suite au traitement par le laurier
(infusion), cette réparation dues a une efficacité préventive des composes bioactifs (flavonoides)

contre la toxicité de la métribuzine.

Enfin, il a également été décrit que ces composeés étaient capables de protéger les structures
cellulaires des altérations oxydatives et stimulaient I’activit¢ des défenses antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques face au stress oxydant induit par les pesticides (Elzoghby et
al., 2014 ; Ojo et al., 2014 ; Heikal et al., 2014 ; Gasmi et al., 2016 ; Vara Prasad et al., 2016).

Notre étude a révélé que les testicules des lapins traités un larges espaces interstitiels et des
tubes seminiféeres dégénerés, de forme trés allongée, contenant quelques vacuoles lipidiques vers
leurs extrémités et des perturbations de la spermatogenese. La pluparts de ces leésions sont
couramment retrouvées dans les travaux réalisés avec Khaldoun et al. (2015) qui ont montrés
que le tissu testiculaire des rats traité avec I’insecticide lambda —cyhalothrine (LCT) pendant 28
jours subit des changements degénératifs de la majorité des tubules séminiferes, ces changements
ont été caractérisés par une desorganisation et un endommagement qui a montré un arrét de la

spermatogénese. D’autre part une hyperplasie atypique et une dégénérescence au niveau des

84



Etude expérimentale Résultats et discussions

vesicules seminales a été marquée. D’autres résultats ont été répertoriés par Zidan (2009) qui,
apres avoir administré a des rats males un mélange d’organophosphorés (Chlorpyrifos methyl,
Diazinon et Profenofos) aux doses de 5 et 50 mg/kg p.c. par voie orale pendant 65 jours, a
observé une congestion des tubes séminiferes. Ainsi que ; Holloway et al. (1990) ont montré que
I’exposition aux éther de glycol peut provoquer des effet déléteéres sur le fonctionnement des
tubes séminifeéres et une nette diminution de spermatozoide occupant la lumiére de ces tubes ; et
elle parait plus prononcée avec la dose la plus forte (300 ppm) ce qui suggére une modification

du déroulement de la spermatogénése.

L'observation histologique des testicules des lapins traités a révélé 1’apparition de larges
espaces interstitiels et des tubes séminiféres dégénérés, de forme trés allongée, contenant
quelque vacuole lipidique vers leurs extrémités et des perturbations de la spermatogenese. La
pluparts de ces Iésions sont retrouvées dans les travaux réalisés par Slimani et al. (2014) qui ont
constaté que l'examen histologique des testicules de pigeons traité avec la dose de 0,2 g/l de
propineb a montré un diametre irrégulier de tubes séminiféres avec une fine lame basale
allongée. L analyse du tissu testiculaire des rats traités au lindane a montré une désorganisation
cellulaire avec des formes irréguliéres et un espace intercellulaire plus marqué entre les

spermatogonies (Simic et al., 2012).

D’autres résultats ont été répertoriés par Zidan (2009) qui, apres avoir administré a des rats
males un mélange d’organophosphorés (Chlorpyrifos methyl, Diazinon et Profenofos) aux doses
de 5 et 50 mg/kg p.c. par voie orale pendant 65 jours, a observé une congestion des tubes
séminifeéres.

Les pesticides peuvent modifier la lignée germinale des tubes séminiféres dans les
testicules ce qui diminue la capacitation et la maturation des spermatozoides (Jorsaraei et al.,
2010 ; Mathur et D Cruz, 2011).

L’examen microscopique de I’épididyme chez le lot traité par la Mtz pendant 21 jours a
révélé une diminution discréte de la quantité des spermatozoides dans la lumiére des tubes avec
une congestion épididymaire Toutefois, nos résultats concordent avec ceux de Soni Shrivastava
(2013) ; Bouaza et al. (2014). On sait que de nombreux xénobiotiques, y compris des pesticides,
produisent un stress oxydatif par ’augmentation de la production des radicaux libres qui a leur
tour generent un stress oxydatif dans différents tissus et chez différents organismes (Mehta et al.,
2008). Les dommages oxydatifs induits par les espéces réactives de 1’oxygéne et les especes
reactive de 1’azote (ERO / ERN ou ROS / RNS) sont directement impliqués dans l'infertilité
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masculine. Une production excessive de ROS peut entrainer une altération de la stéroidogenese
et de la spermatogenéese par plusieurs mécanismes, dont les lésions de I'ADN, la peroxydation

lipidique et I'oxydation des protéines (Prahalathan et al., 2006).

En revanche, le lot traité par la Mtz/laurier présente un parenchyme testiculaire et
épididymaire moins altéré par rapport au lot traité par la métribuzine seule ce qui peut étre
expliqué par I’effet bénéfique des constituants du laurier qui ont amélioré significativement les
effets néfastes de la métribuzine. Ce résultat est en accord avec les travaux d’Ahmed et al.
(2013) qui ont expliqué le role bénéfique de Fucus racemosa sur les dommages toxiques
provoqués par la Doxorubicin (DOX) et qui ont également indiqué que Fucus racemosa est une
source tres riche en composés phénoliques, qui posséde d'excellentes propriétés antioxydantes in
vitro et in vivo, protégeant ainsi 1’architecture testiculaire et épididymaire contre les dommages
oxydatifs induits par la DOX (Ahmed et urooj, 2009). Cependant, Shalizar Jalali et Hasanzadeh
(2013) ont montré le role de I’extrait aqueux des fruits de la plante Cratagus monogyna (20
mg/kg), tres riche en composes phénoliques, notamment les proanthocyanidines et les
flavonoides ce qui lui confere un role crucial dans la prévention du stress oxydatif di au
traitement par la DOX (4mg/kg ). Cet effet est caractérisé par une diminution du taux des
radicaux libres et du stress oxydatif ainsi qu’une augmentation du niveau des enzymes

antioxydants.
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Conclusion et perspectives

L’investigation pharmacologique des plantes médicinales traditionnelles reste importante

pour offrir des bases scientifiques pour 1’usage traditionnel des plantes et fournir a la société de

nouvelles sources de médicaments sains et efficaces. L’objectif visé par ce travail est d’étudier la

toxicité induite par la métribuzine a faible dose, chez des lapins males (Oryctolagus cuniculus),

apres une exposition orale d’une durée de 15 jours et d’évaluer I’effet protecteur de 1’infusion

des feuilles de Laurus nobilis contre sa toxicité sur le fonctionnement des systemes internes

notamment sur le systeme reproducteur méale. Pour cela, des analyses biochimiques,

hématologiques et histologiques ont été réalises.

Les résultats rapportés dans cette étude ont dévoilé que la métribuzine provoque des

effets nocifs sur I’organisme, qui ont été manifestés par :

Une variation du poids de quelques organes ; une augmentation du poids du foie et une

diminution du poids des reins, des testicules et de 1’épididyme.

Augmentation des paramétres hématologiques de défense (globules blanc) alors que les
valeurs hématologiques en particulier, le nombre de globules rouges, le taux

d'hémoglobine ont diminué.

Augmentation des niveaux sériques des parameétres biochimiques hépatiques (ASAT,

ALAT) et rénaux (créatinine, urée) apres 15 jours de traitement.

Augmentation des taux sériques lipidiques (cholestérol, triglycérides) (hyperlipidémie) et
du glucose (hyperglycémie).

Diminution de la concentration, de la mobilité, de la vitalité des spermatozoides.
Altération des tissus hépatiques, rénaux, testiculaires et épididymaire.

L’étude histologique réalisée sur des fragments de foie, rein, testicule et épididyme a
montré des modifications histopathologiques chez le groupe traité avec la métribuzine.
En effet, les résultats illustrent clairement 1’apparition d’une inflammation hépatique et
des altérations histologiques des organes révélées par une dégénérescence des cellules.
De plus, les Iésions histopathologiques étaient moins sévéres chez les lapins traités avec
I’infusion des feuilles de Laurus nobilis et ont montré une augmentation significative des
infiltrations de lymphocytes ; indicatif de la réponse immunitaire a mediation cellulaire

ce qui suggere que les plantes sont capables de stimuler I'immunité chez ces lapins, ce qui
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confirme que I’infusion des feuilles de la plante testée a une capacité de réparation des

lésions cellulaires.

En conclusion et en réponse a la question de cette étude, les résultats obtenus ont bien
montré et affirmé que 1’exposition a de faibles doses de métribuzine par voie orale induit une
hématotoxicité, une hépatotoxicité, une néphrotoxicité et essentiellement une reprotoxicité
masculine et le traitement des lapins Oryctolagus cuniculus par I’infusion des feuilles de Laurus
nobilis en présence du pesticide (métribuzine) a ramené tous les marqueurs biochimiques a des
niveaux proches de ceux obtenus chez les lapins témoins. Ceci souligne I’effet protecteur de
I’infusion des feuilles de Laurus nobilis contre I’intoxication par ce pesticide en raison de leurs

propriétés thérapeutiques prouvee dans la littérature.

En perspective, il sera intéressant d’améliorer les résultats et approfondir les recherches
pour mieux approuver I’effet toxique de faibles doses de la métribuzine par voie orale. Il serait
souhaitable de prolonger la période de traitement par la métribuzine pour bien confirmer si elle
est un perturbateur endocrinien ou non. Aussi, il serait bien d’étudier la possibilité de

détoxification par les plantes médicinales.

La recherche des effets retardés des pesticides sur la santé doit s’intensifier, aussi bien sur
le plan épidémiologique que toxicologique. Il est important de considérer non seulement le
produit absorbé, mais également les métabolites potentiellement toxiques qui en découlent. Le
principe de précaution incite a privilégier 1’usage de substances a courte durée de vie, peu

rémanentes dans 1’environnement et de faible toxicité aigué.
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