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RESUME :

Métribuzine (MTBZ) et Linuron (LNR) sont les herbicides les plus utilisés en Algérie pour
protéger les champs agricoles contre les parasites et prédateurs. Leur usage chronique, abusif
et incontr6lé exposera I’homme et les animaux au risque de I’infertilité et de développement
du cancer. L’huile des graines de Cucurbita pepo (HCP), ou citrouille, a montré son utilité
dans le traitement symptomatique de 1’hypertrophie bénigne de la prostate. L’objectif de cette
¢tude est d’évaluer les effets préventifs des huiles des graines de citrouille contre les toxicités
induites par Métribuzine et Luniron chez le rat « Rattus norvegicus ». Une population de 24
rats a éte repartie en 6 groupes : Témoins, MTBZ (133,33 mg/kg), LNR (120 mg/kg), MTBZ-
HCP (2 mL), LNR-HCP (2 mL), HCP (2 mL). Les parametres anthropométrique, biochimique
(glycémie, urée, creatinine, cholestérol, GOT, GTP, PSA et testostérone) et hématologique
(globules rouges, hémoglobine et hématocrite) ont été déterminés. A la fin de
I’expérimentation (30 jours), une étude macroscopique (poids, aspect, couleur et dimensions
des tissus préleves) a été réalisée. Les résultats ont révélé une diminution du poids des
animaux des groupes MTBZ (206,6 g) et LNR (224,6 g) par rapport aux groupes MTBZ-HCP
(238,4) et LNR-HCP (228,9), une diminution non significative de la glycémie chez MTBZ
(107,5 mg/dL), LNR (108,6 mg/dL) alors que les autres variables (urée, créatinie, cholestérol,
GOT, GTP et PSA) ne présentaient aucune différence significative (p >0,05). Par ailleurs, les
taux sériques de la testostérone étaient moins élevés chez les MTBZ (0,23 ng/mL), LNR (0,29
ng/mL) comparativement aux témoins (0,33 ng/mL). La testostérone était significativement
¢levée chez les animaux traités avec I’huile des graines de citrouille ; MTBZ-HCP (0,46
ng/mL), LNR-HCP (0,79 ng/mL). Cette étude suggére que 1’huile des graines de Cucurbita
pepo était bénéfique et pourra protéger le systeme reproducteur male contre la toxicité de

Métribuzine et Linuron qui sont de potentiels perturbateurs endocriniens.

Mots clés : Métribuzine ; Linuron ; Cucurbita pepo ; Hypertrophie bénigne de la prostate.



ABSTRACT:

Metribuzin (MTBZ) and Linuron (LNR) are the most widely used herbicides in Algeria to
protect agricultural fields against pests and predators. Their chronic, abusive and uncontrolled
use will expose humans and animals to the risk of infertility and cancer. Cucurbita pepo seed
oil (CPSO), or pumpkin, has been shown to be useful for the symptomatic treatment of benign
prostatic hypertrophy. This study aimed is to assess the preventive effects of pumpkin seed
oils against Metribuzin and Luniron toxicity-induced rat "Rattus norvegicus"”. Twenty four
rats were divided into 6 groups: Controls, MTBZ (133.33 mg / kg), LNR (120 mg / kg),
MTBZ-CPSO (2 mL), LNR-CPSO (2 mL), CPSO ( 2 mL). Anthropometric, biochemical
(glycemia, urea, creatinine, cholesterol, GOT, GTP, PSA and testosterone) and hematological
parameters (red blood cells, hemoglobin and hematocrit) were determined. At the end of the
experiment (30 days), a macroscopic study (weight, appearance, color and size of the
collected tissues) was performed. The results revealed a reduction in the weight of animals in
MTBZ (206.6 g) and LNR (224.6 g) compared to the MTBZ-CPSO (238.4) and LNR-CPSO
(228.9 g). non-significant decrease in blood glucose levels in MTBZ (107.5 mg / dL), LNR
(108.6 mg / dL), while variables (urea, creatinine, cholesterol, GOT, GTP and PSA) showed
no significant difference ( p> 0.05). In addition, serum testosterone levels were lower in
MTBZ (0.23 ng / mL), LNR (0.29 ng / mL) compared to control (0.33 ng / mL). Testosterone
was significantly high in animals treated with pumpkin seed oil; MTBZ-CPSO (0.46 ng /
mL), LNR-CPSO (0.79 ng / mL). This study suggests that CPSO was beneficial and could
protect the male reproductive system against the toxicity of Metribuzin and Linuron which are
potential endocrine disruptors.

Key words: Metribuzin; Linuron; Cucurbita pepo; Benign prostatic hyperplasia.



Abréviation

CPG -FID : chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur a ionisation de flamme
CPG -SM : chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse
HCP : huile Curcibita pepo (Citrouille)

LNR : Linuron (herbicides)

MCH : Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine

MCHC : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine

MCYV : Volume globulaire moyen

MTZB : Métribuzine (herbicides)

PSA : Antigene spécifique de la prostate

TGO : Sérum Glutamopyruvate Transférase

TGP : Sérum Glutamooxaloacétate Transférase
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INTRODUCTION

Les pesticides constituent un groupe hétérogene de produits chimiques considérés comme
I'un des principaux facteurs de contamination de I'environnement dans le monde d'aujourd'hui.
Ces produits chimiques toxiques, congus pour agir comme poison contre les parasites
sont capables de produire des effets nocifs chez des organismes non-cibles, y compris
I’homme (Magnarelli et al, 2013).

Les pesticides représentent une préoccupation majeure pour la santé de I’homme
et contribuent de maniére significative dans le développement de nombreuses pathologies
comme le cancer, laneurodégénérescence et d'autres maladies chronique (Hernandez et al,
2013).

Métribuzine , un herbicide souvent utilisé dans les cultures maraicheres pour lutter contre les
mauvaises herbes a feuilles larges et herbacées (Maksymiv et al, 2015), a montré une toxicité
importante pour I’homme (Medjdoub et al, 2011) et les animaux (Koutnik et al, 2015;
Maksymiv et al, 2015). Selon certaines études, Il a été rapporté que Métribuzine est capable
d'endommager certains organes comme le foie (Maksymiv et al, 2015 ; Chiali et al, 2013) et
le rein (Velisek et al., 2008), méme il peut affecter le profil lipidique et la composition
du sang (Chiali et al, 2013). Velisek et al., 2008, ont suggéré que Métribuzine induisait
une hépatotoxicité in vivo.

Linuron est un herbicide largement utilisé en agriculture. Sa toxicité fait de lui un potentiel
perturbateur endocrinien. Il a fait 1’objet de nombreuses études dont la majorité s’était
focalisée sur les effets toxiques de Linuron sur le systeme reproducteur de la progéniture male
suite a une exposition chronique de leur mere. Les examens pathologiques, chez des rats
feetus males, ont révélé la présence d’anomalies et d’altérations au niveau des tubes
séminiféres et des cellules de Leydig. Les examens biologiques, durant la période postnatale,
une diminution significative de la production de la testostérone (Hongwei et al, 2016).

Il a été suggéré que de nombreux pesticides exercent leurs effets toxiques par 1’altération
des constituants cellulaires avec une production simultanée d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS) ou de radicaux libres (Al-Attar et al, 2015) qui sont responsables du stress oxydatif
(Elzoghby et al, 2014) aboutissant a une dégradation totale des molécules biologiques tels que
les lipides, les protéines et I'acide nucléique (Zaki et al, 2012).

Pour réduire le taux de ROS (ou radicaux libres) dans 1’organisme et protéger les cellules
contre le stress oxydatif, les tissus des mammiféres renferment des enzymes comme

la catalase (CAT), superoxyde dismutase (SOD) et glutathion peroxydase GPx)




et des proteines non-enzymatiques comme le glutathion GSH dont le role est de piéger
et d’éliminer les ROS (Ojo et al, 2014 ; Newairy et al, 2013). L'exposition chronique aux
pesticides induit une diminution tissulaire de ces antioxydants entrainant ainsi une mort
cellulaire ou une apoptose accélérée (Ojo et al, 2014).

Cependant, tout composé naturel, ayant des propriétés anti-oxydantes pourrait contribuer
a l'atténuation des dommages induits par les toxicités des herbicides a savoir Métribuzine
et Linuron (Suganya et al, 2014 ; Makni et al, 2011). Les antioxydants naturels d’une part se
sont avérés tres efficaces pour prévenir la production de radicaux libres et leurs effets
dévastateurs et d’une autre part soutenaient les meécanismes de défense de l'organisme
(Martins et al, 2016). En effet, des extraits de plantes médicinales ont déja montré leurs effets
biologiques voire leurs propriétés anti-oxydantes (Raghavendra et al, 2013).

Les huiles végétales extraites de graines de citrouille (Cucurbita pepo) sont considérées
comme une collation ou un léger rep=as populaire dans de nombreux pays, y compris
I’Algérie. Les graines de la citrouille peuvent étre consommées crus ou grillées. En outre
I'nuile de graines de citrouille est largement acceptée a étre utilisée en tant qu'huile comestible
de bonne valeur nutritionnelle (Ryan et al, 2007 ; Stevenson et al, 2007). L'un des avantages
thérapeutiques cruciaux de I'huile de graines de citrouille est son usage pour traiter
les symptdmes de I'nyperplasie bénigne de la prostate et ceux des troubles de la miction
(Fruhwirth et al, 2007).

Des expérimentations animales ont révélé que I'huile de graines de citrouille pourrait étre
utilisée dans le traitement de I'hypertension (Al-Zuhair et al, 2000), I'nypercholestérolémie
(Al-Zuhair et al, 1997), le diabéte en induisant 1’effet hypoglycémiant (Caili et al, 2006). Les
régimes alimentaires riches en huiles de graines de citrouille ont été associés a des fréquences
moins élevées de cancer du poumon, de I'estomac, du sein et colorectal (Huang et al, 2004).
Les graines de citrouille (Cucurbita pepo) sont une source riche en acides gras insaturés
(Acides oléique et linoléique), en tocophérols, phytostérols (caroténoides, vitamine A et E)
fibres, connues pour leurs effets anti-athérogenes et hépatoproteurs (Makni et al., 2008).
Il est suggéré que I'nuile de graines de la citrouille constitue un complément nutritif

a l'alimentation de I’homme et pourrait aussi avoir des applications industrielles (Stevenson et
al., 2007).




L'acide linoléique, un acide gras polyinsaturé majoritairement présent dans 1’huile des graines
de citrouile, joue un réle important dans la fluidité membranaire permettant ainsi
le phénomeéne d'osmose et les échanges intercellulaires (Lovejoy, 2002).
Cette présente étude a été réalisée dans le but d’évaluer les éventuels effets préventifs
des huiles des graines de citrouille (Cucurbita pepo) contre les effets toxiques induits
par deux herbicides Métribuzine et Linuron chez le rat Wistar.
L’accomplissement de ce projet scientifique a compris trois grandes parties, a savoir ;
- Une revue bibliographique présentant deux chapitres, 1’un consacré aux pesticides
et ’autre a la plante médicinale « Cucurbita pepo » ou citrouille.
- Une partie expérimentale englobant les analyses chimiques des huiles extraites
des graines de citrouille, une expérimentation animale (Etude in vivo) et des analyses
biologiques des différents marqueurs...
- Présentation des résultats, leur interprétation et discussion dans la littérature

biologique.




Chapitre I : Pesticides

Les pesticides sont des produits chimiques synthétiques tres utilisés en agriculture pour
détruire les ravageurs et parasites responsables de la transmission de maladies a I’homme

et I’animal ainsi que tous les organismes vivants indésirables (végétaux et animaux) induisant
des dommages durant la production, la transformation, le stockage, le transport ou la
commercialisation des denrées alimentaires et des produits agricoles ou des aliments pour
animaux. Les pesticides tendent aussi a combattre les insectes, les arachnides et d'autres
parasites présents dans ou sur les corps des animaux domestiques (Council of Europe., 1992).
Les pesticides sont des substances ayant une activité biologique orientée vers

les fonctions physiologiques des prédateurs ou parasites et entrainent leur élimination (Calvet
et al., 2005).

1. Classification des pesticides

1.1. Classification biologique

Les pesticides peuvent étre classés sur la base de leurs objectifs de ravageurs vises.

Ces catégories sont décrites ci-dessous (Freedman., 1995) :

1- Les fongicides sont utilisés pour protéger les plantes et les animaux cultures

de champignons.

2- Les herbicides sont utilisés pour tuer les plantes adventices, de maniere a libérer

des plantes cultivées souhaitées de la concurrence.

3- Les insecticides sont utilisés pour tuer les insectes nuisibles et les vecteurs de maladies
humaines mortelles telles que le paludisme, la fiévre jaune, trypanosomaisis, la peste

et le typhus.

1.2. Classification selon la nature

Les pesticides sont classés en bio-pesticides toxiques traditionnels et produits chimiques
(Jesse-Uneke., 2007).

1.2.1. Bio-pesticides

Les bio-pesticides s’appliquent avec un pulvérisateur conventionnel ce qui en facilite
I’adoption par les producteurs agricoles. Ils sont généralement compatibles avec des méthodes
de lutte biologique classiques (exemple ; lachers de prédateurs ou de parasites), méme s’ils
peuvent avoir des effets néfastes sur les organismes utiles. Les bio-pesticides peuvent étre

a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et d’extraits de plantes (Vincent et al.,
2000).




Les bio-pesticides peuvent étre des plantes, des produits phytosanitaires incorporé (PIP),
des pesticides biochimiques, des régulateurs de croissance des insectes, des pesticides
microbiens et des produits de fermentations (avermectines) (Jesse-Uneke., 2007).

1.2.2. Produits chimiques

Pesticides inorganiques

IIs ne contiennent pas de carbone dans leur composition chimique. Ces composés ont
généralement des poids moléculaires relativement faibles et contiennent souvent moins de 10
atomes. Plusieurs sels inorganiques (souvent blancs et cristallins) sont classés dans cette
catégorie de pesticides. Leur utilisation a diminué aprés le développement de pesticides
organiques plus efficaces et moins persistants (Pimentel., 2002).

Pesticides organométalliques

Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée par un complexe d'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 manganese) (Calvet et al.,
2005).

Pesticides organiques

Les composés organiques ont une structure a base d’atomes de carbone combinés avec
de I’hydrogéne et d’autres éléments. Les pesticides organiques de synthése peuvent étre
séparés en groupes en fonction de la nature chimique de la substance active majoritaire qui
compose les produits phytosanitaires. On distingue comme principales familles (Chiali.,
2013). :

- Organochlorés : comprenant les composés aromatiques comme le DDT
(bis(4-chlorophényle)-1,1,1-trichloroéthane) et les cyclodiénes comme la dieldrine. Parmi
les organochlorés; le lindane, biphényles polychlorés (BPC).

- Organophosphores : La synthese des esters d'acide phosphorique a permis 1’émergence
de cette famille d’insecticides afin de protéger les cultures.

- Pyréthrinoides de synthese et les carbamates : Les pyréthrinoides de synthése sont des
analogues stables de dérives naturels du pyrethre. Elles représentent actuellement 30 %
du marché mondial, et sont utilisées comme phytosanitaires, insecticides ménagers
et antiparasitaires vétérinaires et humains. Les carbamates sont agi 1a d’un groupe
chimique trés important du point de vue phytosanitaire puisqu’on y trouve a la fois des
insecticides, des fongicides et des herbicides.

- Organoazotés : principalement utilisés comme herbicides (Exemple: atrazine

simazine,triazine, etc...).




2. Metribuzine

C’est un herbicide de type Triazine. Il agit au niveau des systémes de transport des électrons
lors du processus de la photosynthese chez les plantes (McFarland et al., 2011).

2.1. Propriétés chimiques

Métribuzine a pour nom chimique; 4-amino-6(1,1-diméthyléthyl)-3-(méthylthio)-1,2,4-
triazine-5(4H) one) (figure 1).
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Figure 1 : Structure de métribuzine (Morgan., 2001).
C’est un solide cristallin blanc, soluble dans I'eau de a 20°C, ce qui le rend mobile dans le sol,
avec une demi-vie de 30 a 60 jour dans le sol.
Sa dose létale (DLso orale) par voie orale chez le rat est de 1090 mg/kg (Monaco et al, 2002).
Métribuzine a une toxicité aigué modérée par voie orale, chez les mammiferes (DLso 322 mg /
kg), cette toxicité est faible par la voie cutanée et par inhalation (DLso > 5000 mg / kg et CLso
> 2,0 mg / L, respectivement) (EFSA., 2006). La métribuzine est relativement stable et non
décomposé par les photon radiations a UV (Monaco et al, 2002).
2.2. Toxicité
La métribuzine présente différents effets nocifs (Pohanish., 2012):
Exposition a court terme : Métribuzine peut affecter le systéeme respiratoire par inhalation
et aussi s’introduit rapidement dans 1’organisme par simple contact avec la peau.
L'intoxication aigué peut causer des troubles de respiration et de la somnolence.
Des expositions fréquentes a la Métribuzine peuvent entrainer des maux d'estomac, la fatigue
et une atteinte du systétme nerveux central, provoquant une mauvaise coordination,
des tremblements et une faiblesse.
Exposition a long terme : une forte exposition ou une exposition répetée peut altérer 1’activité
des enzymes hépatiques, développer le goitre et ainsi affecter la fonction thyroidienne.
Tissus cibles : Systeme nerveux central, la thyroide et foie.
NOAEL de la Métribuzine : La dose maximale sans effet nocif observable (DMSENO)
ou NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) correspond a la dose la plus élevée pour

laquelle on n’observe pas d’augmentation significative en fréquence ou en sévérité d’un effet




nocif, dans un groupe expose a la substance par rapport a un groupe non expose. Cette dose
est inférieure a 30 ppm (McMahon., 1993).

DMENO de la Métribuzine : c’est la dose minimale pour un effet nocif observable
ou LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level). Cette dose pour la Métribuzine est
de 30 ppm (McMabhon., 1993).

Dose maximale tolérée (DMT) : est définie comme la dose induisant des signes de toxicité
non susceptibles d’exercer des effets 1étaux (OECD., 2013). La dose maximale tolérée (DMT)
de métribuzine est de 900 ppm (McMahon., 1993).

2.3. Métabolisme des pesticides

Le métabolisme des pesticides, chez les animaux, est un mécanisme important par lequel
les organismes a se protéger contre l'effet toxique des xénobiotiques (produits chimiques
étrangers). Le foie est le principal organe qui intervient dans ce mécanisme.

La membrane des cellules constitue une barriere efficace protégeant les cellules contre des
xénobiotiques hydrosolubles. Aprés pénétration dans une cellule, le xénobiotique
est rapidement pris en charge par des transporteurs membranaires ou pompes d’efflux qui
vont I’exporter a I’extérieur de la cellule. Il peut également étre transformé par les enzymes
du métabolisme des xénobiotiques au cours de plusieurs réactions afin de faciliter son
excrétion. Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques représentent un systeme complexe
essentiel a la protection de 1’organisme (Figure 2).

La premiere étape (phase I) met souvent en jeu des cytochromes P450 (CYPs). Elle consiste
en une activation métabolique qui conduit a la formation d’intermédiaires électrophiles
hautement réactifs qui seront alors soumis aux enzymes de la phase Il (enzymes
de conjugaison ou transférases comme la glutathion-S- ou glucuro- transférase), capables
de greffer des résidus hydrophiles (comme le glutathion). Les métabolites ainsi transformés

sont excrétés de la cellule par des transporteurs membranaires d’efflux dits de phase III.

——
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Figure 2 : Processus de détoxication et de biotransformation des xénobiotiques (BenAlia, 2016).

L’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques dépend de la liaison
des xénobiotiques a des récepteurs nucléaires. La fixation des xénobiotiques sur différents
récepteurs nucléaires ou cytoplasmiques (PXR, Pregnance X Receptor ; CAR, Constitutive
Androstane Receptor; AhR, Aryl hydrocarbon Receptor) déclenche la transduction d’un
signal permettant I’induction des enzymes du métabolisme et des transporteurs nécessaires a
leur élimination. Il s’agit d’une adaptation d’une cellule face au stress. Ce mécanisme
de defense est lié aux processus de détoxification en générant des métabolites trés toxiques
qui interagissent avec des macromolécules cellulaires (acides nucléiques, protéines, lipides
membranaires). L’activité de certains cytochromes P450 (cytochromes CYP1A1 et CYP2E1)

peut conduire a la production de dérivés réactifs de I’oxygene (Alpas et al, 2011).

Stéroides . Xénobiotiques Lipides
PS8 N = 3% - — -
NN =
- oy -
-~ Sa¥a
ER/AR AhR PXR - CAR PPAR
Effets Metabolisme des xénobiotiques

hormonaux et des molécules endogénes

Perturbation Adaptation mais Perturbation
endocrinienne aussi stress meétabolique

Figure 3: Différents types de récepteurs des xénobiotiques (Ben Alia, 2016).
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2.4. Effets toxiques des pesticides

Sur ’environnement

Les pesticides contribuent & l'augmentation de la production agricole et a la qualité
de la production végétale, mais ils peuvent s'accumuler dans le sol et dans I'eau et provoquer
des dommages a la flore et a la faune, lorsque les concentrations dans les chaines alimentaires
deviennent assez élevées pour nuire a la faune et a la flore sauvage. Par ailleurs, les résidus
des pesticides portent atteinte a la qualité des eaux potables et contaminent les aliments
destinés a la consommation humaine. Ils ont des effets négatifs sur la santé des agriculteurs
qui y sont directement exposés (OECD., 1999).

Sur la fertilité et la reproduction

Les pesticides et leurs sous-produits ont été également identifiés en tant qu’agents
susceptibles de porter atteinte au processus de fertilité masculine, via une toxicité testiculaire.
Le lien entre pesticides et infertilité chez la femme reste inconnu. Des études faites sur des
rats ont clairement montré les effets nocifs des pesticides sur le systtme de reproduction
(Joshi et al, 2013). 1l a été remarqué que chez des femmes exposées a des pesticides, le risque
de mortalité intra-utérin augmentait et que la croissance foetale diminuait. A noter aussi que
des pesticides ont été retrouvés dans le cordon ombilical mais aussi dans le lait maternel,
ce qui pourrait expliquer le mauvais développement du foetus, les malformations congénitales
et les anomalies du systéme nerveux central. Les conséquences sont des avortements
spontanés, des enfants mort-nés et des malformations congénitales. 1l est souvent invoqué
aussi une baisse de la fertilité qui est peut-&tre dle a une perturbation endocrinienne
(Levario-Carillo et al., 2004).

Effets cancérigénes des pesticides

Rachel Carson montrait les effets délétéres des pesticides chez I'nomme, en particulier avec
le développement des cancers. L'effet cancérigéne de plusieurs pesticides est certain, probable
ou possible selon le Circ (Centre international de recherche sur le cancer). Ce lien entre
exposition aux pesticides et cancers est aujourd’hui démontré par les travaux de certains
épidémiologistes. Par ailleurs, les agriculteurs qui utilisent des pesticides pour leurs cultures
développent plus fréquemment certains types de cancers et en particulier les leucémies,
les lymphomes et des myélomes multiples (Deleage., 2013).

Effets sur le systeme endocrinien

Les effets toxiques induits par I’exposition chronique aux polluants environnementaux
impliquent des déreglements physiologiques qui vont affecter les fonctions essentielles de

I’organisme, parmi lesquelles les fonctions endocriniennes et immunitaires. Les perturbations




vont affecter le role que joue le systétme endocrinien dans le maintien de 1’homéostasie et de
I’intégrité physiologique. Ces effets vont se répercuter sur la croissance, le métabolisme et sur
la reproduction, mettant ainsi en danger la survie de la population. Parmi les polluants
environnementaux, les modulateurs endocriniens tels que les pesticides et les métaux sont
aujourd’hui largement étudiés. Les pesticides sont des perturbateurs endocriniens affectant la
le systtme hormonal et I’axe hypothalamus-hypophyse d’ou une défaillance de 1’équilibre
homéostatique (Pelletier et al., 2004).
3. Linuron
C’est un herbicide qui agit par inhibition de la photosynthese. Il fait partie de la famille des
urées substituées. 1l pénetre par les racines puis est transporté jusqu'aux feuilles par la seve
brute. Il agit au maximum pendant quatre mois. On l'utilise a des doses de 500 a 1000g/ha.
Des expériences ont montré qu'une exposition in utero au Linuron altérait la différenciation
sexuelle de rats males par effet de perturbation endocrinienne (Wolf et al., 1999), en inhibant
la conversion des androgénes en oestrogénes par I'aromatase (Hirsh et al, 1984).
3.1. Propriétés chimiques
Linuron a pour :

- Nom chimique : 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea

Formule moléculaire : CyH1oCIN>O;

H -
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Figure 4 : Structure moléculaire de Linuron (Petersen et al., 2007)

3.2.Applications

Linuron est actuellement commercialisé comme herbicide et selectionné pour le controle des
mauvaises herbes durant les cultures de mais, blé, soja, sorgho, coton, carottes et des
pommes de terre (Bureau of National Affairs, 1988; U.S. EPA, 1988).

3.3. Toxicité

Linuron fait partie des substances pour lesquelles des effets endocriniens ont été mis
en evidence (Petersen et al., 2007).

Une ancienne étude menée sur la toxicité du linuron, par voie orale, chez le rat a élaboré une

dose létale approximative allant de 1,0 a 225 g / kg (Hodge et al., 1968).

——
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Les effets de linuron, sur une courte duree, étaient moins toxiques ou pas toxiques dans trois
expérimentations différentes sur la génotoxicité a savoir : les mutations géniques, aberrations
chromosomiques et les dommages I'ADN et leur réparation (Bureau of National Affairs, 1988
; U.S.EPA, 1988).

Une étude de la toxicité de linuron chez des rats males, réalisée durant deux ans, a montré que
le taux des cellules de Leydig endommagées était important a différentes doses croissantes de
linuron : 0 ppm (5.9%), 50 ppm (16. 1%), 125 ppm (29.7%), and 625 ppm (56.1%) (Bureau of
National Affairs, 1988; U.S. EPA, 1988).

Il a été suggéré que la toxicité de linuron induisait une perturbation de I'axe hypothalamo-
hypophyso-thyroidien responsable de I’apparition d’un carcinome folliculaire de la thyroide
(Hill et al., 1989).

La toxicité de linuron a entrainé un dysfonctionnement physiologique. Un mécanisme
impliquant une hypersécrétion de la thyréostimuline (TSH) a causé le développement de
tumeurs thyroidienne (Paynter et al., 1988). Le concept du déréglement du fonctionnement de
I'axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien favorise le développement des tumeurs
thyroidiennes. Ce concept a été appliqué a d'autres tissus endocriniens comme les testicules et
géneérant ainsi des tumeurs des cellules de Leydig.

Linuron a été décrit comme un antagoniste des androgénes au niveau de leur récepteur
cellulaire AR.

In vitro, le linuron inhibe de maniére compétitive la liaison des androgénes a leur récepteurs
AR a une dose 100 uM (Bauer et al., 2001) et agit comme un antagoniste AR faible dans les
tests d'activation transcriptionnelle (Lambright et al., 2000).

Il a été montré que des doses élevées de linuron administrées in utero (75-100 mg / kg / jour)
réduisaient la synthése de la testostérone feetale pendant la période critique de la
différenciation sexuelle (Wilson et al., 2004).

L'augmentation de l'incidence des anomalies du développement de I'appareil reproducteur
male est due a l'exposition a long terme a ce genre d’herbicide qui est une situation tres
alarmante (Storgaard et al., 2006).

Ces substances chimiques toxiques interagissent avec les récepteurs androgéniques (AR) et
altéerent le métabolisme et la production de la testostérone ce qui endommagerait
le fonctionnement physiologique des testicules chez la progéniture foetale male.

Les malformations congénitales des organes de 1’appareil génital male sont irréversibles.
Plusieurs études ont confirmé les effets toxiques de Linuron au niveau de [’appareil

reproducteur male des organismes aux stades fcetal et postnatal. Il est établi que la synthése de

——
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I’hormone testostérone est régulée par les activités enzymatiques du cytochrome ¢ P450. Ces
enzymes catalysent la formation de testostérone a partir des molécules précurseurs
de pregnenolone, cholesterol et 3B-HSD (Issop et al., 2013).

La compréhension du mécanisme de toxicité de Linuron nécessite 1’exploration
des modifications fonctionnelles de P450 induits par cette toxicité.

Peu d’informations ou de données sont disponibles a ce jour pour mieux comprendre
comment la toxicité de Linuron altérait le systeme reproducteur male, son mécanisme d’action

reste toujours non élucidé.




Chapitre Il : Plante médicinale « Cucurbita pepo »

Les cucurbitacées ont été cultivées pendant longtemps pour la nutrition et leurs propriétés
médicinales. Particulieres propriétés médicales ont été attribuées a chaque partie du fruit et les
graines de plantes. Cependant, les cucurbitacées sont classées en plusieurs especes selon leurs
structures et de leurs pédoncules. Les citrouilles (Cucurbita) qui ressortissent de cette famille,
comprennent quatre sous-espeéces en 1‘occurrence, Cucurbita moschata, Cucurbita mixta,
Cucurbita pepo et Cucurbita maxima. La citrouille est probablement originaire d'’Amérique du
nord, et elle est maintenant cultivée partout (Castilho et al., 2007).

En Algérie, la citrouille locale (Cucurbita pepo) a été largement cultivée dans plusieurs
grandes régions productrices pendant de nombreuses décennies et peut étre considérée comme
I'une des principales cultures de Iégumes.

Les graines de Cucurbita pepo et leur huile ont fait 1°‘objet de plusieurs études dans le
domaine de santé. La citrouille se présente sous une forme ronde et de couleur orangée.
(Castilho et al., 2007).

Les graines de Cucurbita pepo, produit résiduel aprés I'élimination de la chair, pouvaient étre
utilisées (BenAlia, 2016).

Les graines de citrouille ont un effet thérapeutique fort qui peut aider a éliminer les parasites
intestinaux, nettoyage des vaisseaux sanguins, de normaliser le taux de cholestérol et de
stimuler l'activité rénale (Umadevi et al., 2011).

Les graines de citrouille sont riches en huile végétale et en protéines. Elles peuvent en
contenir jusqu‘a 35% d‘huile, des protides riches en acides aminés essentiels et la
cucurbitacine et également riches en zinc (Bachmann et Adam, 2010).

Certaines études épidémiologiques ont démontré un lien entre la consommation de citrouille
et la diminition du risque de certains types de cancers (Matsuo et al., 2004).

1. Genéralités sur les cucurbitacées

Cette famille végétale compte parmi les plantes les plus connues et les plus cultivées au
monde.

Apparues sur le continent américain (vers 6 000 av. J.-C.), elles ont eu un réle majeur dans le
développement de 1‘agriculture en Amérique, d‘ou leur culture s‘est propagée a tous les
continents. Les cucurbitacées sont aujourd‘hui consommées (melon, pastéque, courgette),
utilisees comme objets du quotidien (gourde) ou comme médicament (margose) (Bérard et al.,
2000).

——
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Dans la grande famille des Cucurbitacées, les botanistes ont identifié environ 130 genres
différents, eux-mémes divisés en 800 espéces environ (BenAlia, 2016). Parmi eux on
distingue le genre cucurbita (Figure ...... ). Ce genre comprend treize espéces, dont cing sont
cultivées pour 1‘alimentation :

Cucurbita ficifolia : par exemple la courge de siam

Cucurbita maxima : communément appelée potiron

Cucurbita mixta : communément appelée la courge mexicaine

Cucurbita moschata : communément appelée courge musquées ou muscades

Cucurbita pepo : communément appelée citrouille

Figure.... : Fruits de la famille des Cucurbitacées (BenAlia, 2016)




2. Plante médicinale « Cucurbita pepo »

Curcibita pepo ou citrouille est originaire d’ Amérique, elle est répandue dans le monde entier.
On en cultive de nombreuses variétés, alimentaires, fourrageres ou oléagineuses. Elle est
parfois subspontanée ou adventice dans les terrains vagues et aux abords de jardins (Rombi et
Robert, 2015).

2.1. Description botanique

La citrouille est une plante annuelle appartenant au genre Cucurbita et a la famille des
Cucurbitacées. C'est aussi le nom de son fruit volumineux. La citrouille est de forme "ronde".
Son pédoncule est dur et fibreux, avec 5 c6tés anguleux, sans renflements a son point
d'attache. Sa chair est filandreuse (Tableau .....).

C’est une plante herbacée annuelle appartenant a la famille de Cucurbitaceae. Elle a une tige
anguleuse rampante atteignant jusqu’a 10 m de longueur, portant des feuilles alternes
palmatilobées et couvertes de longs poils assez raides.

Les fleurs a grande corolle (7 a 10 cm) gamopétales jaune, portées par de longs pédoncules,
sont a sexe séparés : les males en bouquets axillaires, les femelles isolées.

Les fruits sont des baies volumineuses globuleuses ou oblongues selon les variétés culturales,
mesurant un diamétre de 15 a 40 cm, allant du vert a I’orange et a pulpe charnue : ils en

contiennent de nombreuses graines (Marks et al, 2000).

——
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Tableau .. : Description botanique de Cucurbita pepo (BenAlia, 2016)

Description de la plante, du fruit et de graines

Nom de la plante

Nom vernaculaire : Calebasse
Nom frangais : Citrouille
Nom latin : Cucurbita pepo
famille : Cucurbitacée

Nom arabe : sl

Caracteres

Couleur des graines : Jaune

Forme des feuilles : Triangulaire trés lobée

Type de pilosités : Epineux (rugosité)

Aspect de sépale : Fines

Aspect de 1‘épiderme de fruit : Brillant

Forme du pédoncule du fruit : Anguleux (5 angles)

Utilisation

Les graines de citrouille sont utilisées comme
diurétique, contre les parasites du systéme digestif,
pour traiter la fievre et les désordres gastro-
intestinaux ainsi que les troubles du systéme
urinaire, 1‘énurésie et I‘irritation de la vessie
(Musset et Grange., 2000).

2.2. Partie active

Elle est représentée par la graine et ’huile de la graine de Curcubita pepo. La graine est
ovoide, plate, blanchatre, rétrécie a une extrémité mesurant 7-15 x 8-9 x 12 mm.

2.3. Composition chimique

La teneur en huile de graines de citrouille varie de 30 a 50 % (Schiebel-Schosser, 1998). Cette
huile contient essentiellement 4 acides gras en proportions importantes. Deux sont saturés ;
I’acide palmitique C16 :0 (13,3 %) et 1’acide stéarique C18 :0 (8 %) et deux sont insaturés ;
I’acide oléique C18 :1 (29 %) et linoléique C18 :2 (47 %) (Younis et al, 2000).

Ces proportions sont variables selon les origines mais représentent environ 98 % des acides
gras présents, la concentration des autres restants inférieurs a 0,5 % (Murkovi et al, 1996).

Les phytostérols représentent moins de 1 % mais ont une activité thérapeutique importante.

On trouve des A7-stérols et leurs glucosides, notamment le glucoside du spinastérol ou 24p3-

——
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éthyl-5a-cholesta-7,25(27)-dien-3p-ol et le triénol A7, 22, E, 25 (27) correspondant
accompagnés de AS-stérols (clérostérol, isofucostérol, stigmastérol, campestérol....).

Parmi les autres constituants, on trouve des triglycérides, des tocophérols (de la vitamine E
mais surtout du y-tocophérol), des caroténoides et un acide aminé cyclique, la cucurbitine (3-
amino-3-carboxypyrrolidine) responsable de 1’activité antihelminthique (Matus et al, 1993).
Dans les oligo-éléments présents (minéraux), on trouve surtout du sélénium mais aussi du
zinc, du manganese et du cuivre (Attarde. et al., 2010).

2.4. Données pharmacologiques

Actuellement, les graines de la citrouille et ’huile extraite sont surtout utilisées pour le
traitement des symptomes des troubles urinaires : perturbations de la miction (dysurie,
rétention, augmentation de la fréquence, incontinence) liées a 1’hyperplasie bénigne de la
prostate (HBP) dans les stades I et Il définis par Alken (Alken, 1973) ou Il et Il définis par
Vahlensiek (1996). Elle est également active dans le traitement de 1’inflammation de la vessie
pour les infections urinaires des femmes.

Des études pharmacologiques ont montré que les stérols des graines de la citrouille inhibaient
la fixation de la dihydro-testostérone sur des cultures cellulaires de prostate et les effets
antimicrobiens ont été prouvés (Schilcher et al, 1990).

Sur des animaux de laboratoire, I’action urodynamique sur la vessie, les effets anti-
inflammatoires et la baisse du taux de cholestérol ont été mesurés (Al-Zuhair et al, 1997).

Des associations d’huile des graines de la citrouille et des extraits des racines d’ortie (Urtica
dioica) et de palmiers de Floride ont également donné de bons résultats sur les tissus
prostatiques (Marks et al, 2001).

2.5. Observations chez I’homme

Les études cliniques ont permis de mettre en avant les excellents résultats de traitement avec
les graines de la citrouille tant pour 1’hypertrophie bénigne de la prostate (HBP) stades I et II
selon Alken dans la majorité des études que pour I’inflammation de la vessie (Alken, 1973).
Notamment une étude clinique multicentrique, portant sur 2245 patients atteints d’HBP a ¢été
conduite sur une durée de 12 semaines, avec 500 a 1000 mg d’extrait de citrouille par jour.
L’influence sur la qualité de vie a été soigneusement notée chez plus de 46 % des sujets et 96
% d’entre eux n’ont mentionné aucun effet indésirable au cours du traitement (Schilcher et al,
1990).

L’efficacité d’un extrait des graines de la citrouille associé a un extrait de palmier nain a
¢galement été démontrée chez un groupe de 53 hommes souffrant d’HBP. Aprés 3 mois de

traitement, les résultats montrent une amélioration significative des parameétres étudiés
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(difficulté dans 1’évacuation de I’urine, le débit urinaire, la fréquence de la miction) (Carbin et
al, 1990).

2.6. Emploi des graines de la citrouille en santé naturelle

Les graines de la citrouille ont longtemps été utilisées par la médicine populaire pour leurs
propriétés vermifuges (Zhang et al, 1994).

Ses propriétés diurétiques et de laxatif doux étaient aussi reconnues. Ce n’est que récemment
que I’on a découvert les propriétés décongestionnantes de 1’huile extraite des graines, utilisées
dans le traitement des symptomes de 1I’hyperplasie bénigne de la prostate (Carbin et al, 1990).
2.7. Aucun risque de toxicité

Provenant d’un aliment trés répandu, les graines de la citrouille ne présentent a priori aucun
danger (référence).

Toutefois, avant tout traitement concernant un probléme urinaire, il est indispensable de
consulter préalablement un médecin pour identifier clairement 1’origine du probléme.

Un emploi prolongeé ou excessif des huiles extraites des graines la citrouille peut entrainer une
baisse du taux de potassium. En dehors de cette précaution, aucune contre-indication est a
signaler, méme pas pour la femme enceinte ou allaitante. Aucune interaction médicamenteuse

n’est connue. Quelques cas d’allergie ont été signalés et étudiés (Figueredo et al, 2000).
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Chapitre 111 : MATERIEL ET METHODS

1. Insecticides utilisés
Les produits chimiques, utilisés dans notre projet, sont représentés par deux pesticides qui
sont Métribuzine et Linuron (figure 5).
- Métribuzine est un produit chimique fabriquée par une firme chinoise (ZHEIANG
Chemicals Import & Export). Son importation, en Algérie, est assurée par une
entreprise nationale SARL AGRO RAYANE.

- Linuron est un produit chimique fabriquée par une entreprise Francaise (GEORGES-

S-DARAS S.A, Marseille). Son importation, en Algérie, est assurée par une société
nationale SARL SAPHYTO.

Figure 5 : Insecticides Métribuzine et Linuron utilisés

Leur utilisation en tant qu’insecticides dans le secteur agricole a été autorisée par le Centre
Anti Poison CHU de Bab EI-Oued, Alger.
Ces produits chimiques ont été achetés au niveau d’un magasin, vendant les engrais azotés et

les pesticides, localisé dans la ville de Saida.




Les caractéristiques physico-chimiques des deux pesticides sont mentionnées dans le tableau

ci-dessous :

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques du Métribuzine et Linuron

Pesticides Métribuzine Linuron

Caractéristiques

Nature chimique Dérivé Organo-phosphoré Dérivé organo chloro-azoté

Famille Triazine Urée substitué

Fonction Herbicide Herbicide

Formule chimique CgH14N,OS CoH10Cl0;

Nom chimique 4-amino-6tert-butyl-4,5- 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-
dihydro-3-methylthio-1,2,4- 1-methylure
triazin-5-onr

Masse moléculaire (g/mol) 214,28 249,09

Masse volumique (g/ cm?) 1,28 1,49

Solubilité Eau & Solvants organiques Eau

Température de fusion 126°C 94

Les doses toxiques des deux pesticides utilisées, la dose 1étale, le type de voie d’exposition ou

d’administration des pesticides et le modéle animal utilisés dans cette présente étude sont

indiqués dans le tableau ci-dessous comme suit :

Tableau 2: Doses, mode d’exposition et modele animal utilisés

Conditions expérimentales Métribuzine Linuron
Dose utilisee (mg /kg / jour) 133,33 120
Dose létale (mg /kg / jour) 1100 1146
Voie d’administration Orale Orale
Modele animal Rat wistar Rat wistar

2. Matériel végétal

2.1. Collecte des graines et authentification de la plante

Les graines du fruit (Curcibita pepo ou citrouille) ont été collectées apres avoir acheté une
quantité appréciable de cette plante au niveau du marché locale de la ville de Saida durant la
période Février-Mars 2018 (figure 6).

La plante Curcibita pepo a été identifiée par des botanistes et écologistes affilies au
laboratoire de recherche en ressources hydriques et environnement, département de biologie,
faculté de science, université Dr. Tahar Moulay de Saida, Algérie.

Cette plante est cultivée dans les régions de la commune de Saida. Sa récolte est programmée

durant les saisons de ’automne et de 1’hiver.
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2.2. Préparation de I’échantillon végétal destiné a ’analyse chimique
Une quantité de 100 g de graines de Cucurbita pepo (ou citrouille) dépouillées de leurs
enveloppes (ou téguments) a été broyée et transformée en poudre fine grace a I’'usage d’un
moulin électrique de marque Bosch
La poudre humidifiée des graines a été séchée dans un four pendant deux heures a une
température de 100°C.
La matiére solide séche obtenue sera conservée a I’abri de la lumicre dans un climat sec
jusqu’a sa prochaine utilisation pour 1’extraction des huiles végétales (figure 7).
3. Extraction des huiles végétales a partir des graines
3.1. Montage de I’extracteur Soxhlet (principe)
Pour réaliser le procédé d’extraction, le montage de Soxhlet a été utilisé¢ (figure 8). Il est
constitué de plusieurs parties a savoir ;
- Un ballon pour recevoir le solvant organique (Hexane)
- Extracteur permettant le contact entre le solvant et le solide (poudre des graines de
la plante) placé dans une cartouche poreuse
- Siphon permettant I’évacuation de la solution (vapeurs des extraits de la poudre
distillées) vers le ballon
- Un réfrigérant a eau qui permet la condensation des vapeurs de solvant dans

la cartouche

Figure 8 : Montage de I’extracteur Soxlhet
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3.2. Mode opératoire

- Un volume suffisant de ’hexane (500 ml) a été mis dans le ballon auquel il est ajouté de
pierres de ponce (ou de billes de verre) pour éviter une élévation de la température sans
ébullition.

- Une quantité de 32 g de poudre des graines de la citrouille a été mise dans la cartouche de
Soxhlet.

- Le solvant organique, hexane, placé dans le ballon est chauffé pour démarrer I’extraction.

- L’extraction est arrétée lorsque le liquide entourant la cartouche devient clair indiquant que
I’hexane n’extrait plus rien du solide (poudre des graines de la plante).

- Le temps d’un cycle d’extraction a duré 4 heures sans interruption. Le temps de traitement
est variable selon la nature du solvant utilisé.

- Le cycle d’extraction peut étre répété plusieurs fois jusqu’a épuisement complet des huiles
végétales (extrait) dans la matiére premiere (poudre des graines de la citrouille).

- Le contenu du ballon (Hexane plus les huiles végétales extraites) est ensuite traité a 1’aide
d’un appareillage utilisant un systéme de rotation du mélange (hexane avec les huiles
végétales) afin de séparer le solvant des huiles et ainsi de quantifier le volume ou la masse de
I’extrait total qui est représenté par les huiles végétales des graines de Curcibita maxima (ou

citrouille).
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3.3. Mesure du rendement de ’extraction

Le volume de I’huile végétale extraite des graines de la plante Curcibita pepo (ou Citrouille),
obtenue et séparée de I’hexane, a été apprécié ou mesuré en millilitres dans le but de
déterminer sa masse en gramme. Pour cela on s’est référé a I’utilisation de la masse
volumique (ou densité) de I’huile végétale extraite qui est de 0,93 (référence) afin de déduire
la masse en grammes de 1’huile végétale utilisée.

La formule de la masse volumique est :

m

H=— m=vxu
VvV

1=0,91g /ml

V= ... ml

Le rendement de cette huile extraite est calculé par I’équation :

R(%%) = Mexnit 1

echan

M extrait : la masse de 1’échantillon aprés évaporation du solvant
M gchan : 1a masse séche de I’échantillon végétal
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4. Détermination de la composition en acides gras et phytostérols de I’huile végétale par

chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (CPG-SM)

4.1. Dosage des acides gras de I’huile végétale par CPG avec un détecteur a ionisation de
flamme (CPG / FID)

4.1.1. Appareillage utilisé

Les échantillons constitués des huiles végeétales extraites a partir des graines de la plante
Curcibita pepo (ou Citrouille) ont été transportés au laboratoire d’analyses chimique et
biologique « AFAK » de la ville d’Oran, Algérie. Au sein de ce laboratoire, un
chromatographe de marque Varian CP-3800 a été utilisé pour le dosage des acides gras des
huiles végétales extraites.

Ce dispositif instrumental obéit a certaines conditions précises qui permettent le bon
fonctionnement du chromatographe Varian CP-3800.

Les conditions chromatographiques choisies sont mentionnées dans le tableau ci-dessous
Tableau : 3

Colonne capillaire Innowax 0,25 mmx30m

Epaisseur 0,25 pm

Temperature de la colonne : | Programmée : De 160° a 250°C avec un gradient de 1°C/ min
pendant les 20 premiére minutes et de 2°C pour les derniéres
35 min

Gaz vecteur Hydrogene

Debit du gaz vecteur Iml / min

\olume injecté 0,4uL

Température de I’injecteur : 220°C

Température du détecteur 250°C

——
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4.1.2. Méthode utiliseé

1°" étape : Méthylation ou trans-estérification des acides gras de I’huile végétale

La technique utilisée est celle de Metcalfe et al.,en 1966, qui consiste en une méthylation de
I’huile végétale purifiée c’est-a-dire transformer les acides gras en esters méthyliques d’acides
gras qui constitue la partie saponifiable.

Une partie de I’extrait lipidique (ou huile végétale) a été évaporée a sec dans un tube de
méthylation, auquel on a ajouté 5 ml de soude méthanoique (soude NaOH + méthanol
CH3O0H) de normalité 0,5 N puis les tubes étaient fermés hermétiquement.

Le mélange a été incubé dans un bain marie a 65°C durant 15 min. Cette opération permet la
saponification rapide des acides gras.

Un volume de 3 ml de trifluorure de bore BF3 14% étaient ajoutés au mélange et les tubes
étaient replacés de nouveau au bain marie pendant 5 min a 65°C.

Apres refroidissement des tubes a I’eau courante, 2 ml d’eau distillées et 5 ml d’hexane sont
ajoutés.

Aprés agitation du mélange et centrifugation, la phase organique supérieure contenant les
esters méthyliques d’acides gras est prélevée pour étre filtrée par une colonne de Na;SO4
ensuite analysée en Chromatographie en phase gazeuse.

2° étape : Analyse des esters méthyliques des acides gras par CPG

La méthode la plus répandue de détection des acides gras est la détection a ionisation de

flamme.

En fin de colonne du chromatographe, une flamme obtenue par combustion d’un mélange
d’hydrogene et d’air reconstitué va ioniser les composés organiques. Ces ions ainsi formés
seront collectés par deux électrodes créant ainsi une différence de potentiel. Il en résulte un
courant électrique recueilli par un électromeétre qui le transforme en tension mesurable.

Pour les composés organiques, I'intensité du signal est sensible au débit massique de
I’échantillon. L’aire du pic refléte donc la masse du composé €lué. Cette détention possede
donc I’avantage d’étre quantitative et 1’identification est basée sur le temps de rétention de
chaque composé.

Les esters méthyliques des acides gras ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse
selon la méthode officielle de I’AOAC (1995).

——
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3° étape : Identification des acides gras

L’identification des acides gras est réalisée par comparaison des temps de rétention obtenus
avec ceux d’étalons.

La quantification des acides gras est réalisée a partir des courbes de calibrations déterminées
pour les esters méthyliques d’acides gras de standards injectés dans les mémes conditions que
les échantillons standards d’esters méthyliques d’acides gras «SUPELCOw.

PUFAZ2 : Acides gras d’origine animale (14 acides gras).

PUFAS : Acides gras de I’huile de menhaden (19 acides)

4.2. Dosage des phyto-stéroles de I’huile végétale par CPG avec un détecteur a ionisation
de flamme (CPG / FID)

4.2.1. Appareillage utilisé

La partie insaponifiable a subi une analyse par le méme type de chromatographe de marque
Varian CP-3800 pour doser les phytostérols. Ces travaux ont été réalisés au sein du méme
laboratoire d’analyses (AFAK).

Cette fois ci le chromatographe obéit a d’autres nouvelles conditions d’expérimentation ou

d’anayses pour permettre son bon fonctionnement.

Les conditions chromatographiques choisies sont mentionnées dans le tableau ci-dessous

Tableau 4 : Conditions chromatographiques du chromatographe Varian CP-3800

Colonne Rxi®-5ms, 30m, 0,25m DI, 0,25pm

Echantillon Egtrglt ms_apo_nlflable (plasma lipidique sous forme de deérives
triméthylsilyliques )

Volume injection 1uL

Température de I'injection | 310°C

Température du four

250°C (maintenir 1min) a 320°C a 30°C/min (maintenir 1,6 min)

Gaz vecteur

He, Flux constant

Debhit

1,0 mL/min
Détecteur M M E
Mode SIM
Mode d’ionisation (=

——
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4.2.2. Méthode utilisée

La méthode décrit le procédé de détermination du contenu en stérols des matiéres grasses.
4.2.2.1. Principe

La matiere grasse, additionnée de bétuline comme étalon interné, est saponifiée avec
I’hydroxyde de potassium NaOH en solution éthanolique C,HsOH, puis I’insaponifiable est
extrait avec de 1’éther-diéthylique C,HsOC;,Hs.

La fraction stéroliqué est séparée de I’extrait insaponifiable a I’aide d’une colonne d’oxyde
d’aluminium.

Les stérols récupérés sont transformés en tri-méthyl silyethers puis analysés par
chromatographie en phase gazeuses sur colonne capillaire

4.2.2.2. Analyses

Analyse des phytosterols

La détermination de la teneur en phytosterols de I’huile a été réalisée selon la norme iso
1228/1999. La séparation compléte des différents phytosterols a été obtenue par
chromatographie en phase gazeuse (CPG) (Varian CP 3800), le principe de 1’analyse des
phytosterols est basé sur un isolement de I’insaponifiable puis une silylation de la fraction
insaponifiable avant injection directe en chromatographie en phase gazeuse (CPG).
Saponification

Dans un ballon de 50ml, on introduit 250 mg d’huile puis 1mg de bétuline 1 ml d’acétone
(bétuline : étalon interne) et Sml d’une solution éthalonique d’hydroxyde de potassium (KoH
/0,5m). Le mélange est porté a ébullition sous reflux pendant 15 minutes. Immédiatement
apres 1’arrét de la saponification, Sml d’éthanol sont ajoutés au mélange chaud.

Extraction des stérols

Pour isoler la fraction insaponifiable, Sml de la solution sont versés dans une colonne d’oxyde
d’aluminium. Cette colonne en verre (diamétre: 30 mm) est préalablement préparée et
remplie de 10 g d’oxyde d’aluminium (neutre pH: 7,5, 50, 100 um) hydratés avec de
1’éthanol.

La substance résultant de la premicre ¢élution n’est pas récupérée. On place dans un entonnoir
un filtre Whatmann (papier N°41) sur un deuxiéme ballon afin de retenir les particules
d’alumine contenues dans 1’¢luat, I’insaponifiable est extrait par Sml d’éthanol, puis par 30ml
d’éther diéthylique. Les solvants sont évaporés sous vide a 1’aide d’un rotavapor. Le depdt
présent sur les parois est décollé avec 2ml d’éther diethylique et récupéré dans un tube a

hémolyse. L’éther diethylique est ensuite évaporé.
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Identification des sterol

Un volume de 100ul de réactifs silylant (95uL de N-méthyl-N-(Trimetyl silyl-
heptafluorobutyramide) et un volume 5uL de 1-methyle imidazol sont ajoutés dans un tube a
hémolyse contenant les stérols isolés. Le tube est ensuite chauffé pendant 15 min a 105 °C
dans un bain d’huile préchauffé.

Un volume de 1pl a été injecté manuellement avec une micro-seringue sur une colonne
capillaire.

Les differents phytostérols sont quantifiés par un détecteur a ionisation de flamme a 310°C
avec un débit 1,0 ml /min.

Chaque phytostérol est identifié a partir de son temps de rétention (Rt) a I’aide de mélanges
d’étalons standards sitosterol :

7a -hydroxycholestérol choléstanol
d5 Epicholéstanol (IS)
7- Brassicastérols
Desmostérol
Lathostérol

d4 —lathostérol (IS)
Campestérol
4-cholesténone
Stigmastérol
Lanastérol
B-sistosteérol
d7-pB-sistostérol

5. Matériel animal

5.1. Préparation des animaux destinés a ’expérimentation

Au début de 1’¢levage et avant toute expérimentation animale, un groupe de 3 rats Wistar
males adultes fournis bénévolement par le département de biologie (Faculté de Science,
Université Dr Djillai Liabes, Sidi-Bel-Abbés) ont été mis en présence de 6 rats Wistar
femelles adultes au sein de ’animalerie du Département de Biologie (Faculté de Science,
Université Dr Tahar-Moulay de Saida) durant plusieurs jours afin de déclencher une
reproduction. Aprés plusieurs gestations, il a été possible d’aboutir & un nombre élevé de
ratons qui nous permettra de constituer notre échantillon desiré et formé uniquement de rats
de sexe male afin d’éviter le probléme intersexué et aussi toute confusion qui pourrait se
dégager et conséquemment fausser les résultats de notre étude.

A la fin, juste une population de 24 rats Wistar, adultes males, agés entre 7 et 9 mois a pu étre

obtenue pour entamer nos expérimentations animales. Les animaux ont été laissés un certain
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temps (15 jours) sans étre soumis a aucune expérimentation (ou répartis en groupes d’étude)
pour s’acclimater ou s’adapter a leur entourage environnant (Température, alimentation et le
mouvement du personnel travaillant a I’intérieur de 1’animalerie).

Les rats Wistar ont été hébergés dans des cages en plastique artisanales. Les animaux étaient
gardés dans des conditions standards d’environnement (Cycle circadien 12 heures jour / nuit,
température ambiante maintenue & 23 £ 2°C) avec acces a une alimentation standard et 1’eau
de robinet ad libithum (c’est-a-dire acces libre).

5.2. Alimentation des rats

L’alimentation, fournie aux rats, a ¢été achetée auprés des magasins qui vendaient
I’alimentation destinée au bétail. Il s’agit une nourriture équilibrée dont les compositions en
aliments et nutriments répondent aux besoins quotidiens des animaux pour assurer une leur
croissance normale.

Les besoins nutritionnelles pour un rat adulte male ont été respectés tout le long de nos
expérimentations. Les proportions en aliments étaient de 13 — 14 % pour les protéines, 3 — 4
% pour les lipides et 1 % pour le Calcium.

La quantité d’aliments donnée, chaque jour, a un rat était 1’équivalent de 10 % de son poids
corporel. Les proportions de nourriture ont été contrdlées afin d’éviter 1’engraissement ou
I’obésité des animaux qui pourrait constituer un facteur de risque de mortalité.

La nourriture, non consommée dans la journée par les animaux, était tres vite retirée des cages
car elle pourrait devenir toxique et nauséabonde et attirant des insectes (moustiques et
mouches) nuisibles a I’environnement et la santé des animaux.

6. Design expérimental (ou I’étude in vivo)

6.1. Achat des huiles des graines de Cucurbita pepo (Citrouille)

Concernant 1’étude in vivo, ou I’expérimentation animale, les huiles des graines de citrouille
utilisées ont été achetées aupres des herboristes et commercants du marché locale de la ville
de Saida. Ces huiles végétales ont été importées de I’Egypte.

Les quantités des huiles extraites des graines de Cucurbita pepo par extraction liquide-solide,
plus précisément par la méthode Soxhlet, au sein du Laboratoire des Ressources Hydriques et
Environnement (Département de Biologie, Faculté des Sciences et Université de Saida) ne
pourraient pas suffire pour mener & bien 1’expérimentation animale ou le traitement préventif
des animaux préalablement exposés aux pesticides Metribuzine et Linuron.

Le mobile essentiel de 1’achat des huiles des graines de la citrouille auprés des herboristes et
leur utilisation dans nos expérimentations étaient d’une part I’insuffisance de solvant

organique, comme 1’hexane, et d’une autre part le nombre limité de cartouches de 1’extracteur




Soxhlet. Ces deux motifs ont empéché de procéder a une extraction continue des huiles
végétales au sein du laboratoire afin d’obtenir de grandes quantités d’huile végétale naturelle
nécessaires et éventuellement destinées a 1’étude in vivo, chose qui était impossible.

6.2. Choix des doses des pesticides (Métribuzine & Linuron)

Le choix des doses des deux insecticides, utilisées dans cette étude, a été inspiré a partir des
travaux de recherche conduits par Kadeche et al, en 2016, et Bai et al, en 2017.

La dose utilisée de Métribuzine était de 133,33 mg / kg de poids corporel (soit une solution a
une concentration de 133,33 mg / L d’eau distillée). Elle est 1’équivalent de 1/20 de la dose
létale (DLsp) (Kadeche et al, 2016).

La dose utilisée de Linuron était de 120 mg / kg de poids corporel (soit une solution a une
concentration de 120 mg / L d’eau distillée). Elle est 1’équivalent de 1 / 10 de la dose 1étale
(DLsp) (Bai et al, 2017).

6.3. Choix de la dose des huiles des graines de Cucurbita pepo (ou Citrouille)

Un volume de 1 mL d’huile végétale des graines de citrouille a été quotidiennement
administré oralement a chaque rat pendant une période expérimentale de 30 jours. Cette huile
n’a présenté aucun cas de toxicité chez I’ensemble des animaux.

6.4. Répartition des animaux en groupes et expérimentations

Une population de 24 rats males Wistar (Albinos), agés entre 6 et 9 mois et pesant entre 150 et
248 g, ont été répartis en 6 groupes de 4 rats chacun :

Groupe 1 (Témoins) : Les animaux se nourrissaient d’une alimentation standard et d’une eau
de robinet.

Groupe 2 (Métribuzine) : Les animaux étaient administrés quotidiennement, par la voie orale,
avec un volume de 1 mL d’une solution de Métribuzine a une concentration de 133 mg / L.
Groupe 3 (Linuron) : Les animaux étaient administrés quotidiennement, par la voie orale,
avec un volume de 1 mL d’une solution de Linuron & une concentration de 120 mg / L.
Groupe 4 (Métribuzine-Huile végétale) : Les animaux étaient administrés quotidiennement,
par la voie orale, avec un volume de 2 mL constitu¢ d’un mélange (1 mL d’une solution de
Meétribuzine et 1 mL d’huile végétale des graines de citrouille).

Groupe 5 (Linuron-Huile végétale) : Les animaux étaient administrés quotidiennement, par
la voie orale, avec un volume de 2 mL constitué¢ d’un mélange (1 mL d’une solution de
Linuron et 1 mL d’huile végétale des graines de citrouille).

Groupe 6 (Huile végeétale) : Les animaux étaient administrés quotidiennement, par la voie

orale, avec un volume de 1 mL de I’huile végétale des graines de citrouille.
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7. Mesures anthropométriques

Le poids corporel des animaux a été mesuré tous les 5 jours a l’aide d’une balance
¢électronique pendant toute la période d’expérimentation (6 x 5 = 30 jours). Afin d’évaluer le
gain quotidien en poids corporel (en %), les poids corporel initial (P;) et final (Ps) ont été
déterminés. En se basant sur ces variables et la durée d’expérimentation (30 jours), il nous
était possible de déterminer cette différence et ainsi le gain en poids (en %) tout en utilisant la
formule suivante :

Pi — Pf <100

8. Analyses biologiques

8.1. Dosage de la glycémie

La concentration du glucose sanguin (en mg / dL) a été mesurée tous les 5 jours jusqu’a la fin
de la période d’expérimentation (30 jours). Le sang a été prélevé au niveau de la queue des
animaux apres 12 heures de jeun. La glycémie a été mesurée a 1’aide de bandelettes d’un
glucometre de marque Vital Check (fabriqué par EMPECS Medical Device, USA). Le test
réactif de la bandelette pour le dosage de la glycémie est basé sur la réaction catalysée par
I’enzyme glucose oxydase.

Glucose + ¥2 02 » Gluconate+ H,O

2H202 + 45 Aminoantipyrine+ phénol —— quinoneimine+4H,0

8.2. Dosage des parametres lipidiques (Triglycérides et Cholestérol total)

8.2.1. Prélevement sanguin

Les taux sériques des triglycérides (TG) et du cholestérol total (ChT) ont été déterminés tous
les 10 jours jusqu’a la fin de la période des expérimentations (30 jours). Les préleévements
sanguins s’étaient effectués au niveau rétrobulbaire (ou oculaire). Le volume de sang prélevé
est fonction du poids corporel de I’animal et du volume total sanguin. Par exemple pour des
rats ayant un poids variant entre 100 et 200 g et des volumes sanguins totaux respectifs de 5 —
7 et 10 — 14 mL, le volume du sang préleve ne devra pas dépasser les 1 a 2 mL (Office

vétérinaire fédéral).
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8.2.2. Principe de la méthode de dosage des triglycérides
Les triglycérides sont déterminés selon les réactions suivantes :
[Lipoprotéine lipase]
Triglycérides > Glycérol + Acides gras
[Glycérokinase, Mg **]

Gylcérol + ATP > Glycérol -3-P + ADP

[Glycérol-3- Phosphate oxydase]
Glycérol-3-Phosphate + O, > H,0,+ Dihydroxyacétone-P

[Péroxydase]

H,0, + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol - Quinone rose +H,0
8.2.3. Principe de la méthode de dosage du cholestérol
Le cholesterol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur
quinoneimine est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne et du amino 4 antipyrine en
présence de phenol et de peroxydase (Naito et al, 1984). Détermination enzymatique selon les
réactions suivantes :

[Cholestérol estérase]
Esters de cholestérol + H,O - Cholestérol+Acides gras
[Cholestérol oxydase]
Cholestérol + O, > Cholesténe- 4-one - 3 + H,0,
[Péroxydase]
H,0, + Phénol + Amino- 4 — antipyrine = Quinoneimine rose

La quantité de quinoneimine formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol.
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8.3. Dosage des parametres renaux

8.3.1. Dosage de I’urée

Principe

Le dosage a été réalisé sur le sérum par la méthode colorimétrique utilisant 1’uréase selon la
fiche technique Spinréact.

L’uréase hydrolyse ’urée en ammoniaque (NH;") et le dioxyde de carbone (CO,). Les ions
NH," réagissent avec le salicylate et 1’hypochlorite (NaClO), en présence de nitroprusside

pour former I’indophénol de couleur verte (Naito et al, 1984), selon les réactions :

[Uréase]
Urée + H,0 » (NH;"), + CO;
[Nitroprusside]
NH;" + Salicylate + NaCIO —» Indophénol

Mode opératoire

-Dans un tube sec 10 pl d’échantillon sont additionnés a Iml de réactif 1

Réactif 1: Uréase 30000 U /L dissoute dans un tampon phosphate pH=6.7 : 50mmol/l
contenant (EDTA : 2mmol/l, salicylate de sodium : 400mmol/l, nitroprusside de sodium :
10mmol/l)

- Agitation

- Incubation a 37°C pendant 5 minutes

- Un volume de 1ml de réactif 2 est ajouté au mélange

Réactif 2 : Hypochlorite de sodium : 140mmol/I, hydroxyde de sodium : 150 mmol / |

- Agitation

- Incubation a 37°C pendant 5 minutes

- Lecture contre un blanc réactif a 580 nm avec utilisation d’un étalon.

(A) Echantillon
[Urée] (mg/dl) = x 50 (concentration de 1’étalon)
(A)Etalon

——
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8.3.2. Dosage de la créatinine

Principe

Le test est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium comme décrit par
Jaffe.

Créatinine réagit avec le picrate alcalin formant un complexe rouge. L'intervalle de temps
choisi pour les mesures évite les interférences provenant d'autres constituants du sérum.
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de créatinine dans
I'échantillon (Murray et al., 1984a) et la fiche technique Spinreact.

Réactif 1 : acide picrique.

Réactif 2 : réactif alcalin (Na OH)

Réactif 3 : Etalon de créatinine 2mg/dI

Mode opératoire

Mélanger des volumes égaux de réactif 1 et réactif 2.

La solution de travail est stable pour 10 jours de 15 a 25°C.

Blanc Etalon Dosage
Solution du travail iml iml Imi
Etalon (Réactif 3) - 100ul -
Sérum - -- 100ul
- Mélanger

- lire I’absorbance (A1) apres 30 secondes et apres 90 secondes (A2) d’étalon et de
dosage
- Calculer: A A=A;- A
AA échantillon

[Créatinine] (mg/dl) = x 2 (concentration de 1’étalon)

AA Etalon

——
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8.4. Dosage des enzymes hépatiques

8.4.1.Dosage de GTP et GOT

Principe

Les enzymes transaminases GTP (Transaminase Glutamo-Pyruvique) et GOT (Transaminase
Glutamo-oxalo-acétique) catalysent le transfert réversible d’un groupe amine de 1’alanine a
I’acide a-cétoglutarique en formant 1’acide glutamique et I’acide pyruvique.

L’acide pyruvique produit est réduit en acide lactique par Lactate déshydrogénase (LDH) et
NADH :

[Alanine aminotranferase]

Alanine + a-cetoglutarate » Glutamate + pyruvate

[Lactate déshydrogénase]
Pyruvate + NADH + H” » Lactate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesuré par photométrie, est
proportionnel a la concentration d’ALT présente dans I'échantillon (Murray et al., 1984b).
Mode opératoire

Réactif 1 : tampon, pH 7.8, L-alanine

Reactif 2 : substrat (NADH, LDH, a-cétoglutarate).

Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactifl).

La solution est stable pendant 21 jours de 2 a 8°C ou 72 heures de 15 a 25°C.

Solution du travail (ml) 1
Sérum (ul) 100

- Mélanger, et attendre 1 min

- lire a 340nm I’absorbance aprés Imin, 2min et 3min

- Calculer la différence entre les absorbances et la moyenne de la différence par minute
(AA/min).

Le blanc de cette réaction est 1’eau distillée

AA/min x 1750 = U/L ’AST
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8.4.2. Dosage de ALP
Principe

L’ Alcaline phosphatase (ALP) catalyse I’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate (pNPP) au pH
10.4, en libérant p-nitrophenol et phosphate, selon la réaction suivante :

[Alcaline phosphatase]

p-Nitrophénylphosphate + H20 » p-Nitrophénol + phosphate.

Le taux de la formation de p-Nitrophénol, mesuré photométriquement, est proportionnel a la
concentration d’Alcaline phosphatase présente dans le sérum (Wenger et al., 1984).

Mode opératoire

Réactif 1 : tampon pH 10.4

Réactif 2 : substrat (pNPP).

Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactifl).

La solution est stable pendant 21 jours de 2 a 8°C ou 5 jours de 15 a 25°C.

Solution du travail (ml) 1,2
Sérum (ul) 20

- Mélanger, et attendre 1 mn

- lire a 405nm I’absorbance aprés Imin, 2min et 3min

- Calculer la différence entre les absorbances et la moyenne de la différence par minute
(AA/min).

- Le blanc de cette réaction est ’eau distillée.

AA/min x 3300 = U/L d’ALP
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8.5. Dosage des parametres hématologiques (Formule numéraire sanguine)

Les parameétres hématologiques a savoir le taux d’hémoglobine (Hb), le nombre des globules
rouges(GR), le nombre des globules blancs (GB), le nombre des plaquettes et le volume
globulaire moyen (VGM) ont été déterminés a l'aide d'un appareil automate de marque Coulter
type « MEDONIC CA530 ».

8.6. Dosage du marqueur tumoral PSA (antigene spécifique de la prostate) et de

I’hormone Testostérone

A la fin des expérimentations (apres 30 jours), les animaux ont été anesthésiés par le chloroforme
par voie d’inhalation et puis sacrifiés. Les expérimentations sur les animaux ont été menées
conformément aux directives et recommandations sur l'utilisation et les soins des animaux de
laboratoire, publiées par National Institutes of Health (NIH) des Etats-Unis. Ces expérimentations
devraient étre approuvées par un comité d’éthique institutionnelle de 1’Université Tahar-Moulay
de Saida, Algérie.

Des échantillons de sang ont été prélevés au niveau de la cage thoracique de 1’animal ou se trouve
le tissu cardiaque source d’une grande quantité de sang. Le sang, prélevé dans des tubes héparines
a une température ambiante du laboratoire (20 °), a été centrifugés a une vitesse de 3000 tr / min
pendant 10 min pour la séparation du sérum.

Les concentrations sériques du PSA total et de la testostérone ont été mesurées a 1’aide d’un
appareillage automate mini analyseur VIDAS (Bio Merieux, Marcy-I'Etoile, France). La méthode
utilisée était un dosage enzymatique fluorescent de type sandwich « ELISA » en phase hétérogene
ou les molécules des marqueurs biologiques (PSA & Testostérone) sont capturées entre deux
anticorps monoclonaux murins. Les niveaux sériques du PSA et de testostérone ont été obtenus en
deux étapes pour une détection finale par fluorimétrie. Un controle de qualité a été effectué pour
chaque kit utilisé VIDAS-PSA et VIDAS-Testostérone afin de valider les résultats.

9. Etude macroscopique des tissus suspects

A la fin des expérimentations (aprés 30 jours), les animaux ont été anesthésiés par le chloroforme
par voie d’inhalation et puis sacrifiés. Différents organes ont été prélevés pour faire 1’objet d’une
étude histologique macroscopique, a savoir ; les poumons, le foie, le pancréas, les reins, les
testicules et la prostate. Ces différents tissus ont été préservés dans une solution de formol a 10 %
jusqu’a leur utilisation.

Plusieurs parametres ont été évalués comme le poids des tissus, leur aspect, couleur et dimensions

(longueur et largeur).
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10. Analyses statistiques

Les données et resultats étaient exprimés en valeurs moyennes et en leurs erreurs standards
des moyennes (Mean = SEM).

L’étude statistique a été effectuée par le test de I’analyse de la variance (one-way ANOVA)
suivi du test de Tukey afin de comparer tous les résultats des groupes d’animaux. Ces
analyses ont été réalisées a I’aide du logiciel informatique SigmaPlot version 11.0

Les graphes sous forme histogrammes et les courbes ont réalisés a 1’aide du logiciel

informatique Excel 2013 Microsoft Windows 10.

)|
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Chapitre IV : Résultats et Discussion

1. Rendement de D’extraction des huiles végétales des graines de Cucurbita pepo
(Citrouille)

L’huile végétale extraite des graines de citrouille, par la méthode Soxhlet, a subi une rota-
évaporation pour separer le solvant « hexane ». L’huile obtenue était d’une couleur verte
olive,

L’utilisation du solvant hexane est le meilleur moyen pour séparer les huiles végétales et il
permet d’obtenir un bon rendement d’extraction. Le rendement d’extraction des huiles
végétales des graines de Cucurbita pepo (ou citrouille) était de 26,81 %.

La masse de I’échantillon formé de la poudre des graines était de 110 g (Mechantilion)-

Le volume des huiles végétales, apres rota-évaporation, était de 32,4 mL.

La densité (ou masse volumique) de I’huile est de 0,91.

L’utilisation de la densité a permis de convertir le volume de 1’huile (mL) en masse (g) d’ou
la masse de ’huile a été déduite de la formule ;

Densité = Mextrait / V

Mexirait = Densité x V

Mextrait = 0,91 x 32,4 =29,5 g

Ces données ont permis alors de déterminer le rendement d’extraction des huiles végétales
selon I’équation suivante :

Rendement (%) = Mexrait / Mechantition X 100

Rendement = (29,5 / 110) x 100 = 26,81 %

——
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2. Composition chimique des huiles végétales des graines de Cucurbita pepo déterminée
par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-
SM)

2.1. Composition en acides gras des huiles vegétales extraites des graines de Cucurbita
pepo

Les résultats de la composition en acides gras des huiles de graines de citrouille peuvent étre
utilisés pour évaluer la stabilité et la qualité nutritionnelle. Un degré d‘insaturation de 1’huile
plus élevé le rend plus sensible a la dégradation par oxydation.

La composition en acides gras varie en fonction de plusieurs facteurs, notamment la variété,
zone de culture, le climat et la maturité des graines (BenAlia, 2016).

L'analyse par Chromatographie en phase gazeuse (Figure 9) a montré que les acides gras
dominants trouvées dans les huiles étudiées sont, pour les acides gras saturés; 1’acide
palmitique C16 : 0 (13,1 %), I‘acide myristique C14 :0 (8,8 %) alors pour les acides gras
insaturés ; il y’a 1‘acide linoléique C18:2 ( 45 %) et l'acide oléique C18:1 (19,6 %). La
composition en acides gras des huit échantillons des graines de citrouille étudiées sont
regroupés dans le tableau 5 Ce profil des acides gras est confirmé par d‘autres études
(Bagepalli et al., 2010).

Les huiles de graines de citrouille étudiées contiennentt une proportion totale en acides gras
saturés (AGS) qui est de ’ordre de 28 % dont 1‘acide palmitique est le majoritaire (plus de 10
%) suivi par 1‘acide myristique (plus de 7 %), par contre la somme des acides gras mono-
insaturés (AGMI) et poly-insaturés (AGPI) représente un total de 70,1 % de la totalité des
acides gras. Ce pourcentage ¢levé en acides gras insaturés est aussi trouvé dans d‘autres
études dans les especes de Cucubitacées (Bagepalli et al., 2010). Les acides gras majoritaires
sont 1‘acide linoléique suivi par 1‘acide oléique avec des proportions différentes.

Dans d‘autres études menées sur la composition en acides gras de Cucurbita pepo (EI-Adawy
et Taha., 2001), les pourcentages de l‘acide linoléique (43,1-55,6%) sont plus élevés par
rapport aux résultats trouves dans la présente étude.

Ces résultats montrent que les huiles des graines de Cucurbita pepo sont une source riche en
acide linoléique et en acide oleique suggérant que ces huiles peuvent étre utilisées comme des
huiles alimentaires. Les faibles proportions enregistrées pour les autres acides gras sont aussi

en accord avec d‘autres résultats rapportés dans la littérature (BenAlia, 2016).
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Tableau 5: Analyses par CPG-SM de la composition en acides gras des huiles vegetales
extraites des graines de Cucurbita pepo (citrouille).

N° Acides gras Temps de rétention Concentration
Rt (min) (%)
1 Acide myristique  C14:0 8,915 8,80
2 Acide myristoléique C14 :1 9,115 N.id
3 Acide palmitique  C16:0 9,320 13,10
4 Acide palmitoléique C16 :1 9,650 0,50
5 Acide stéarique C18:0 9,850 3,00
6 Acide oléique C18:1 10,510 19,60
7 Acide linoléique  C18:2 11,130 45,00
8 Acide a-linolénique C18:3 11,370 4,10
9 Acide arachidique C20:0 11,565 1,70
10 | Acide béhénique C22:0 12,150 1,40
11 | Acide érucique C22:1 12,355 0,90
Total identifiant 98,10

Les valeurs des ratio (ou quotients), AGI / AGS, varient entre 0,75 et 1,75 (tableau 5).
Toutefois, les quotients sont moins élevés que ceux trouvés dans les graines de 1‘huile de
1°‘Arganier (2,1) (Yousfi et al., 2009) et 1‘huile de fruits de Pistachier de 1°Atlas algérien (2,7)
(Yousfi et al., 2005) et moins élevés encore que ceux des huiles des graines de Sorgho en
Algérie (plus de 5,7) (Hadbaoui et al., 2010).
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Tableau 6 : Proportions des acides gras saturés (AGS), mono-insaturés (AGMI) et insaturés
(AGPI) présents dans les huiles végétales des graines de Cucurbita pepo (Citrouille)

Catégories d’acides gras & Ratio | Concentrations (en %)
AGS 28,00
AGMI 21,00
AGPI 49,10
AGMI / AGS 0,75
AGPI / AGS 1,75
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Figure 9 : Chromatogramme de la composition en acides gras des huiles végétales extraites
des graines de Cucurbita pepo (ou Citrouille).
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2.2. Composition en phytostérols des huiles végétales extraites des graines de Cucurbita
pepo

Cependant, la stabilité des huiles et leur résistance au processus d’oxydation dépendent non seulement
de la composition en acides gras, mais aussi de la présence de composants mineurs pouvant avoir des
effets antioxydants.

Le pouvoir antioxydant d’une huile végétale est basé sur I'élimination des radicaux libres. Ainsi, les
antioxydants peuvent empécher les réactions d’oxydation et d’altération en chaine et ainsi
l'accumulation de radicaux libres et par conséquence prévenir les dommages induits par la
peroxydation des lipides membranaires.

La partie insaponifiable des huiles de cette présente étude, analysée par CPG-SM, a montré
que les phytostérols a savoir B-sistostérol (47 %), stigmastérol (23,6 %) et campestérol (21,5
%) sont majoritaires (Tableau 6) (Figure 10).

Ces composes, dont la structure chimique ressemble beaucoup a celle du cholestérol, sont
spécifiques des huiles végétales extraites des graines de la citrouille. Les phytostérols sont
supposés conférer a cette huile des effets bénéfiques dans le traitement et la prophylaxie des
dysfonctionnement de la glande prostatique et de la vessie (EI Masri, 2015).

Le phytostérol, B-sistostérol, est également un marqueur des huiles de graines de citrouille
(Cucurbita maxima) et des huiles de graines du melon amer. Sa teneur varie de 75,7 a 87,3 %
(BenAlia, 2016).

Les autres phytostérols, qui étaient a de faibles teneurs (en %) dans cette présente étude, a
savoir ; Brassicastérol (1,9 %), B-sitostanol (1,4 %), lanastérol (2,6 %), desmostérol (0,8 %) ,
choléstanal (0,3 %) et lathostérol (0,5 %) sont considérés comme des composés bioactifs
importants méme s’ils sont faiblement représentés (tableau 7) (figure 10).

Ces différences de concentrations (en %) des phytostérols, détectés dans 1’huile végétale,
peuvent étre attribuées aux stades de maturité des graines ou a la nature du solvant utilisé dans

la méthode ou la procédure d’extraction.
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Tableau 7: Analyses par CPG-SM de la composition en phytostérols des huiles végetales
extraites des graines de Cucurbita pepo (ou Citrouille).

N° | Composé Formule chimique | Temps de Concentration
rétention Rt (min) (%)
1 Campestérol C28H480 8,702 21,50
2 B-sistosterol C29H500 9,774 47,00
3 Stigmastérol C29H480 11,250 23,60
4 Brassicastérol C28H460 11,585 1,90
5 [3-sitostanol C29H500 11,708 1,40
6 Lanastérol C29H500 11,908 2,60
7 Desmostérol C27H40 12,284 0,80
8 Choléstanal C27H480 12,384 0,30
9 Lathostérol C27H460 12,404 0,50
Total identifiant 99,60
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Figure 10 : Chromatogramme de la composition en phytostérols des huiles végétales extraites
des graines de Cucurbita pepo (ou Citrouille).
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3. Etude des parameétres anthropométrique et biochimique

Les résultats du poids corporel des animaux, de la glycémie, des taux sériques de 1’urée et la

créatinine, du cholestérol, des marqueurs hépatiques (TGO et TGP), PSA et testostérone sont

indiqués dans le tableau ci-dessous.

Les résultats de ces variables étaient exprimés par leurs valeurs moyennes, minimale et

maximale ainsi que I’intervalle de confiance de la moyenne de chaque paramétre (IC).

Tableau 8 : Détermination du poids corporel et des caractéristiques biochimiques chez rats exposés
aux herbicides Métribuzine & Linuron et traités par 1’huile des graines de Cucurbita pepo.

Paramétres
anthropométrique & Témoins MTBZ LNR MTBZ-HCP LNR-HCP HCP P
biochimique
Poids corporel (g)
Moyenne + ESM 217,2+4,8 | 206,6°+11,3 | 224,66+6,13 238,4°+12,2 228,9+9,7 | 210,3%6,1
Min-Max 172-252 0,0-277 169-277 0,0-297 150-287 152-262 0,005
IC de la moyenne 10,0 23,5 12,6 25,3 20,1 12,7
Glycémie (mg/dL)
Moyenne + ESM 118,245,1 107,5£10,3 108,6£5,5 111,8+9,9 108,4+4,3 107,4+4,8
Min-Max 70-159 0,0-160 66-155 0-159 66-162 77-144 0,356
IC de la moyenne 10,8 21,6 11,6 20,8 9,0 21,6
Urée (g /L)
Moyenne + ESM 1,03+0,3 0,93+0,2 0,90+0,2 0,86+0,2 1,13+0,3 1,10+0,3
Min-Max 0,4-1,5 0,4-1,3 0,4-1,3 0,4-1,2 0,4-2,1 0,3-19 0,945
IC de la moyenne 0,92 0,73 0,73 0,73 1,23 1,23
Créatinine (mg/L)
Moyenne + ESM 6,75+0,6 7,25+0,9 7,25%1,1 8,25+1,4 7,75%1,0 8,0+1,0
Min-Max 5-8 6-10 4-9 5-12 5-10 6-11 0,925
IC de la moyenne 2,0 3,01 3,52 4,77 3,28 3,43
Cholestérol total (g/L)
Moyenne + ESM 0,82+0,09 0,81+0,15 0,83+0,1 0,83+0,1 0,93+0,1 0,9+0,1
Min-Max 0,5-0,9 0,3-1,0 0,6-1,1 0,4-0,9 0,5-1,2 0,5-1,3 0,985
IC de la moyenne 0,31 0,49 0,32 0,41 0,46 0,55
TGO (UI/L)
Moyenne + ESM 42,75+6,0 30+14,3 31,546,6 38,5+8,9 53,7124 42+10,5
Min-Max 27-55 10-71 15-47 20-57 17-72 14-64 0,625
IC de la moyenne 45,76 45,76 21,17 28,3 39,65 33,57
TGP (UI/L)
Moyenne + ESM 41+4.9 31+11,1 30+6,8 39,716,0 59,5+10,5 | 45,75+10,8
Min-Max 13-60 13-60 21-50 26-53 29-77 25-72 0,229
IC de la moyenne 15,64 35,46 21,62 19,19 33,41 34,65
PSA (ng/mL)
Moyenne <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 -
Testostérone (ng/mL)
Moyenne 0,33 0,23 0,29 0,49 0,79 0,19 -
TGO : Sérum Glutamopyruvate Transférase
TGP : Sérum Glutamooxaloacétate Transférase
PSA : Antigéne spécifique de la prostate (en ng/mL)
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Les résultats, présentés dans la figure 11, montrent des variations de poids corporels qui
étaient hautement significatives (p=0,005) entre les groupes d’animaux MTBZ (206,6 + 11,3
g), MTBZ-HCP (238,4 + 12,2 g) et HCP (210,3 + 6,1 g). Le pesticide Métribuzine semble
entrainer une chute de poids en agissant directement au niveau du tractus gastro-intestinal et
diminuant ainsi la force d’absorption intestinale des nutriments. Ces explications se
traduisaient par une diminution d’appétit chez les animaux exposés a cet herbicide a une dose
133 mg / kg durant une période de 30 jours.

Nos résultats sont en accord avec 1’étude de MRI., 1981, qui a utilisé des lapines traités par la
Métribuzine pendant 6-18 jours. Les auteurs ont suggéré que la Métribuzine réduisait la
consommation d'eau et des aliments, avec une chute considérable du poids corporel des
animaux au cours de la période de traitement (Morgan, 2001).

L’exposition des animaux au pesticide Linuron ; LNR (224,66 + 6,1 g) et LNR-HCP (228,9 +
9,7g), n’ont pas révélé une diminution de poids corporel, contrairement au pesticide
Métribuzine.

Les effets toxiques opposés des deux pesticides, Métribuzine (organo-phosphoré) et Linuron
(chloro-azoté), pourront étre interprétés par la nature de leur structure chimique.

Les animaux, préalablement exposés a la Métribuzine et Linuron puis traités avec des huiles
commerciales des graines de la plante Cucurbita pepo, ont montré une légére élévation de
poids des animaux comparativement aux groupes MTBZ et LNR voire le groupe témoin
(Tableau 8) (Figure 11).
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Figure 11 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le poids corporel des rats.

Les résultats de cette étude montrent une diminution non significative, soit trés faible, de la
glycémie chez les groupes d’animaux exposés a Métribuzine et Linuron (groupes MTBZ &
LNR) comparativement au groupe témoin (figure12). Alors que le traitement de ces mémes
groupes avec I’huile végétale des graines de la citrouille n’a pas montré aussi une incidence
ou un impact significatif sur la glycémie (groupes MTBZ-HCP et LNR-HCP). Donc Il n'y a
pas eu une variation palpable de ce parametre biochimique sous les effets des herbicides et
des huiles des graines de citrouille chez I’ensemble des animaux qui ont fait I’objet de notre
étude (tableau 8).

De nombreuses ¢tudes ont montré, chez un organisme exposé a des substances toxiques, qu’il
y’a eu des réactions émotionnelles dans le systéme limbique actif 'hypothalamus pour
produire la corticolibérine (CRH). Ce dernier stimule I'nypophyse pour libérer I'ACTH
(hormone adrénocorticotrope) qui est un activateur de glandes surrénales pour la production et
la sécrétion de cortisol dans le sang (POURRAMZANZIDESARAEI et al.,, 2013). Le

cortisol a de nombreuses actions dont certaines conduisent a I'élévation de la glycémie
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(Jacotot, et Campillo, 2003). La description du mécanisme hormonale de 1’¢lévation de la
glycémie, sous I’effet d’une substance chimique toxique, n’a pas montré sa crédibilité dans
cette présente étude du fait que la glycémie n’était pas trés élevée durant toute la période
d’expérimentation. Cela pourrait étre expliqué soit par les doses des herbicides utilisées qui
étaient insuffisantes pour provoquer une hyperglycémie soit par la nature des huiles
commerciales des graines de citrouille qui ont montré un effet hypoglycémiant faible, ou
limité, probablement a cause de leur préparation industrielle.

Il ne faut pas oublier également la possibilité de 1’existence des interactions synergétiques
entre les herbicides et I’huile des graines de citrouille. Dans ces conditions, il se pourrait que
les herbicides soient tres toxiques dont les effets pourraient étre dominants devant ceux des
huiles végétales des graines de la citrouille ce qui pourrait empécher leur effet préventif ou

curatif.
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Figure 12 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur la glycémie des rats.
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Les variations des taux sanguins des paramétres rénaux, a savoir 1’urée et la créatinine, sont
présentées dans la figure 12 et 13

Les résultats, concernant ces deux variables, n’ont montré aucune différence statistiquement
significative (p > 0,05). Le taux d’urée était moins élevé chez les animaux exposés aux
herbicides (MTBZ et LNR) comparativement aux témoins. Exception faites aux groupes
LNR-HCP et HCP ou I'urée était plus ou moins élevée par rapport aux autres groupes de
notre étude.

La détermination de I'urée servira a I'exploration de la fonction rénale. L’urée est une forme
d'élimination des déchets azotés du catabolisme protéique chez les mammiferes, formée dans
le foie a partir de I'ammoniac (produit par la désamination des acides aminés) (Kubab et al.,
2015).

La créatinine était légerement €levée chez I’ensemble des animaux mais son augmentation
restait toujours insignifiante jusqu’a la fin des expérimentations (tableau 8).

La créatinine est une forme de déchet métabolique, qui dans le muscle squelettique est
phosphorylée en créatine-phosphate, un composé riche en énergie libre.

Ces résultats ne correspondent pas a ceux de I’étude d'El-Damaty et al., 2012, qui présentaient
une augmentation significative de l'urée et la créatinine dans le sérum de rats exposés a des

doses élevées en diméthoate, carbofuran et carbendazime (El-Damaty et al., 2012).
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Figure 12 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le taux sérique de ’urée.
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Figure 13 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur la créatinine.

Le taux sérique de cholestérol total, dans cette ¢tude, n’a montré aucun un changement
significatif chez 1’ensemble des animaux. Pratiquement, le niveau de cholestérol était presque
identique chez les groupes MTBZ, LNR et MTBZ-HCP. Par contre, une légére élévation de
ce paramétre était observée chez les groupes d’animaux LNR-HCP et HCP (figure 14).

L'huile végétale des graines de citrouille peuvent prévenir contre un changement du profile
lipidique, voire une hypercholestérolémie, et ainsi une hypertension artérielle. L'huile de
graines de citrouille est riche en acide linoléique, un acide gras essentiel. Ses effets
thérapeutiques sont dus principalement aux acides linoléiques et oléiques. Cette huile est
efficace pour reduire le cholestérol sérique et le LDL et ainsi augmenter les niveaux de HDL
(Christian, 2006).
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Figure 14 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le taux sérique du cholestérol total des rats.

Par ailleurs, nos résultats montrent aussi qu'il y a une diminution de [’activité des
transaminases (TGO, TGP) chez les groupes de rats exposés aux herbicides (Métribuzine et
Linuron) par rapport au groupe d’animaux témoins (figures 15). Ces résultats sont en
désaccord avec ceux de 1’é¢tude de MERZOUK et al., 2013, qui a €ét¢ montré une
augmentation de l'activité des transaminases plasmatiques (TGO et TGP) chez des rats
exposées a des faibles dose de la métribuzine (Merzouk et al., 2013). Normalement, les
pesticides ont des effets cytotoxiques sur les cellules hépatiques et myocardique. Les
transaminases sont des enzymes essentielles de la cytolyse (Karaa et Labayle, 2008), ils sont
actives dans le foie, le coeur et les muscles. Elles passent dans le sérum en cas de cytolyse
hépatique ou musculaire, une augmentation importante s'observe dans les cytolyses des

hépatites toxiques (Descroix et al., 2014).
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Figure 15 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le taux sérique des enzymes transaminases TGO (Sérum Glutamopyruvate
Transférase).
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Figure 16 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le taux sérique des enzymes transaminases TGP (Sérum Glutamooxaloacétate
Transférase).

Concernant les résultats analytiques du marqueur tumoral PSA (antigéne spécifique de la
prostate) présentés dans le tableau ...... Les valeurs des dosages de ce marqueur étaient
pratiqguement identiques (< 0,07 ng / ml) et non élevés. Il n y’a pas eu de différences
significatives chez tous les animaux. La faible concentration sérique du PSA est un signe de
I’inexistence de dysfonctionnement de la glande prostatique. Des taux ¢€levés de PSA est un
indice révélateur de troubles prostatiques comme les infections touchant la glande prostatique
(par exemple ; une prostatite) ou la présence d’une hypertrophie bénigne de la prostate (ou
adénome prostatique) et dans les cas les plus séveéres il pourrait y avoir un adénocarcinome ou
une tumeur maligne installée dans le tissu prostatique.

Par ailleurs, les résultats du dosage de I’hormone testostérone ont révélé certaines fluctuations
de leur concentration aupres des différents d’animaux étudiés (tableau....). Il y’a eu une

diminution des taux de testostérone dans les groupes d’animaux exposés aux herbicides
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Métribuzine ( 0,23 ng / mL) et Linuron ( 0,29 ng / mL) par rapport au groupe témoin ( 0,33
ng/ mL).

Le traitement des animaux, initialement exposés aux herbicides, avec des huiles de graines de
la citrouille (Cucurbita pepo) a entrainé une augmentation plus ou moins importante de la
testostérone chez les groupes MTBZ-HCP (0,49 ng / mL) et LNR-HCP (0,79 ng / mL).
Plusieurs mécanismes pourraient expliquer les effets toxiques de Métribuzine et Linuron sur
la synthese de la testostérone. Ces substances chimiques pourraient interagir avec les
processus de synthése, de libération et de régulation des hormones sexuelles males (ou
androgeénes).

Il est deja établi que le développement des testicules et la régulation de la synthese de la
testostérone sont sous le control de 1’axe formé de Hypothalamus-Hypophyse-Gonades chez
les rats adultes males.

L’administration orale des pesticides (MTBZ et LNR), chez les rats, et leurs métabolites
générés ont interféré avec les voies de synthése de la testostérone et leur fonction normale.
Les résultats de cette étude rejoignent ceux de Ding et al, 2017, qui ont montré une
diminution de la production de la testostérone de 60 % chez des rats exposés a Linuron alors
que Mcintyre et al, 2002, n’a observé aucune variation au niveau des taux de testostérone ni
des nécroses testiculaires chez des rats exposés a Linuron (50 mg / kg / voie orale).

Certaines études ont montré que ’exposition des rats adultes a des doses croissantes de
Métribuzine a entrainé une perturbation des fonctions des testicules associées a des
diminutions du nombre et de la mobilité des spermatozoides, des anomalies de formation des
flagelles des spermatozoides, une dégénérescence de 1’acrosome et une baisse des taux de
testostérone (Ali et al, 2002).

L’¢élévation des taux de testostérone chez les rats MTBZ-HCP (0,49 ng / mL) et LNR-HCP
(0,79 ng / mL) (préalablement exposés aux MTBZ et LNR puis traités avec les huiles
végétales des graines de la citrouille) pourrait trouver son interprétation au niveau de la
composition des huiles en composants phénoliques et en phytostérols (B-sistosterol,
stigmastérol et campestérol). Ces composés bioactifs sont de potentiels antioxydants qui
pourraient interrompre la chaine de réactions de peroxydation des lipides des membranes
cellulaires et de piéger et éliminer les especes oxygénées réactives (ROS) ou les radicaux
libres (Chang et al, 2004).

Les pesticides sont considerés comme des perturbateurs endocriniens majeurs de la fonction
de la reproduction chez I’homme. Ils sont capables de modifier la forme et le nombre des

spermatozoides, augmentent le risque d’infertilité (Joshi et Sharma, 2011).
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4. Etude des parametres hématologiques (ou Hémogramme)

Les résultats de la formule sanguine (ou hémogramme) englobant les taux de globules
rouges, d’hémoglobine, d’hématocrite (HCT), volume globulaire moyen (MCV), teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine (MCH) et concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (MCHC) sont indiqués dans le tableau ci-dessous. Ce volet a été entamé dans le
but de vérifier s’il y’a eu installation d’une anémie suite a une exposition subchronique des

animaux aux herbicides Métribuzine et Linuron et d’évaluer le traitement de ces mémes

animaux avec les huiles commerciales des graines de Cucurbita pepo.

Les résultats d’analyse de ces variables étaient exprimés par leurs valeurs moyennes,

minimale et maximale ainsi que I’intervalle de confiance de la moyenne (IC).

Tableau 9 : Détermination des caractéristiques hématologiques (ou Hémogramme) chez des rats

exposés aux herbicides Métribuzine & Linuron et traités par ’huile des graines de Cucurbita pepo.

Hémogramme Témoins MTBZ LNR MTBZ-HCP | LNR-HCP HCP P
Globules rouges (10%/uL)

Moyenne + ESM 1,2+0,1 2,3+0,8 1,1+0,2 0,92+0,3 1,42-0,1 0,7740,3 | 0,298
Min-Max 0,9-1,5 0,9-4,7 0,6-1,6 0,3-1,9 1,1-1,7 0,1-1,8

IC de la moyenne 0,39 2,68 0,7 1,1 0,43 1,1
Hémoglobine (g/dL)

Moyenne + ESM 11,1+0,8 12,4+0,4 11+0,5 12,8+0,7 12,9+0,3 11,8+1,3 0,194
Min-Max 9,5-13,3 | 11,5-13,2 9,6-12 11,8-15 12,1-13,6 9,8-15,9

IC de la moyenne 2,58 1,47 1,78 2,32 1,03 4,41

HCT (%)

Moyenne + ESM 37,6+4,8 37,141 33,2+1,7 38,6+1,8 37,9+1 36+3,8

Min-Max 26,8-49,3 | 34,3-39,2 | 29,4-37,8 34,8-43,8 35,6-40,4 | 31,4-47,6 1,0
IC de la moyenne 15,53 3,24 5,51 5,97 3,48 12,31

MCV (fL)

Moyenne + ESM 54,4424 | 52,1+2,1 | 49,310,8 49,4+1,1 49,0+0,8 50,6+1,4
Min-Max 48,9-60,3 | 47,8-56,8 | 47,6-51,4 47,2-52,3 47-50,9 48,2-54,8 | 0,179
IC de la moyenne 7,87 6,82 2,69 3,56 2,55 4,61

MCH (pg)

Moyenne + ESM 16,4+1,3 | 17,305 16,3+0,6 16,4+0,5 16,6+0,5 16,5+0,6 | 0,928
Min-Max 13,7-19,9 | 16,5-19,1 15,1-18,2 15,2-17,9 15,3-17,7 15,6-18,3

IC de la moyenne 4,2 1,87 2,13 1,8 1,58 1,94

MCHC (g/dL)

Moyenne + ESM 30,4+2,7 | 33,7£0,8 33,1+0,8 33,1+0,6 33,9104 32,6+0,5
Min-Max 22,7-35,4 | 31,2-352 | 31,7-355 31,5-34,2 32,6-34,7 | 31,2-33,7 | 0,620
IC de la moyenne 8,63 2,61 2,63 1,92 1,54 1,81

HCT : Hématocrite (en %)

MCV (ou MGV) : Volume globulaire moyen (en fL : femtoL.itre)

MCH (ou TCMH) : Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (en pg : picogramme)

MCHC (ou CCMH) : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (en g/ dL)

——




Les anémies sont des affections qui touchent le nombre ou la qualité des globules rouges. Ces
derniers transportent 1’oxygeéne dans tous les tissus grace a I’hémoglobine. L’anémie est
installée si le taux d’hémoglobine est trés bas.

Concernant les parametres hématologiques, les résultats obtenus montrent qu'il y a eu une
augmentation du nombre des globules rouges et du taux d’hémoglobine chez le groupe MTBZ
par rapport au groupe témoin. Aucune différence significative n’a été enregistrée concernant
les autres parametres (HCT, MCV, MCH et MCHC) chez les autres groupes. Nos résultats

sont en accord avec I'étude de Medjdoub A, et al., 2011.
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Figure 17 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le nombre de globules rouges.
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Figure 18 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le taux d’hémoglobine.
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Figure 19 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur I’hématocrite.
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Figure 20 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le MCV.
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Figure 21 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le MCH.
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Figure 22 : Effets des herbicides (Métribuzine & Linuron) et des huiles végétales extraites des graines
de Cucurbita pepo sur le MCHC.
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5. Etude macroscopique des organes préleves chez les rats Wistar

Les résultats de 1’étude macroscopique s’étaient intéressés a différents tissus a savoir ; les
poumons, le foie, le pancréas, les reins, la prostate et les testicules. Ces organes pourraient
constituer des cibles de la toxicite des herbicides Métribuzine et Linuron.

Les tissus prélevés ont fait I’objet de différentes mesures comme la détermination du poids, la
taille des organes et 1’évaluation de leur I’aspect et couleur. Ces appréciations sont indiquées
dans le tableau ci-dessous.

Ce volet a été entamé dans le but de vérifier s’il y’a eu des modifications morphologiques
tissulaires comme la présence de kystes ou de nécroses, des cedémes et des congestions
vasculaires au niveau des échantillons d’organes prélevés chez les rats exposés aux pesticides

et traités avec les huiles végetales commerciales des graines de Cucurbita pepo (ou citrouille).




Tableau 10 : Caractéristiques macroscopiques des organes prélevés chez des rats exposés aux
herbicides Métribuzine & Linuron et traités par 1’huile des graines de Cucurbita pepo (ou citrouille).

Organes prélevés Témoains MTBZ LNR MTBZ-HCP | LNR-HCP HCP P

Poumons

Po_ids (9) 1,63+0,08 | 1,77+0,13 | 1,47+0,09 1,54+0,08 1,96+0,31 | 1,41+0,13 0.259

Taille LxI (cm) 3x2.3 3.2x2.8 3.2x2.8 3.4x3 3.4x2.9 2.5x2.8 :

Aspect normal normal normal kyste normal normal

Couleur rose rose rose rose rose rose

Foie

Poids (g) 11,241,05 | 9,46+1,1 9,9+0,5 12,39+0,41 9,8+1,57 7,55+0,19

Taille (LxI en cm) 4.2x3.3 4.5x3.4 5x4.5 4.1x4 5x4.5 5x4

Aspect normal normal normal normal normal normal 0,051

Couleur rouge brun | rouge brun | rouge brun rouge brun rouge brun | rouge brun

Pancréas

Poids (g) 0,44+0,07 | 0,85+0,11 | 0,73%0,09 0,78+0,06 0,73£0,09 | 0,75+0,09

Taille (LxI en mm) 2.3x3.2 2.8x3 3.1x2.8 3.4x3 2.3x2 3x1.6

Aspect normal normal normal normal normal normal

Couleur jaune jaune jaune jaune jaune jaune 0,134

Reins

Poids (g) 2,34+0,07 | 1,96£0,31 | 1,8640,1 2,26+0,08 1,9240,23 | 1,77+0,12

Taille (LxI en cm) 1.9x1 1.3x1 2x1.1 2x1.2 1.9x1 1.2x0.9

Aspect normal normal normal normal normal normal

Couleur rouge brun | rouge brun rouge brun rouge brun rouge brun rouge brun 0,227

Prostate

Poids (g) 2,05+0,23 | 1,374£0,48 | 1,54+0,12 1,93+0,17 1,95+0,09 | 1,38+0,28

Taille (LxI en cm) 2.5x1.9 2x1.3 3x2.1 2.9x2.4 3x2.2 2x1.4

Aspect normal normal normal normal normal normal

Couleur jaune jaune jaune jaune jaune jaune 0.243
rougedtre | rougeatre | rougeatre rougeatre rougeatre rougeatre '

Testicules

Poids (g) 3,13+£0,17 | 3,22+0,21 | 2,95+0,51 3,65+0,39 3,34+0,36 | 2,38+0,35

Taille (LxI en cm) 2.2x1.1 2.1x1.1 2.2x1.2 2.2x1.2 2.3x1.2 2x1.2

Aspect normal normal normal normal normal normal

Couleur blanc blanc blanc blanc blanc blanc 0,313

Il a été enregistré une diminution non significative du poids du tissu hépatique (p = 0,051)

dans les groupes d’animaux exposés a Métribuzine (9,46 + 1,1 g) et Linuron (9,9 £ 0,5 g) par

rapport au groupe des animaux témoins (11,2 + 1,05 g) (tableau 10).
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De méme, une légére diminution insignifiante du poids a concerné les reins et la prostate des
animaux exposés aux pesticides MTBZ (1,96+0,31 / 1,37£0,48 respectivement) et LNR
(1,86+0,1 / 1,54+0,12 g respectivement) par rapport au groupe des témoins (2,34+0,07 /
2,05+0,23( respectivement).

Concernant le tissu pancréatique, il y’a eu une légere augmentation du poids chez les groupes
MTBZ (0,85 £ 0,11 g) et LNR (0,73 £ 0,09 g) (Tableau 10).

Le traitement des animaux, préalablement exposés aux MTBZ et LNR, avec I’huile végétale
des graines de la citrouille n’a pas montré de résultats statistiquement significatifs.

Les effets toxiques escomptés des herbicides Métribuzine et Linuron ne s’étaient pas obtenus
dans cette présente ¢tude. Cela pourrait s’expliquer par le choix des doses de MTBZ (133 mg
/kg) et LNR (120 mg/kg) qui étaient vraisemblablement insuffisantes & induire des effets
toxiques crédibles et palpables durant la période d’expérimentation (30 jours) qui elle-méme
paraissait une durée expérimentale tres courte pour permettre d’observer de changements
significatifs des différents parametres biologiques étudiés.

Les effets préventifs espérés des huiles des graines de la citrouille contre la toxicité de MTBZ
et LNR ne s’étaient pas concrétisés dans cette étude probablement a cause de certains
obstacles liés a la nature des huiles commerciales comme leur dilution ou le probleme de leur

purification.
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CONCLUSION

La citrouille (Cucurbita pepo) est une plante largement utilisées de nos jours en médecine
traditionnelle a travers le monde. De cet effet, nous nous sommes intéressés dans le présent
travail a la détermination de la composition chimique en acides gras et phytostérols des huiles
extraites des graines de la citrouille, fortement cultivée en Algérie, ainsi 1‘évaluation de
I‘activité préventive ou antioxydante de ces huiles végétales. En outre, il existe peu d'études
sur I'huile de graines de citrouille.

Les résultats de la présente étude ont montré que les graines de citrouille algérienne
contiennent des quantités appréciables en acides gras insaturés et en stérols. Le rendement de
I’extraction de I’huile des graines était de I’ordre de 30,1 %.

L'analyse par CPG de I‘huile extraite des graines de citrouille (récoltée dans la région de
Saida, Algérie), a montré que les acides gras saturés et insaturés dominants trouvées dans les
huiles étudiées sont: I’acide palmitique C16: 0 (13,1 %), 1‘acide myristique C14 :0 (8,8 %),
1‘acide oléique C18:1 (19,6 %) et 1'acide linoléique C18:2 (45 %).

Le traitement des animaux, préalablement exposés aux herbicides Métribuzine et Linuron,
avec I’huile végétale commerciale des graines de citrouille a montré des résultats plus ou
moins significatifs. Plusieurs raisons peuvent étre évoqués comme ;

- L’indisponibilité du solvant hexane, ou des quantités insuffisantes de ce produit, pour
entamer plusieurs extractions des huiles des graines de citrouille et d’éviter ainsi
I’utilisation des huiles commerciales ou industrielles qui étaient moins concentrées et
fort probablement impures.

- Les doses des herbicides Métribuzine (133 mg / kg) et Linuron (120 mg / kg) étaient
dans la limite de provoquer des effets toxiques observables sur les animaux.

- Lapériode d’expérimentation (30 jours) était insuffisante pour permettre d’aboutir aux
résultats escomptés.

- Les résultats des dosages des parametres biochimiques (glycémie, urée, créatinine,
GOT, GTP, PSA) ne présentaient pas de différences statistiquement significatives
pour predire les activités protectrices des huiles végetales industrielles. Cela pourrait
étre réalisable si on avait utilisé des huiles végétales extraites non commerciales c’est-
a-dire des huiles végétales naturelles n’ayant subi aucun traitement industrielle.

Par ailleurs, cette présente étude a montré les effets toxiques des herbicides sur la production
de testostérone ou elle était moins ¢élevée dans les groupes d’animaux exposés a Métribuzine

(0,23 ng / mL) et Linuron ( 0,29 ng /mL) par rapport au groupe témoin (0,33 ng / mL) et
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ceux traités avec de 1’huile des graines de Cucurbita pepo MTBZ-HCP ( 0,49 ng/mL) et LNR
(0,79 mg/ mL).

Les pesticides MTBZ et LNR sont considérés comme des perturbateurs endocriniens
s’attaquant au systéme reproducteur male et altérant le métabolisme et la régulation de la
synthese de la testostérone.

Cette étude pourra étre préliminaire en ouvrant la voie a d’autres études expérimentale et
clinique pour démontrer que I'huile des graines de citrouille peut jouer un rdle crucial dans la
prévention contre le stress oxydatif et la protection des tissus de 1’organisme (poumons, foie,
reins, pancréas, prostate et testicules) contre les toxicités induites par les herbicides utilisés en

Algérie.
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DOSAGE DES ACIDES GRAS D'UNE

HUILE VEGETALE PAR

CHROMATOGRAPHIE EN PH

GAZEUSES AVEC




Composition en acide gras dans une huile

N Ac_.fde gras - Temps de Re;’:ent.z’oa min . S ce;z_%tra_f:ion
£, s 8,915 8,80
é - _t:i_4:i 9,115 N.d
3 : (16:0 9,320 13,10
y cl6:1 9,650 0,50
5 C18:0 9,850 3,00
¢ C18:1 10,510 19,60
7 (18:2 11,130 45,00
8 C18:3 11,370 4,10
9 £20:0 11,565 1,70
0 022:0 12,150 1,40
g (22:1 12,358 0,90
Total identifiant 98,10
| aes 28,00
AGHMI 21,00
| AGPI 49,10
AGMI/AGS 0.75
AGPI/AGS 1.75
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- Composition en stérol de 1'huile
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Fiche 01 : Poids corporel des rats (tous les 05 jours)

Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4
Poids moyen :
Groupe 2{(Metribuzine)
Rat 1 Rat 2 Rat 3 [ Rat 4
Poids moyen :
Groupe 3 (Linuron)
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4

Poids moyen :

Groupe 4 (Metribuzir

Rat 1

Poids moyen :

Groupe 5 (Linurc

T L

!

Huile de praines Curcib

Rat | ﬁ Rat2 Rat 3
Poids moyen :
Groupe 6 (Huile de graines Curcibita maxina)
Rat | Rat 2 Rat 3 Rat 4

Poids moyen :




Date: ..... /0572018

Rat 1 Rat 2 Rat3 Rat 4
Rat 1 Rat 4
Glycémie moyenne :

Groupe 3 (Linuron)

Rat 1 Rat2 Rat 3 Rat 4

Glycémie moyenne :

Groupe 4 (Metribuzine + Huile de grair

Rat 1

Rat 2

Rat 1

Groupe 6 (Hu

Rat 1

Rat 2 Rat 3

Rat 4

Glycémie moyenne :
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