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Résumé

L'infertilité masculine a connu une augmentation préoccupante ces dernieres annees, en partie
attribuée aux expositions aux produits chimigques environnementaux qui induisent fréquemment
un stress oxydatif accru. Les thérapies antioxydantes présentent un potentiel pour atténuer les
dommages oxydatifs aux spermatozoides, ouvrant ainsi la voie a la restauration de la fertilité.
Cette etude vise a évaluer les effets de I'exposition subchronique au toluéne (Tol) sur quelques
parametres de la fonction reproductive et de stress oxydatif et a confirmer le potentiel
antioxydant protecteur et thérapeutique de 1'extrait aqueux d’écorce fraiche de Punica granatum
(FPAE) contre les effets délétéres de ce solvant. 50 rats males adultes ont été répartis en 5
groupes de 10 rats chacun, et ont été traités par voie orale pendant 45 jours comme suit : Témoin
(T), témoins positifs (H : 0.3 mL/kg de poids corporel [PC] d’huile de mais ; FPAE :400 mg/kg
PC d’extrait aqueux d’écorce fraiche de grenade), Tol (550 mg/kg PC de toluéne dilué dans
I’huile de mais), et un mélange de FPAE-Tol. A la fin du traitement, les paramétres du sperme
et les marqueurs de stress oxydatif ont été étudiés, incluant le poids absolu des testicules et des
épididymes, la motilité des spermatozoides, ainsi que les niveaux de GSH, GPx et MDA dans
les testicules. Les résultats obtenus ont montré que le Tol a significativement diminué le poids
des testicules, la motilité totale, progressive et non progressive des spermatozoides, et augmenté
le taux des spermatozoides immobile. L’impact de toluéne sur les paramétres de stress oxydant
est représenté par une augmentation significative du marqueur de la peroxydation lipidique
(MDA) avec une diminution de I’activité de glutathion peroxydase (GPx) et du glutathion
(GSH) au niveau des testicules. Une amélioration significative dans presque tous les parametres
étudiés a été observée dans le groupe FPAE-Tol par rapport aux groupe Tol. En conclusion,
cette étude démontre que I'exposition au toluéne peut induire un dysfonctionnement testiculaire
et des altérations des parametres de stress oxydatif, et que I'extrait aqueux d'écorce de grenade

atténue ces effets grace a ses propriétés antioxydantes.

Mots clés : Antioxydant, Punica granatum, Toluéne, Rats, Spermatozoides, Stress

oxydatif.



Abstract

Male infertility has seen a concerning rise in recent years, partly attributed to environmental
chemical exposures that often lead to heightened oxidative stress. Antioxidant therapies hold
potential for mitigating oxidative damage to sperm, offering hope for restoring fertility. This
study aims to assess the effects of subchronic exposure to toluene (Tol) on various parameters
of reproductive function and oxidative stress, and to confirm the protective and therapeutic
antioxidant potential of fresh aqueous extract of Punica granatum fresh peel (FPAE) against
the deleterious effects of this solvent. Fifty adult male rats were divided into 5 groups of 10 rats
each and orally treated for 45 days as follows: Control (T), Positive controls (H: 0.3 mL/kg
body weight [BW] of corn oil; FPAE: 400 mg/kg BW of pomegranate fresh peel aqueous
extract), Tol (550 mg/kg BW of toluene diluted in corn oil), and a combination of FPAE-Tol.
At the end of the treatment period, sperm parameters and oxidative stress markers, including
absolute weights of testes and epididymides, sperm motility, and levels of GSH, GPx, and MDA
in the testes, were studied. The results showed that Tol significantly decreased testicular weight,
total, progressive, and non-progressive sperm motility, and increased immotile sperm count.
Toluene's impact on oxidative stress parameters was evidenced by a significant increase in the
lipid peroxidation marker (MDA) with a decrease in glutathione peroxidase (GPx) activity and
glutathione (GSH) levels in the testes. Significant improvements in almost all studied
parameters were observed in the FPAE-Tol group compared to the Tol group. In conclusion,
this study demonstrates that toluene exposure can induce testicular dysfunction and alterations
in oxidative stress parameters, and that the aqueous extract of pomegranate peel attenuates these

effects through its antioxidant properties.

Keywords: Antioxidant, Punica granatum, Toluene, Rats, Sperm, Oxidative stress.
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Dutraduction
Introduction

Historiquement, les problémes de reproduction étaient souvent principalement attribués aux
femmes, mais les recherches modernes soulignent que l'infertilit¢é masculine est devenue une
préoccupation croissante, paralléle a la préoccupation de longue date pour l'infertilité féminine

(Taha et al., 2020).

L'infertilité masculine peut résulter de diverses causes, notamment les choix de vie qui jouent un
role crucial. Une mauvaise alimentation, le manque d'exercice, le tabagisme, la consommation
excessive d'alcool et la consommation de drogues peuvent avoir un impact négatif sur la qualité et

la quantité des spermatozoides (Ricci ef al., 2006 ; Sharma et al., 2016).

De plus, I'exposition professionnelle a des substances nocives, telles que les solvants et les produits

chimiques industriels, aggrave encore les problémes d'infertilité (Jensen ez al., 2006).

Le toluéne est un hydrocarbure aromatique couramment utilisé comme solvant dans de nombreux
produits industriels et domestiques, tels que les peintures, les vernis et les adhésifs. Il est également
présent dans l'essence et certains produits de nettoyage. C’est une substance lipophile qui présente
une grande affinité pour les lipides et peut se diffuser facilement dans les tissus (Tas ef al., 2011).
L'exposition au toluéne peut avoir des effets nocifs sur la santé, notamment des maux de téte, des
¢tourdissements, et des troubles de la mémoire et de la concentration. Une exposition prolongée
ou a des niveaux ¢levés peut entrainer des dommages au systeéme nerveux central, des atteintes
rénales et hépatiques, ainsi que des problémes de la fonction reproductrice (Bowen, 2006 ; Moro

etal.,, 2012 ; Djemil et al., 2015 ; Shaffie et Shabana, 2019).

Ces effets sont principalement attribués a la capacité du tolueéne a induire un stress oxydatif via la
génération d'especes réactives de l'oxygene, l'inactivation des enzymes et la suppression des

défenses antioxydantes (Kamel et Shehata, 2008 ; Moro et al., 2010 ; Wang et al., 2013).

Vu la diversité et la gravité des maladies provoquées par le stress oxydatif, de nombreuses études
se sont concentrées sur la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques d'origine naturelle pour

combattre le stress oxydatif et ses pathologies associées (Bidie ef al., 2011 ; Bone et Mills, 2013).

L'intérét récent pour les antioxydants naturels a fortement augmenté en raison de leurs bienfaits

potentiels pour la santé et de leur profil de sécurité par rapport aux alternatives synthétiques. Les
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antioxydants naturels se trouvent dans une variété d'épices, d'herbes, de 1égumes et de fruits

(Popovici et al., 2009 ; Bourgou et al., 2016).

Parmi les fruits qui ont pris un grand intérét et qui ont fait I’objet de plusieurs travaux de recherche,
le grenadier (Punica granatum). C’est un arbuste originaire de la région allant de I'lran a I'Inde du
Nord, largement cultivé pour son fruit nutritif. Ce fruit est cultivé également dans les régions
méditerranéennes depuis des millénaires, et il occupe une place essentielle dans 1'alimentation, la
culture, et méme la symbolique de ces territoires (Holland ez al., 2009). En plus d'étre consommeée
fraiche, la grenade est utilisée dans de nombreuses recettes traditionnelles en raison de ses
propriétés antioxydantes et de ses bienfaits pour la santé (Gil et al., 2000 ; Tapias et al., 2014). Ces
propriétés, ainsi que plusieurs autres fonctions biologiques telles que ses propriétés anti-
lipoperoxydation, anti-inflammatoires, cardio-protectrices, antidiarrhéiques, et anticancéreuses,
sont attribuées a la présence d'un grand nombre de nutriments potentiellement actifs,
principalement trouvés dans son jus et son écorce (Aviram et al., 2002 ; Hong et al., 2008 ; Dkhil

et al., 2013 ; Thangavelu et al., 2017 ; Russo et al., 2019).

Sur la base des faits énoncés ci-dessus, cette étude visait a explorer les effets subchroniques du
toluene administré par voie orale sur quelques marqueurs de reproduction et de stress oxydatif chez
les rats males Wistar. De plus, notre objectif €tait d'évaluer les propriétés antioxydantes d’extrait
aqueux de l'écorce de Punica granatum contre les altérations induites par ce solvant. Il nous a

semblé approprié de présenter notre travail selon le plan suivant :

-Apres une introduction générale, la premiere partie consiste en une étude bibliographique, assez
approfondie et comprenant des études menées par des chercheurs renommés dont les résultats sont

des références dans le domaine.

-La deuxiéme partie constitue le contexte de cette étude liée au protocole analytique, qui est basé

sur les méthodes utilisées dans cette étude.
-Dans la troisieéme partie, nous présentons les résultats.

-Enfin, nous discutons en détail des résultats obtenus dans cette étude et suggérons quelques

perspectives pour ce travail de recherche.
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1. Etude bibliographique
1.1. Toluéne

1.1.1. Identification et propriétés physico-chimiques

Le toluéne, également connu sous le nom de méthylbenzeéne, phénylméthane ou toluol, est un
simple dérivé du benzene (Fishbein, 1985 ; Crus et al., 2014).

C’est est un composé aromatique monocyclique ou un hydrogene du cycle benzénique est
remplacé par un groupe méthyle (formule moléculaire CsHsCHs). 11 est un liquide volatil,

inflammable, explosif, avec une tension de vapeur relativement élevee (MDF, 1984).

Il est moyennement soluble dans I'eau (590 mg/L a 25°C) et miscible a de nombreux solvants
organiques comme l'acétone, le chloroforme et I'éthanol (Crus et al., 2014).

Tableau 1 : Principales caractéristiques physico-chimiques du toluéne

Caractérisation Toluéne

Propriété chimique

Formule chimique CsHs (INRS, 2012)
Synonymes Méthylbenzéne, phénylméthane (INRS, 2012)
Etat Physique Liquide (INRS, 2012)
Masse molaire 92,14 g/mol (INRS, 2012)
Liquide transparent et incolore (Gouvernement du Canada,
Couleur
1992)
Propriétés physiques
Densité 0,867 (INRS, 2012)
Solubilité dans I’eau 0,519 g/L & 25°C (ANSES, 2017)
Température
225°C (CNRS, 2010)
d’inflammation

DL50 orale 2,6 g/kg (Chemfax, 2021)




Evude Bbliographigue

1.1.2. Utilisation

Le toluene est utilisé pour (ATSDR, 2000; Sweere et al., 2011; Malaguarnera, 2012) :

Elever l'indice d'octane dans les carburants, mélangé avec du benzéne et des xylénes.
Comme solvant d’extraction dans I’industrie cosmétique (parfums) et pharmaceutique.
Comme solvant dans les peintures, vernis, formulations de pesticides, encres
d'impression, adhésifs, mastics, agents de nettoyage et pour les extractions chimiques
(Levelton and Associates Ltd., 1990).

Comme produit de départ pour divers procédés industriels : synthese du caoutchouc,
phénol, TNT, diisocyanate de toluene (TDI), nécessaire pour obtenir la mousse de
polyuréthane, benzene, xylénes, nitrotoluene, chlorure de benzyle, benzaldéhyde, acide
p-toluénesulfonique, vinyltoluene, etc.

Dans la fabrication d'adhésifs et de colles.

Dans le tannage du cuir.

Etonnamment, le toluéne joue un réle important dans notre capacité & apprécier la
celébre boisson Coca-Cola. Le toluéne est impliqué dans I'élimination de la cocaine des
feuilles de coca, qui sont utilisées pour développer le fameux sirop de Coca-Cola.

1.1.3. Principales sources d’exposition

L'essence automobile contenant de 5 a 7 % de toluene est a I'origine d'environ 65 % du toluene

anthropique dans l'air, le reste provenant de l'industrie pétroliere et de procédés industriels

utilisant le toluéne, seulement 2 % resultant de la production (Samoto et al., 2006).

Les volcans et les feux de forét constituent des sources naturelles d’émission (ATSDR, 2000).

1.1.4. Comportement du toluene

Le toluéne peut étre trés mobile dans 1’environnement avec quatre voies principales de

transport :

> Dans I’atmosphére : Environ 99 % du toluéne libéré se trouve dans 1’atmosphere, ou

il se volatilise rapidement et subit une réaction de photo-oxydation, produisant des
crésols, du benzaldéhyde et d'autres produits. La durée de vie troposphérique
minimale est de 4,5 heures (Finlayson-Pitts et Pitts, 1986 ; Gouvernement du
Canada, 1992).
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» Dans les eaux : Le toluéne se dégrade dans 1’eau par voie anaérobic et aérobie
(Gouvernement du Canada, 1992).

» Dans les sols : La volatilisation & partir de la surface du sol est rapide avec une demi-
vie de neuf secondes (Gilbert et al., 1983). Pour les dix premiers cm de sol, les demi-
vies sont de moins de trois jours dans un sol sec et de moins d'un mois dans un sol
humide (SRI, 1980; Gouvernement du Canada, 1992).

» Dans les biotes : Le toluéne ne s’accumule pas beaucoup chez les organismes terrestres
ou aquatiques et ne semble pas se bioamplifier dans la chaine alimentaire

(Gouvernement du Canada, 1992).

1.1.5. Toxicocinétique
» Absorption

Le toluéne est principalement absorbé par inhalation, avec une absorption rapide : 10 a 15
minutes apres le début de 1’exposition (Carlsson, 1982; INERIS, 2005). Environ 50 % de la

> Distribution

Le toluene se distribue dans les tissus riches en lipides et vascularisés comme le cerveau, le
foie, le tissu adipeux et les reins. Il passe la barriére placentaire et se trouve dans le lait maternel
(ATSDR, 2000).

» Meétabolisme

La voie oxydative (phase I) est considérée comme la principale voie métabolique (80%). Dans
le foie, le toluéne est oxydé par les monooxygénases du cytochrome P450, principalement CYP
2E1, en alcool benzylique. Il est ensuite converti en benzaldéhyde, qui est & son tour métabolisé
en acide benzoique, principalement par I'aldéhyde déshydrogénase mitochondriale (ALDH)-2.
De plus, I'acide benzoique est conjugué avec la glycine pour former de I'acide hippurique (83-
94% des métabolites urinaires) ou avec l'acide glucuronique pour former du benzylglucuronide
(3-9% des metabolites urinaires) (US EPA, 2005 ; Waniusiow et al., 2008). La voie de
conjugaison (phase I1) est considérée comme une voie métabolique secondaire (10%). C'est la
liaison de l'alcool benzylique au glutathion pour former des conjugués benzylglutathion c-stéin-

S et des acides benzylmercapturiques (BMA) (Tassaneeyakul et al., 1996).
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> Elimination
Le toluene est éliminé principalement dans les urines sous forme de métabolites (environ 80

%), le reste étant excrété inchangé dans I'air expiré. Moins de 2 % sont éliminés dans les feces
(CSST, 2004).

1.1.6. Effets d’exposition sur la santé

a. Toxicite aigué

Apres une exposition aigué chez I'nomme, les effets indésirables comprenaient des maux de
téte, de la fatigue, une irritation des yeux, une tendance accrue a dormir et des troubles de la

mémoire (Echeverria et al., 1991).

Chez I’animal, le toluéne est faiblement toxique pour des expositions aigués : les principaux

effets rapportés correspondent a des effets irritants locaux ou des effets neurologiques.
b. Toxicité chronique

La voie respiratoire est la voie usuelle d’intoxication professionnelle. Le syndrome psycho-
organique est 1’effet toxique majeur du toluene : troubles de la mémoire, de la concentration,
de la personnalité avec diminution des facultés intellectuelles. L’incidence de ces troubles
augmente avec le niveau d’exposition mais aucune corrélation dose-réponse n’a été établie ; le
toluéne pourrait agir sur la fonction de reproduction (risque de fausse couche tardive lors
d’exposition précoce au cours de la grossesse) ; en cas d’exposition chronique maternelle,

risque de retard de croissance intra-utérin (Biomnis, 2013).
c. Effets sur le systéme nerveux

Le toluéne traverse facilement la barriere hémato-encéphalique aprés avoir été absorbé par
I'organisme et a des effets néfaste sur le systeme nerveux central ( Win- Shwe et Fujimaki
2010). Ces effets comprennent une diminution des performances intellectuelles, des troubles
de la mémoire et de la concentration et des insomnies (Echeverria et al., 1991). La
discrimination des couleurs, la perception visuelle et la dextérité manuelle diminuent dans les

tests psychométriques (Kobald et al., 2015).
d. Effets cancérogénes (Cancérogénicité)

Le toluéne n'est pas cancérogéne chez le rat et la souris exposés par inhalation jusqu'a 1200

ppm, 6,5 h/j, 5 j/sem., pendant 2 ans. Il provoque des lésions non néoplasiques de la cavité
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nasale ainsi qu'une néphropathie chez le rat et une hyperplasie de I'épithélium bronchique et des
adénomes de I'nypophyse chez la souris. Par voie orale, chez le rat (gavage, 500 mg/kg/j, 4 - 5
j/sem., 2 ans), il induit une augmentation de néoplasmes lymphoréticulaires. Les résultats par
voie cutanée chez la souris sont en général négatifs. (NTP.,1990 ; IARC,1999 ; ATSDR.,2000)

e. Effets sur le systeme génétique

Les époxydes de toluéne sont produits par une voie de biotransformation du toluéne, qui
peuvent produire des espéeces réactives de lI'oxygéene (ROS) et provoquer un stress oxydatif et
des dommages a I'ADN. (Murataetal., 1999 ; Kodavanti et al., 2011). L'oxydation de 'ADN
a des conséquences génotoxiques potentielles (Martinez-Alfaro et al., 2010) et est impliquée
dans la pathogénese de plusieurs maladies (Costa et al., 2006), notamment le cancer et les
troubles neurodégénératifs (Marlatt et al., 2008). Des études antérieures ont montré qu'une
exposition in vivo a diverses doses de toluéne (0,5, 1,0 et 1,5 g/kg ip) provoquait une
augmentation de la génération de ROS dans différentes régions du cerveau ainsi que dans le
sang. Parmi les régions du cerveau, I'hippocampe présentait les niveaux les plus élevés de ROS
induites (Mattia et al., 1993). En outre, une augmentation significative des dommages
oxydatifs de I'ADN s'est produite dans les lymphocytes des rats exposés a des vapeurs plus
fines. En outre, une augmentation significative des dommages oxydatifs de I'ADN s'est produite
dans les lymphocytes des rats exposés a des vapeurs plus fines par rapport aux lymphocytes des
rats ttmoins (Martinez-Alfaro et al., 2006). De plus, la corrélation de niveaux de toluéne dans
le sang et dommages génétiques dans les leucocytes dédies peintres industriels du Rio Grande
do Sul, au Brésil, ont montré que de faibles niveaux d’exposition au tolueéne peuvent provoquer
des dommages genétiques. L’age, qui est lié au stress oxydatif, a I'dage et au moment
d’exposition (Moro et al., 2012).

f. Effets sur les reins
Les rapports décrivent I'acidose tubulaire rénale distale (DRTA) comme une caractéristique

commune chez les toxicomanes de toluéne (Camara-Lemarroy et al., 2015).

Il peut également provoquer la formation de calculs rénaux et une pyurie en raison de la
néphrotoxicité (ATSDR, 2007). Il est évident que le toluéne détériore les structures

glomérulaires et tubulaires rénales et provoque une emergence rénale (Meydan et al., 2016).
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g. Effets sur le foie

Le toluéne provoque des changements structurels dans le tissu hépatique (Meydan et al., 2019).
Il peut provoquer aussi une dégénérescence hépatocytaire, une hypertrophie sinusoidale et une
infiltration focale des cellules mononucléaires (Esen et Uysal, 2018). Une étude par Ayan et
al. (2013) approuve que l'administration de toluéne a haute dose provoque une dégénérescence
des hépatocytes, une infiltration de cellules mononucléaires et une apoptose. En outre,
I’exposition au toluéne peut entrainer des signes histopathologiques tels qu'une hémorragie, une

vacuolisation et une nécrose (Meydan et al., 2019).
h. Effet sur systeme cardiovasculaire

Les études indiquent que I'exposition professionnelle au toluéne peut entrainer : bradycardie
sinusale, asystolie, tachycardie et fibrillation ventriculaires, cardiomyopathie dilatée .et
fibrillation ventriculaires, cardiomyopathie dilatée, insuffisance cardiaque, infarctus du
myocarde et mort subite (Cruz et al., 2003 ; Tillar et al., 2002).

i. Effets sur la reproduction et le développement

» Effets Reproductifs chez les Femmes

Les femmes exposées au toluéne peuvent éprouver des troubles menstruels, y compris des
cycles irréguliers et des dysménorrhées (Chia et al., 2017). L'exposition au toluéne, méme a
des niveaux inférieurs a 100 ppm, est associée a un risque accru de fausses couches et de
naissances prématurées (ATSDR, 2017). Ce risque est particulierement élevé pour les femmes
travaillant dans des occupations impliquant une exposition fréquente aux solvants (Lindbohm
et al., 2009). Les enfants nés de méres exposées a des niveaux élevés de toluéne pendant la
grossesse peuvent éprouver des problémes neurodéveloppementaux, tels que des déficits
cognitifs et des troubles comportementaux (Bao et al., 2016). Le toluéne peut traverser la
barriere placentaire, affectant le développement cérébral du feetus. Une exposition a long terme
peut entrainer des effets neurotoxiques significatifs, impactant le développement global de
I'enfant (WHO, 2010).

» Effets Reproductifs chez les Hommes

La recherche indique que I'exposition professionnelle au toluene peut entrainer une diminution

de la qualité et de la quantité du sperme. Les travailleurs exposés aux solvants organiques, y
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compris le toluéne, montrent une motilité réduite des spermatozoides et un pourcentage accru
de spermatozoides anormaux (Xiao et al., 2001).

L'exposition au toluéne a été également associéee a des niveaux plus bas de testostérone chez les
hommes. Ce désequilibre hormonal peut affecter la libido, la fonction érectile et la santé
reproductive globale (Nakai et al., 2003).

Les rats males exposés a des niveaux élevés de toluéne ont présenté une atrophie testiculaire,

une diminution du nombre de spermatozoides (Djemil et al., 2015).

Dans I'étude de Yamada (1993), aucun effet n'a été observé sur le poids des testicules, de
I'épididyme, du canal déférent, des vésicules séminales et de la prostate, ainsi que sur les
niveaux de testostérone plasmatique et I'activité de I'acide phosphatase dans la prostate. De plus,

le nombre de spermatozoides dans I'épididyme n'a pas été affecté par le toluene.
j. Toluéne et stress oxydatif

Le toluene est connu pour sa capacité a induire le stress oxydatif, un facteur clé de sa toxicité.
L'exposition au toluéne entraine des dommages oxydatifs principalement en raison d'une
augmentation de la production de radicaux libres et d'un systeme de défense antioxydant
compromis (Mattia et al., 1993). Plusieurs études ont montré que I'exposition au toluene réduit
I'activité de plusieurs enzymes antioxydantes importantes telles que la superoxyde dismutase,
la glutathion peroxydase et la catalase. De plus, elle peut diminuer les niveaux de glutathion

réduit, aggravant ainsi le stress oxydatif (Kamel and Shehata, 2008 ; Liu et al., 2010).
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1.2. Stress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un
nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne contrdle
plus la présence excessive des radicaux oxygenés toxiques, situation que les chercheurs

impliquent dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).
1.2.1. Définition

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre profond
de la balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes de 1’organisme en
faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et
al.,1999) . Le stress oxydatif est un fonctionnement de I'organisme qui est normal tant qu'il ne
dépasse pas certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui consomment de
I'oxygene produisent des radicaux libres qui sont de petites substances chimiques trés oxydées
par le contact avec I'oxygene, et dont nos cellules savent normalement tres bien se débarrasser.
Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de
radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamines,

oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer (Chu et al., 2010).

Le stress oxydant est responsable de dommages moléculaires liés a la forte réactivité des ERO.
Les acides nucléiques de I’ADN, les lipides des membranes cellulaires, les protéines
enzymatiques ou structurales qui jouent un réle fondamental pour la survie cellulaire, sont les

cibles moléculaires de ces ERO (Goudable et Favier, 1997).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d'ERO Manque d’ERO

Antioxydants

> -

arx /R /| Gusathion

Radical hydroxyle Catalase Ascorbate
Anion superoxyde POX / PR’; Caroténoides
e Vrcm——

Peroxyde d'hydrogene soo
— o ——

Oxygeéne singulet

Figure 1 : Schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants (Ait yahia et

Zemmoura, 2014).
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1.2.2. Radicaux libres

Les espéeces réactives de I’oxygene (ERO) et les espéces réactives de 1’azote (ERA) représentent
I’ensemble des especes oxygénées activées (radicaux libres). Ce sont des entités chimiques,
molécules, ou simples atomes possédant un ou plusieurs électrons célibataires, ce qui leurs
conferent une grande réactivité. En effet, un radical libre aura toujours tendance a remplir son

orbitale en captant un électron pour devenir plus stable :
il va donc se réduire en oxydant un autre compose (Halliwell, 2006).

Toutes les ERO ne sont pas des radicaux libres. Par exemple, le peroxyde d’hydrogéne (H202)
ou le peroxynitrite (ONOO- ne possédent pas d’électrons célibataires et ne peuvent donc pas
étre considérés comme radicaux libres (Goudable et Favier, 19997). Les ERO comprennent
I’oxygene singulet (102), I’anion superoxyde (O2 *), le radical hydroxyle (*OH), le peroxyde
d’hydrogene (H202) et ’ozone (O3). Selon les auteurs, ils incluent également le monoxyde
d’azote (NO"), ’anion peroxynitrite (ONOO™), également désignés especes réactives de 1’azote
(ERN), et les radicaux peroxyles (ROOe¢) et alkoxyles (ROe ). Les principales ERO sont

énumeérées dans (le tableau 02) (Favier, 2003).

Tableau 2 : Principales espéces réactives de 1’oxygene (Favier, 2003).

Radicaux libres (RL) Espéces reactives non radicalaires
Anion superoxyde (02 ¢ ") Peroxyde d’hydrogene (H202)
Hydroxyle (OHe ) Acide hypochlorique (HOCI)
Hydroperoxyle (HO2 ) Ozone (O3)

Peroxyle (RO2 ) Oxygene singulet (102)

Alkoxyle (RO*) Hydroperoxyde (ROOH)

Dioxyde de carbone (CO2 « ") Peroxynitrite (ONOQ?)

1.2.3. Sources endogénes de ROS

La production de ROS dans la cellule est possible par diverses sources, puisque la plupart des
réactions physiologiques cellulaires utilisent de 1’0O2. Par contre, la majeure partie de la

production de ROS provient de deux sources principales : les enzymes NADPH oxydase

11
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(NOXs) et la mitochondrie (Schieber et al., 2014). Pour ce mémoire, les ROS provenant de la
mitochondrie seront plus approfondis a cause du positionnement intracellulaire stratégique des

mitochondries.
-NADPH oxydase

La NOX est un complexe enzymatique a 6 passages transmembranaires. Chez les mammifeéres,
il existe 7 isoformes (NOX1 a 5, DUOX1 et DUOX2) (Landry et al., 2014 ; Konior et al.,
2014) . Seul NOXI1, 2, 4 et 5 sont exprimés dans 1’endothélium vasculaire(Drummond et al.,
2014). Les complexes enzymatiques NOXs sont les seuls enzymes & avoir pour seule fonction
connue la production de ROS. Certains isoformes produisent du O2- et d’autres du H202.
Toutes les NOXs produisent les ROS, non pas comme le déchet d’une réaction, mais bien pour

le maintien de la physiologie cellulaire (Brieger et al., 2012; Drummond et al., 2014).
-Mitochondrie

Dans la mitochondrie, les ROS sont produits par la chaine de transport des électrons. Dans la
littérature, il est denombré que la chaine de transport possede 7 sites ou la production de ROS
peut survenir (Brand, 2010 ; Holzerova et al., 2015). Par contre, ce sont les complexes
protéiques | et Il qui sont responsables de la majeure partie de la production de ROS
mitochondriaux. Aux complexes | et III de la chaine, il est possible qu'un ¢€lectron soit «
échappé » par les complexes (une fuite d’électron) (Brand, 2010 ; Jin et al., 2014). Cet électron
libre interagit avec une molécule d’O2 et cause la formation d’un anion superoxyde (O2-)
(Monsalve et al., 2007). La production de superoxyde fait partie de 1’activité basale de la
chaine. Le superoxyde ne passe pas les membranes cellulaires. Ainsi, une fois produit, il est
transformé en H202 par la CAT. Cette molécule traverse les membranes afin d’exercer son
effet intracellulaire (Taverne et al., 2023). Tout comme le ROS cellulaire, les ROS
mitochondriaux (mROS) ont de nombreuses fonctions dans la physiologie cellulaire. En effet,
des études démontrent que les mROS ont un rdle a jouer dans I’homéostasie vasculaire (Godo
et al., 2017), ainsi que dans 1’activation de molécules de survie cellulaire (par les voies de
signalisation NF-kB et TNF-a) (Alevriadou et al., 2017). lls participent aussi au recrutement
de synapses inhibitrices médié par le neurotransmetteur acide y-aminobutyrique (GABA)
(Accardi et al., 2014) et sont une composante importante du systeme immunitaire, parce que
les ROS sont antimicrobiens (Dryden et al., 2008 ; Brieger et al., 2012).

12
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1.2.4. Source exogéne des ROS

Les étres vivants sont exposes quotidiennement a des polluants (fumée de cigarette, rayons

ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a 1’origine de la production de radicaux libres

(Justine et al., 2005).

Tableau 3 : principales sources des ROS (Durackova et al., 2008)

Source endogene Source exogene

NADPH Oxydases Tabagisme

Chaine respiratoire mitochondriale Cytokine pro- inflammatoire
Xanthine Oxydase Chimiotherapie
Atherogéneése Radiation ionisante
Lipo-Oxygénase Radiation UV

Phagocytes Xeénobiotique

1.2.5. Conseéquences de stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides) (Favier, 2003)

pouvant affecter considérablement les mécanismes cellulaires (GardésAlbert et al., 2003).
a- Effets sur les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de I'attaque
par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle (Favier,
2003). Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical
peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un

nouveau radical diéne conjugué (Favier, 2003).
b- Effets sur Les protéines

Les proteines sont sensibles aux attaques radicalaires surtout celles qui comportent un
groupement sulthydrile (SH) et les ponts disulfures. C’est le cas de nombreuses enzymes

cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées. Les protéines

13
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modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et deviennent beaucoup plus

sensibles a 1“action des protéases et notamment du protéasome (Friguet, 2003 ; Garait, 2006).
c- Effets sur ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il s'agit
d'une molécule trés sensible & l'attaque par les radicaux de Il'oxygene figure 05. Parmi
dommages oxydatifs médiés par OH, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-
caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN protéines Les bases qui composent
I'’ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation (Favier, 2003). L'attaque
radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de
bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, 8 oxo adénine 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy
méthyl uracile (Singh et al., 2019 ; Poetsch et al., 2020). Mais le stress oxydant peut aussi
attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre
lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin (Pincemail et al., 2001).

1.2.6. Conséquences a long termes

Une production excessive chronique de radicaux libres accélere le vieillissement de 1’organisme
et favorise la survenue ou |’aggravation de nombreuses pathologies, surtout de type
inflammatoire ou dégénératif. VVoici une liste non exhaustive de maladies ou le stress oxydatif
joue un rdle indéniable : cancers, diabéte, maladies neurodegénératives (Parkinson, Alzheimer),
maladies de peau (vitiligo, psoriasis), maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
(maladie de Crohn), maladies rhumatismales (arthrite rhumatoide), maladies de I’ceil
(cataracte), maladies respiratoires (asthme), maladie cardio-vasculaires (athérosclérose) (voir
figure 2). A ce jour, on relie plus d’une centaine de maladies a I’action néfaste des radicaux
libres. Plus on avance en age, plus les dommages causés par les radicaux libres deviennent
apparents, évidents. Rides, taches brunes sur la peau, perte de mémoire, perte de vitalité,
essoufflement rapide, raideurs articulaires, fibroses, scléroses, autant de manifestations de

I’activité de plus en plus destructrice des radicaux libres (Le bail, 2009).

14
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Figure 2 : Principales pathologies s’accompagnant d’un stress oxydant (Favier, 1997).
1.2.7. Les systemes de protection (Antioxydants)

Pour contourner les dommages causés par les ROS, la cellule fait appel a des systémes de

défense appelés antioxydants (Halliwell, 2007)
1.2.8. Définition des antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants
(Tang et Halliwell, 2010).

1.2.9. Mécanismes antioxydants

L’organisme est déterminé d’un ensemble de systemes de défenses antioxydants tres efficaces
afin de diminuer la concentration des espéces oxydants dans 1“organisme. Les antioxydants sont
des systemes enzymatiques ou non-enzymatiques (Mateos et al., 2001). Comme on peut voir

dans la figure

15



Etude Bibliographigue
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Effet protecteur J | Systémes antioxydants

Petites prtienes (métallothionéine)

Figure 3 : Pyramide des systéemes de déefenses antioxydants (Benghersallah, 2015).
1.2.10. Différentes localisations cellulaires des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles. Selon Leurs

caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle
e Les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol

e Le milieu extracellulaire pour les substances hydrosolubles. Ils seront particulierement

efficaces sur les radicaux libres présents dans chaque type de milieu, respectivement.

) Caroténoides

Vitamine C et E
+ caroténoides

\~- s
Vitamine E
+ caroténoides

Figure 4 : Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et des enzymes

Antioxydantes (en noir) (Opara, 2002)
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1.2.11. Systemes antioxydants enzymatiques

Les principaux systémes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les mammiféres
ainsi que chez les plantes sont la superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase
(Zibouche et Grimes, 2016).

» Superoxyde dismutase

Superoxyde dismutase (SOD) Puissante enzyme antioxydante naturelle, la SOD agit a la source
méme de la réaction en chaine induite par les espéces réactives de I’oxygeéne et constitue donc

le premier et I’un des principaux maillons du processus de défense contre les radicaux libres

(Menvielle- Bourg, 2005).
» Catalase

Catalase C’est une enzyme que I’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans
les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Elle catalyse la dismutation de peroxyde

d’hydrogéne en oxygene et en eau (Desmier, 2016).
2 H202 — 2 H20 + O2
» Glutathion peroxydase

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice mitochondriale.
Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).

» Les thioredoxines (TRXx) et la thiorédoxines réductase (TRxR)

Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydante intrinseque comme toutes les
protéines a groupement thiol (-SH). Elles jouent aussi un rdle important dans la régulation du
systeme immunitaire. Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la thiorédoxine réductase
(TRXR) qui est une enzyme possédant un groupement sélénocystéine dans son site actif. La
TRxR intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene
et dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Hattori et al., 2003).

1.2.12. Systémes antioxydants non enzymatiques

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

par [“organisme et doivent étre apportés par I*“alimentation. Dans cette catégorie d“antioxydant
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nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), [“ubiquinone, le cytochrome c

et les vitamines E et C (Blandine, 2006).
> Oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydants requiérent
un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de
manganése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPX de sélénium.
Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces dans I'organisme
et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action prooxydante (réaction de Fenton, d'Haber-
Weiss) (Blandine, 2006).

» Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion (GSH) est un tri-peptide (acide glutamique-cystéine-glycine) connu par son
puissant pouvoir antioxydant (Menon et al., 2007). C’est I’antioxydant le plus important dans
le contréle du statut redox (Biswas et al., 2006), qui protege non seulement contre les radicaux

libres, mais aussi contre les peroxydes (Tang et al., 2006).
» Vitamine E et vitamine C

Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre des plus importants dans
la lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixeaux membranes et
peut ainsi séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation desréactions de peroxydation
lipidique. La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire
; elle peut capter directement 1“O2¢- et 1“OHe. Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol et

ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (Evans, 2000 ; Packer et al., 1997).
» L’acide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma lors
d’efforts physiques intenses (Baillie et al., 2007). 1l a été proposé comme un des meilleurs
antioxydants du plasma in vivo, ou il pourrait contribuer a 35-60% de la capacité antioxydante
totale (Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxydé en différents produits, puis
régenéré par la vitamine C (Vasconselos et al., 2007). Il subsiste certains doutes quant a une
réelle fonctionnalité antioxydante de 1’acide urique, dont I’augmentation peut aussi bien avoir

des conséquences pro-oxydantes que antioxydantes (Gersch et al., 2009).
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> Polyphénols

Les phénols sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs noyaux aromatiques avec un
ou plusieurs groupes hydroxyle (OH). lls peuvent étre extraits a partir de plantes ou
synthétiques Une grande partie de ces molécules est présente dans 1’alimentation. Les plus
connus sont les acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les tanins.

Les stilbénes et le lignan sont moins connus (Tableau 05) (Tarfaoui, 2020)

Tableau 4 : Les grandes familles de polyphénols (Defraigne et Pincemail, 2008)

Famille Principaux composés

Acides phenoliques Acide vallique

Acide caféique

Acide gallique

Acide férulique
Flavonoides :
Flavonols Quercétine
Flavonones Naringénine
Flavones-3-ols Catéchine
Anthocyanidines Cyanidine
Stilbénes Resvératrol
Lignanes Lignine

» Les caroténoides

Les caroténoides, avec plus de 600 sortes, sont des pigments liposolubles synthétisés par les
veégétaux a qui ils attribuent une couleur orange, rouge ou jaune. Les plus importants sont Beta-
caroténe, Alpha-caroténe, lycopene, zéaxanthine, Beta-cryptoxanthine et lutéine (Fig.4)
(Causse, 2005). Le groupe des caroténoides comprend des molécules tétraterpeniques (C40)

formées par 1“enchainement de huit unités isopréniques (Derbel et Ghedira, 2005).
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1.3. Le grenadier (Punica granatum)

1.3.1. Généralités sur la plante

Le grenadier est un arbre fruitier appartenant a la famille des lythracées et anciennement la
famille punicacés qui comprend 3 especes différentes : punica protopunica, punica nana et
punica granatum. Cette derniére est la plus connue. Elle posséde différents noms communs :
Grenadier a fruits, pomme punique, Balaustier, Baloufié, Balanstier, Migrannier. Le mot Punica
vient du latin qui signifie rouge écarlate, et granatum pour la multiplicité des graines contenues
dans le fruit (Lemoine, 1998).

1.3.2. Historique de la grenade

La grenade est 1’'un des plus anciens fruits comestibles, qui n’a pas trop évolué, depuis la
découverte de 1’agriculture il y a plus de 1000 ans (Seeram et al., 2006 ; Cam et al., 2009).
Originaire du moyen orient, il s’est propagé a travers la mer méditerranéenne, vers I’extréme
orient en Chine et en Inde et dans le nouveau monde en Californie et Mexique (Lansky et
Newman, 2007). L’histoire de la grenade est liée au développement de I’humanité d’une
maniere impressionnante. La grenade a une place importante dans le Judaisme, le
Christianisme, 1’islam, le Buddhisme et le Zoroastrianism (Lansky et Newman, 2007). Il est
dit qu’elle avait 613 graines qui représentent les 613 commandements de la Torah, méme si
cela n’a pas été confirmé dans les temps modernes (Hebert, 2006). Aimé des caravaniers et
navigateurs, sa pulpe gorgée d’eau et légérement acidulée permet d’étancher la soif durant les
longues traversées (Vanier, 2005). Elle est le symbole de la vie, fertilité, longévité, immortalité
et divinité (Amjad, 2005 ; Lansky et Newman, 2007 ).

1.3.3. Nomenclature

Selon les langues parlées dans chaque pays, le nom vernaculaire de Punica granatum varie.

Ainsi le nom de cet arbre sera :
[] En arabe : g
1 En anglais : Pomegranate ou Pome Granate.
1 En allemand : Granatapfelbaum, Granatbaum, Gemeine Granat, Balluster
[1 En espagnol : Granado coltivado, Mangrano.

] En italien : Granato. (zeghad, 2018)
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1.3.4. Origine géographique et repartition

Le grenadier est originaire du nord de I’Iran et de 1’Afghanistan ou il couvre de grandes
¢étendues a 1’état spontané depuis plus de 4000 ans. On le retrouve également sur des bas-reliefs
égyptiens datant de 2500 ans avant le Christ et au jardin botanique de Thoutmosis Il créé en
1450 avant JC (Elodie, 2009). Des principaux pays de culture du grenadier sont 1’Iran,
I’ Afghanistan la Turquie, le Turkestan (U.R.S.S). Sa culture est développée autour du Bassin
Méditerranéen ou son exploitation commerciale est développée : en Espagne principalement et
aussi en Italie, en Grece et au Maroc de facon importante. Il fut introduit en Algérie par les
Phéniciens principaux centre de culture en Algérie : ig, Mohammedia, Relizane (1’oranie en
générale) et quelques points de la Mitidja. Malheureusement dans la plus part des cas le manque
de soin et I’état d’abandon font que le fruit renferme le plus souvent des grains petits, acides, a
pépin volumineux a cloison adhérente qui rendent la consommation désagréable (1.T.D.A.S,
2003, in, Zerrouk, 2018).

1.3.5. La production de grenade en Algérie

Bien que le grenadier soit peu exigeant, les plantations ne sont pas trés importantes en Algérie.
Il existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités tres différentes. Plusieurs sortes de
grenadier sont signalées dans des petites jardins en Kabylie, on ne connait que leur appellation
locale (Lahlou, EImouze,...).Quatorze variétés sont actuellement autorisées a la production et a
la commercialisation par I'Etat (INRAA, 2006)

1.3.6. Classification Botanique

Le grenadier, Punica granatum L. a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en

1953. Cette classification encore adoptée est décrite dans le tableau 06 (Spichiger et al., 2002).

Tableau 5 : Classification botanique du grenadier (Spichiger et al., 2002)

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Magnoliopsida

Ordre Myrtales

Famille Punicaceae (Lythraceae)
Genre Punica

Espéce Punica granatum
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Il convient donc de retenir que dans cette nouvelle classification, la famille des Punicacées
n’existe plus. Le grenadier appartient a la famille des Lythracées, famille comportant 30 genres

et 600 espéces (Wald, 2009).
1.3.7. Description botanique

Le grenadier (Punica granatum), un gros buisson ou arbuste assez épineux, au feuillage caduc
et de bel aspect. Il est depuis longtemps cultivé a but ornemental et pour ses fruits comestibles.
Ses fruits possédent de nombreuses graines, chacune enrobée dans une pulpe gélatineuse rouge
cramoisi, le tout entouré dans une peau (écorce) coriace dont la couleur peut aller du jaune au
rouge foncé (Hmid, 2013) (Figure 05).

a- Les feuilles

Du grenadier sont opposées ou sous-opposeées, luisantes, étroites, et de forme oblongues,
entiéres, de 3a 7 cm de long et de 2 cm de large. Ses fleurs sont rouge vif, de 3 cm de diameétre
et ayant cinq pétales (souvent davantage sur les plantes cultivées). Elles sont hermaphrodites,
portant de 4 a 8 sépales coriaces et un méme nombre de pétales rouges, de nombreuses étamines
et un nombre variable de sépales, qui constitue I'ovaire inferieur. Son fruit est une baie, dont la
taille varie entre celle d’une orange ou d’un pamplemousse, de 7 a 12 cm de diametre, de forme
hexagonale arrondie ; son écorce est épaisse, rougeatre et contient de nombreuses graines. Les
fruits du grenadier ont un taux de respiration faible et un rythme respiratoire non climatérique
(Ben-Arie et al., 1984).

b- Les fleurs

La période normale de la floraison de différents cultivars de grenadier se produit généralement
entre le mois de mars et de mai. Elle dure jusqu’a 10 —12 semaines et voire plus selon les

variétés et les conditions géographiques (Ben-Arie et Segal, 1984).

Sur le plan de la biologie florale, le grenadier est une espece monoique qui développe, sur le
méme arbre, des fleurs hermaphrodites fertiles en formes de "vase", et des fleurs méles stériles

avec un style trés court et des ovaires atrophiés (Melgarejo et Salazar, 2000).
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c- fruit

Le grenadier, bien conduit entre en production a partir de la quatriéme année. La période de
maturité des grenades a lieu entre la fin du mois d'aodt et de decembre. Le fruit du grenadier
est une baie ronde a écorce dure, sa taille est d’'une pomme ou d’une orange, son diametre varie
entre de 2 & 12 cm (Chakass et Carbonnier, 2007). Il est tres coloré, Fruit Le grenadier, bien
conduit entre en production a partir de la quatrieme année. La période de maturité des grenades
a lieu entre la fin du mois d'ao(t et de décembre. Le fruit du grenadier est une baie ronde a
¢corce dure, sa taille est d’'une pomme ou d’une orange, son diamétre varie entre de 2 a 12 cm
(Chakass et Carbonnier, 2007). Il est trés coloré, généralement de teint rouge vif, peut, selon
les variétés, avoir une peau lisse de teinte blanc- jaunatre, ou jaune foncé marbré de rouge ou
encore violet trés foncé de 1’extérieur et d’un beau jaune a I’intérieur du fruit (Erkan et Kader,

2011).
d- Laracine

La racine est ligneuse, noueuse, dure et trés fibreuse. Elle posséde une écorce d’un millimétre
d’épaisseur environ, qui se présente sous forme de fragments irréguliers. La face interne jaune
verdatre est lisse et finement striée longitudinalement, et face externe de la racine du grenadier

est grise jaunatre ou brunatre, et contient des rides ou de larges fissures (Wald, 2009).
e- L’écorce du fruit de grenadier

L’¢écorce du fruit de grenadier est également appelée malicorium. Elle a une couleur rouge ou
jaune beige a épaisseur de 2 a 3 mm. Elle est la partie dure du fruit. Elle est généralement
utilisée sous la forme séche ou verte rougeatre a I’extérieur, brillante, jaunatres sur la face
intérieure, concave, portant souvent I’empreinte des graines qui y étaient appliquée. La saveur

de I’écorce de grenadier est ameére et astringente (Wald, 2009).
1.3.8. La composition phytochimique de Punica granatum L.
La grenade est le « fruit du paradis ». Elle occupe une place traditionnelle et regoit un regain
d’intérét sans précedent des chercheurs et des consommateurs. Les écorces de ce fruit ont un

potentiel thérapeutique non négligeable en raison de leur richesse en composés bioactifs
(Tableau 3) (DIB. N et Al.,2023).
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Tableau 6 : composition phytochimique de Punica granatum L.(Parseh et al., 2012).

Composant de I'usine Constituantes

Jus de Grenade Anthocyanes, glucose, acide ascorbique,
acide ellagique, acide gallique ; caféique
acide ; catéchine, EGCG, quercétine, rutine ;
nombreux minéraux, notamment fer ; acides

aminés

Huile de graines de grenade Acide punicique a 95 % ; dautres
constituants, y compris l'acide ellagique ; les

acides gras ; stérols.

Péricarpe de grenade (écorce) Punicalagines; acide gallique et autres acides
gras; catéchine, EGCG; quercétine, rutine et
autres  flavonols; flavones, flavonones;

anthocyanidines

Feuilles de grenade Tanins (punicaline et punicafoline); et des
glycosides de flavones, y compris lutéoline et

apgeénine

Fleurs de grenade Acide gallique, acide ursolique ;
triterpénoides, y compris 1’acide maslinique

et asiatigue ; autres constituants non

identifiés

Racines et écorce de grenade Les ellagitanins, y compris la punicaline et la
punicalagine ;  nombreux  pipéridine
alcaloides

1.3.9. Valeur nutritionnelle de la grenade

La grenade est un fruit trés sucré qui peut étre acidulé en fonction de sa présence en acide
citrique. C’est une bonne source de fibres alimentaires et de folate et une trés bonne source de
vitamine C. De nombreuses vitamines du groupe B, et plus particulierement de la vitamine B6
(pyridoxine) sont présentes. La grenade contient également de nombreux oligo-éléments et

minéraux, tels que le potassium, phosphore, calcium, magnésium, fer, zinc et cuivre (Levin,
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1994 ; Roy, 2013). Une grenade pése en moyenne 155 g, soit 117 kcal. Elle apporte en moyenne
100 g, soit 321 KJ (Bekir etal., 2013 ; Orhan et al., 2014)

1.3.10. Bienfaits et propriétés du punica granatum

Le grenadier ou Punica granatum fait partie des especes médicinales les plus anciennement
connues, 1’historique de son utilisation comme plante médicinale date de plus de 3000 ans, ses
fruits ainsi que ses graines, son écorce et ses fleurs sont exploités pour leurs propriétés
thérapeutiques notables (meziani, 2020). Aussi, il est utilisé, de facon empirique, dans les
médecines traditionnelles, pour soigner les maladies gastro-intestinales et les affections
parasitaires. Le grenadier fait I’objet, depuis une dizaine d’années, d’un regain d’intérét, tant
sur un plan médical et pharmacologique que sur le plan cosmétologique. En effet, la grenade
possede des propriétés antioxydantes supérieures a celles du vin rouge ou du thé vert (Wald,
2009).

> Propriété antioxydante

Les grenades sont parmi les fruits les plus riches en composés phénoliques, la composition des
différentes parties du grenadier a montré I’existence de plusieurs types de polyphénols ayant
des propriétés antioxydantes trés importantes a savoir les tannins que I’on trouve en

concentration trés ¢levée dans les tiges et I’écorce du grenadier (Seeram et al., 2006).

L’activité anti-oxydante in vitro de la grenade et de ses produits dérivés a été évaluée par
plusieurs auteurs, qui ont déterminé que la haute capacité anti-oxydante de la grenade et de ses
produits dérivés est due a la présence des punicalagines dans sa composition (Jacob et al.,
2018). Dans le jus de grenade les principaux polyphénols antioxydants sont les ellagitannins et
les anthocyanines. Les ellagitannins comptent pour 92 % de I’activité antioxydante du jus de
grenade et ils sont concentrés dans les écorces, les membranes et les moelles du fruit (Seeram
et al., 2004). Basu et al. (2009) ont démontré, in vitro, que le jus de grenadeet les extraits de
graines du grenadier ont 2 a 3 fois la capacité antioxydante du thé vert, en piégeant les radicaux
libres et en diminuant le stress oxydatif des macrophages et la peroxydation lipidique chez les

animaux.

La capacité antioxydante de I’écorce de grenade était positivement corrélée avec leur contenu
en polyphénol. Les polyphénols les plus abondants dans les écorces de la grenade sont les
ellagitanins, qui sont des esters de I'acide hexahydroxydiphenique (HHDP), Punicalagine (PG)

est le principal ellagitanin de la peau de grenade, et son contenu peut atteindre 65,75% du total
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des polyphénols écorce de grenade. Punicalagine (PG), Punicallin (PL) et acide ellagique (AE)
existent naturellement dans la peau de grenade, ils auraient une gamme d'activités biologiques.
AE, PL et PG présentent tous de fortes activités antioxydantes in vitro, mais leurs capacités
antioxydantes relatives variaient de différents types de radicaux libres. AE est plus efficace que
PL et PG dans la protection contre les dommages oxydatifs in vivo, en particulier pour les

Iésions intestinales (Sun Yuging et al., 2017).

D’autres ¢études ont démontré que l'extrait de la peau de grenade diminue la peroxydation

lipidique dans les tissus hépatiques, cardiaques, et rénaux (Parmar et al., 2007).
> Propriétés antioxydants du jus de grenade par rapport aux autres fruits

Dans une étude Azadzoi et al. (2006), basée sur I'analyse spectrophotométrique du jus de
grenade, du vin rouge, du jus de myrtille, du jus de canneberge (cranberry), du jus d'orange et
du thé vert, on constate que le jus de grenade possede la plus forte capacité de destruction des
radicaux libres. Le jus de grenade serait le plus efficace de ces jus de fruits pour diminuer

I'oxydation des LDL et inhiber le stress oxydatif cellulaire dans les macrophages.

D'autres expériences ont été menées afin de comparer le pouvoir antioxydant du jus de grenade
a celui d'autres jus de fruits. Les résultats de celle-ci sont répertoriés dans le tableau qui suit.
Dans ces expériences, d'une part, la teneur en polyphenols des jus de fruits a été mesurée (Afaq
et al., 2005).

Tableau 7 : Comparaison entre le jus de grenade et le jus d’autres fruits : concentration en

polyphénols et activité antioxydante. (Seeram et al., 2006)

Jus de fruit concentré Concentration en Capacité a bloquer les
polyphénols (mmol/L) radicaux libres (% de
réduction)

Grenade 5.0 95
Prune rouge 4.5 80
Grappe de raisin 3.3 47
Canneberge 2.5 47
Kiwi 2.2 70
Orange 1.6 11
Pamplemousse 1.5 16
Pomme 1.4 55
Ananas 1.1 27
Poire 1.1 5
Péche 1.0 30
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» Activité anti-inflammatoire

Des études in vivo ont démontré que I'huile de graines pressées du grenadier inhibe la cyclo-
oxygeénase et la lipo-oxygénase. La cyclo-oxygénase, enzyme clé dans la conversion de l'acide
arachidonique en prostaglandines, a été inhibée de 37% par I'extrait d'huile de graines pressees.
La lipo-oxygénase, qui catalyse la conversion de I'acide arachidonique en leukotrienes, ont eté
inhibés de 75% par le méme extrait (Schubert et al., 1999). Des rats obeses ayant recu une
supplémentation de jus de grenade ou d’extraits de fruits de grenadier montrent une diminution
significative de l'expression des marqueurs de I’inflammation vasculaire, la trombopondine et
la cytokine (Bakhtaoui, 2019). Cependant, les propriétés anti-inflammatoires du grenadier dans
la protection de I’endothélium et dans la diminution de I'athérosclérose n'ont pas été encore

validées par des essais cliniques chez I'hnomme (Bakhtaoui, 2019).

» Activité anticancéreuse

Le cancer décrire le phénomeéne de croissance cellulaire sans contréle. De nombreux facteurs
contribuent a son développement (Aiche, 2016). Les ROS représentent un facteur causal dans
le développement du cancer. Des dommages importants aux ROS de I'ADN conduisent
finalement a des mutations somatiques et tumeurs des organes.

Le tanin, l'acide ellagique, 'acide phénolique, 1'acide caféique, la flavone cestrogénique, la
lutéoline et l'acide gras triénoique conjugué, l'acide punicique, sont des composés a action
anticancéreuse connus trouves en quantités substantielles dans les pelures, le jus et I'huile de

graines fruit de grenade (Lansky, 2005).

EPG réduise le risque de cancer de la peau en inhibant la prolifération des mélanocytes et la
synthése de mélanine. Plusieurs études ont confirmé la capacité des ellagitannins (50010 000
mg /1) de EPG a inhiber la génération de radicaux libres dans la peau humaine irradiée aux UVA
et UVB, ainsi la protéger de la Fragmentation de I'ADN, les brllures cutanées et la
dépigmentation. Dans des études antérieures, 1'application d’EPG et la génistéine (isoflavone)
présentent une inhibition significative plus éleve de cellules MCF-7, et effets cytotoxiques dans
le traitement des cellules cancéreuses du sein.
en outre, EPG a montré le potentiel d’inhibition de I’expression du géne rapporteur dépendant

du facteur nucléaire kappa B (NFkB) associée a la prolifération, l'invasion et la motilité dans

les phénotypes agressifs du cancer du sein (ismail, 2012) .
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> Propriétés reproprotectrice

Une étude menée sur des rats a démontré une relation positive entre la consommation de jus de
grenade et les parameétres de qualité du sperme. Une augmentation significative de la
concentration du sperme épididymaire, de la mobilité des spermatozoides, de la densité des
cellules spermatogéniques, du diamétre des tubules séminiféres, et de I’épaisseur de la couche
des cellules germinales ; ainsi qu'une diminution du taux de spermatozoides anormaux. Cette
amélioration de la qualité du sperme est due a la capacité antioxydante accrue du jus de grenade

a protéger les spermatozoides sains contre les dommages de la peroxydation (Turk et al., 2008).
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Wateniele & Hettodes
2. Matériels & Méthodes

2.1. Matériels
2.1.1 Matériel biologique

Des rats méles adultes de la souche Wistar (230 + 30g), fournis par I'Institut Pasteur d'Alger,
ont été utilisés pour ce travail. Les animaux étaient maintenus dans des conditions bien
contrélées (température de 22 + 2°C et cycle photopériodique de 11h lumiére/13h obscurité),
avaient acces a I'eau ad libitum et étaient nourris avec un régime alimentaire équilibré, achetés
auprés du complexe agroalimentaire (El-Kseur, Bejaia). Les animaux ont été soumis a une
période d'adaptation de 21 jours pour s'adapter a 1’animalerie du Département de Biologie de
I’université de Badji Mokhtar-Annaba.

2.1.2. Matériel Chimique

Pour notre expérimentation, on a utilisé le toluéne (pureté 99,5%) fourni par Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). C'est un composé monocyclique de la famille des hydrocarbures
aromatiques et de la formule chimique C7Hs

2.1.3. Matériel végétal

Des fruits mdrs de Punica granatum L. ont été récoltés dans une ferme locale de la région d'El-
Tarf (Algérie). Le fruit entier a été lavé, puis pelé manuellement sans séparation des graines.
Les écorces ont été conservées, coupées en petits morceaux homogeénes. L'extrait aqueux a été
préparé en macérant les petits morceaux d’écorce avec un volume d'eau distillée et combiné a
température ambiante pendant 72 heures avec agitation occasionnelle (Deore Leena et al.,
2016). L'extrait d’écorce a ensuite été filtré a travers des compresses Stériles ; enfin, le filtrat a

été congelé en aliquotes de 30 mL, stocké a 4°C et décongelé au besoin.

Tableau 8 : Caractéristiques géographiques et climatiques du site de récolte.

Plante Station Latitude Longitude Sol

bioclimatique

Punica granatum | Sidi Djemil-Besbes | 36.6710281 | 36° 40" 15.7"" N | Humide
(El Tarf-Algérie) 7°46'24.3" E




Figures 5 : Préparation de I’extrait aqueux décorce de Punica granatum

2.2. Méthodes
2.2.1. Répartition et traitement des rats

Apres la phase d’adaptation, les rats ont été répartis en 5 groupes gardés dans les mémes
conditions a raison de 10 rats pour chaque groupe (n =10). Le traitement a été effectué par voie

orale, quotidiennement pendant 40 jours comme indiqué dans le tableau 9.

Tableau 9 : Les différents groupes des rats

Groupes Traitement
T Rats témoins, ont recu I’eau de robinet
H Rats traités avec 0,3 ml d'huile de mais
FPAE Rats traités uniqguement avec l'extrait aqueux d'écorce fraiche de grenade a raison
de 400 mg/kg pc
Tol Rats exposés au toluéne dilué dans I’huile de mais a une dose de 550 mg/kg pc
FPAE-Tol | Rats traités par la combinaison de toluéne dilué¢ dans I’huile de mais (550 mg/kg
pc) avec I’extrait aqueux d'écorce de grenade (400 mg/kg pc).

2.2.2. Sacrifice des Animaux et Préparation des Echantillons

A la fin de la période de traitement, les rats ont été sacrifiés aprés un jetine de 12 heures. Des
échantillons de sperme ont été immédiatement collectés pour des analyses spermatiques. Les
organes ont été dissequés et nettoyés des tissus adipeux, peses, et un fragment a été conserve a
-20°C jusqu'a utilisation pour étudier les parameétres de stress oxydatif. Les différentes étapes

du protocole réalisé dans cette expérimentation ont été schématisées dans la figure 6.
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50 rats males wistar

adultes

21 jours d’adaptation

Groupe (T) Groupe (H) Groupe (Tol)
(Eau de robinet) (1.25 ml/kg pc (550 mg/kg pc
Huile de mais) toluene)

Groupe (FPAE) Groupe (FPAE-Tol)
(400 mg/kg pc Extrait (550 mg/kg pc toluéne+400
aqueux d’écorce de mg/kg pc extrait aqueux

grenade) d’écorce de grenade)

45 jours de traitement

l
Décapitation ]]

Prélévement de sperme Préelévement des organes

Analyse de biologie des Poids absolu des
spermatozoides : organes :
Motilité totale, Testicule, épididyme.

progressive, non

progressive, immobile Dosage des parametres

de stress oxydant :

MDA, GSH, GPX.

Figure 6 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

31



aténiets & Meéthodes
2.2.3. Poids absolu des organes

Apres la dissection, les testicules et 1’épididyme ont été prélevés et débarrassés de leurs tissus
adipeux et rincés dans un sérum physiologique (NaCl a 0,9%) puis pesés pour déterminer leur

poids absolu. Le poids des organes a été mesuré a 1’aide d’une balance de précision (KERN

PRS 320-3).
2.2.4. Détermination de la biologie des spermatozoides

Pour évaluer les caractéristiques de la qualité du sperme, nous avons utilisé I'analyse de sperme
assistée par ordinateur (systeme CASA) (Barcelone, Espagne). Ce systéme est capable d'offrir
une variété de parametres du sperme, c'est-a-dire la concentration en spermatozoides, la motilité
totale, la vitesse, et le pourcentage de spermatozoides mobiles linéaires, mobiles non progressifs
et immobiles. Le sperme collecté a été obtenu de la queue de 1’épididyme ; l'analyse a été
réalisée immédiatement apres une dilution du sperme au rapport 1:8 dans une solution
physiologique de NaCl & 0,9%. Une goutte de sperme dilué a été transférée avec une
micropipette dans une chambre de comptage GoldCyto de 20 um. Cette préparation est
examinée au microscope maintenu a une température de 37 °C (Nikon-eclipse E200, Barcelone,
Espagne) et intégrée dans le micro-ordinateur en utilisant le contraste de phase négative (x4)

combiné avec un condenseur de contraste de phase.

2.2.5. Dosage des parameétres de stress oxydant
» Dosage du malondialdéhyde (MDA)

-Principe

Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres. Dans notre étude, les taux du MDA
testiculaire, épididymaire, hépatique et rénal ont été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al.
(1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA et
I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les

solvants organiques comme le butanol.
-Préparation de I’homogénat
250 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 2.5 mL d'une solution de tampon phosphate

(0,2 M, pH 7,4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur ultra son pendant 30

secondes pour obtenir un homogénat.
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-Mode opératoire

e Prélever 0,5 mL de I'hnomogénat.

e Ajouter 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.

e Ajouter I mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

e Meélanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C pendant 15 minutes.
Refroidir et additionner de 4 mL de n-butanol.

e Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

e Récupérer le surnageant, et lire la densité optique & 530 nm contre le blanc.

-Calcule de la concentration du MDA

La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/ gramme de tissu. Elle est
obtenue grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1°,3,3’-tetraethoxypropane faite dans

les mémes conditions.

» Dosage du glutathion réduit (GSH)

-Principe

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de (Weckbecker et Cory ,1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une
déprotéinisation de ’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements

thiol spécifiques du glutathion. Selon la réaction suivante (Figure 7) :

COOH :
COOH
Aduto Glutationa-
COOH

ac. 2-nitro-5-mercapto-benzoico

GSH + (GSTNB)
; COOH
L-Glutationa  ac. 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico) &c. 2-nitro-5- mercaplo benzdico
{reduzida) (DTNB)

Figure 7 : Le principe du dosage du glutathion
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-Préparation de I’homogénat
200 mg de chaque tissu ont été mis en preésence de 8 mL d'une solution d'acide éthyléne diamine
tétra acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyés a froid en utilisant un broyeur ultra son (4
°C) pour obtenir un homogénat.
-Mode opératoire

e Prélever 0,8 mL de I’homogénat.

e Déprotéiniser en ajoutant 0,2 mL d'une solution d'acide sulfosalicylique (SSA) 0,25 %.

o Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

e Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

e Prélever 0,5 mL du surnagent. Ajouter 1 mL du tampon Tris (0,4 M) + EDTA (0.02 M
d’EDTA), pH 9,6.

e Mélanger et ajouter 0,025 mL de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu).

e Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui se
développé instantanément.

e Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

-Calcule de la concentration du GSH

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante : GSH (nmol/GSH/mg
protéines) =

e DO: Densité optique.

e 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8mL homogénat + 0.2 mL
de I’acide salicylique).

e 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 mL surnageant +1 mL Tris + 0.025 mL DTNB).

¢ 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

¢ 0.8: Volume de I’homogénat.

e 0.5: Volume du surnageant.

» Dosage de ’activité du glutathion peroxydase (GPx)
-Principe
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été¢ mesurée par la méthode de (Flohé

et Gunzler, 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H202)
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en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence

de la GPx selon la réaction suivante :

H202 + 2 GSH GSSG + 2 H20

-Préparation de I’homogénat

Le dosage de la glutathion peroxydase a été fait au niveau du foie, et des reins. 250mg de
chaque tissu ont été mis en présence de 2,5mL d'une solution TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur ultra son pendant 30 secondes

pour obtenir un homogénat.
-Mode opératoire

e Prélever 0.2 mL de I'homogénat.

e Ajouter 0.4 mL de GSH (0,1 mM). Ajouter 0.2 mL de la solution tampon TBS (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).

e Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

e Ajouter 0.2mL de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes.
Ajouter 1 mL de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

e Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

e Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

e Prélever 0,48 mL du surnageant.

e Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS.

e Ajouter 0,32 mL de DTNB (1 mM)

e Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
-Calcule de I’activité enzymatique de la GPx

La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

Q =DO étalon

e Q : Quantité de GSH disparue (oxydée)

¢ DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
¢ DO ¢étalon : Densité optique de 1’étalon.

¢ 0.04: Concentration du substrat (GSH).
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Q

L’activité de la GPx (nmol/GSH/min/mg protéines) =

mg protéines

2.2.6. Etude statistique des résultats

Tous les résultats des analyses effectués ont été exprimes en Moyenne+SEM a 1’aide du logiciel
Prism7. Les comparaisons de données entre les différents groupes traités ont été effectuees par
le test one-way ANOVA (Tukey’s multiple comparison test). Les résultats sont significatifs a
p<0,05.

a : comparaison avec le groupe témoin (T) ; b : comparaison avec le groupe H ; ¢ : comparaison

avec le groupe FPAE ; d : comparaison avec le groupe Tol.
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3. Résultats
3.1. Poids absolu des testicules

D’aprés les résultats obtenus dans la figure 8, une diminution significative du poids absolu des
testicules a été enregistrée en comparant le groupe traité au Toluene (Tol) avec les groupes
témoins (T, H, FPAE). En revanche, la combinaison de Toluéne avec 1’extrait aqueux d'écorce
de grenade (FPAE-Tol) a augmenté le poids absolu des testicules de maniére non significative

par rapport au groupe Tol.

2.0
=i o —_ - abc
= 1.54
2
% 1.0
=
% 0.5
=

0.0 T I I

T H FPAE Tol FPAE-Tol

Figure 8 : Poids absolu des testicules (g) chez les différents groupes des rats (M+SEM)

apres 45 jours de traitement.

3.2. Poids absolu d’épididymes

Nos résultats ont montré d’une part une diminution non significative chez le groupe de toluéne
Tol par rapport aux groupe témoins T et témoin positif ; d’autre part une diminution
significative a été enregistré chez le méme groupe par rapport au groupe FPAE. Nous avons
constaté aussi une légére augmentation chez le groupe FPAE-Tol traité avec la combinaison de

Toluéne avec I’extrait aqueux d'écorce de grenade par rapport au groupe Tol (Figure 9).
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Figure 9 : Poids absolu des épididymes (g) chez les différents groupes des rats (M+SEM)

apres 45jours de traitement.
3.3. Motilité des spermatozoides

D'apres les résultats obtenus dans les figures 10 et 11, on a observé une diminution significative
du motilité totale, progressive et non progressive des spermatozoides, tandis que le pourcentage
de spermatozoides immobiles a significativement augmenté chez les rats du groupe Tol par
rapport aux groupes témoins. Toutefois, I'administration de PAE avec Tol a significativement
augmenté la motilité et a diminué le pourcentage de spermatozoides immobiles par rapport au

groupe traité avec le toluene seul.

100 —
=
?; 80 - T
3 T
= 60-
@
= 40—
=
= 20—

u 1 1

T H FPAE Tol FPAE-Tol

Figure 10 : Motilité totale des spermatozoides dans différents groupes expérimentaux
(M = SEM).
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Figure 11 : Motilité progressive et non progressive et spermatozoides immobiles dans

différents groupes expérimentaux (M = SEM).

3.4. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Selon les résultats décrits dans la figurel2. On a remarqué une augmentation significative du

taux du MDA testiculaire chez les rats traités par le toluéne par rapport aux rats témoins (T, H,

FPAE). En revanche, les rats traités par la combinaison (FPAE-Tol) montrent une réduction

significative du taux de MDA en comparaison aux rats intoxiqués par le toluéne.

= 0.6

oy abc
=TH

=

= 0.4

=
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=
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<
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= T H FPAE Tol FPAE-Tol

Figure 12 :

Taux du MDA testiculaire (nmoL/ mg prts) dans différents groupes

expérimentaux (M £ SEM)
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3.5. Taux du glutathion réduit (GSH)

Le traitement des rats par le Toluéne a entrainé une diminution significative de la teneur
testiculaire en glutathion (GSH). Par contre, la combinaison du toluéne avec 1’extrait aqueux
de I'écorce de grenade (Tol-PAE) a augmenté significativement le taux de GSH dans les

testicules comparativement au groupe Tol (Figurel3).

410

30

SH Testicules (nmol./meg Prts)

p
i

H I'PAE Toal FPAE-Tol

(

Figure 13 : Taux du GSH testiculaire (nmoL/ mg Prst) dans différents groupes

expérimentaux (M SEM)
3.6. Activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPXx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) montre une diminution significative
au niveau des testicules chez les rats traités au toluene par rapport au rats témoins (T) et ttémoins
positifs (H, FPAE). Par contre, le groupe traité par la combinaison FPAE-Tol montre une

élévation significative de taux de GPx par rapport aux rats traités au toluéne seul (Figurel4).

0.5 -

0.4 4

0.3 4

0.0

T H FPAE Tol FPAE-Tol

GPx Testicules (nmol. GSH/mg Prts)

Figure 14 : Activite enzymatique de GPx testiculaire (nmoL GSH/ mg Prts) dans différents

groupes expérimentaux (M £ SEM)
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4. Discussion

Les humains sont exposés a de nombreux agents environnementaux qui peuvent nuire a leur
capacité de reproduction. La fonction reproductive masculine est connue pour étre trés sensible
a de nombreux agents chimiques et physiques généres par les activités industrielles ou agricoles
(Sharpe et Irvine, 2004). La nécessité d'un traitement efficace pour lutter contre I'intoxication
par ces agents chimiques est une préoccupation majeure liée a l'exposition a ces substances.
Cette toxicité peut étre atténuée grace a l'utilisation de mécanismes de défense antioxydants,
qui réduisent ou €liminent les especes réactives de 1'oxygene et les radicaux libres (Halliwell et

Gutteridge, 2015).

Le systeme de défense antioxydant naturel joue un rdle crucial dans la neutralisation de
nombreux effets toxiques dans l'organisme (Farouk et al, 2021). Ces derniéres années, la
recherche sur les plantes médicinales a attiré une attention globale surtout sur les plantes
utilisées dans la médicine traditionnelle comme un complément ou un traitement des maladies
humaines, parce que ces plantes sont riches en métabolites secondaires tels que les composés
phénoliques, les tanins, les flavonoides..., qui ont plusieurs propriétés : antimicrobienne,
antioxydante, ... (Atanasov ef al., 2015). Dans ce contexte, L’objectif de notre étude a été
d’évaluer les effets subchroniques du toluéne administré par voie orale sur quelques marqueurs
de reproduction et de stress oxydatif chez les rats males Wistar. De plus, nous avons également
cherché a déterminer les propriétés antioxydantes de l'extrait aqueux de l'écorce de Punica

granatum contre ces altérations.

Des ¢études menées ont confirmé 1’effet reprotoxique des solvants, et ont démontré que les
testicules sont les organes cible aux produits toxiques déversés dans I’environnement (Ren et
al., 2005). Au cours de cette ¢tude nous avons constaté que le toluene a induit une réduction
significative du poids absolu des testicules. Cela est en parfait accord avec les travaux de Djemil
et al. (2015). Plusieurs études ont montré que les xénobiotiques influencent directement la
fonction des cellules de Sertoli, entrainant une altération de la spermatogenése et une
désorganisation de I'épithélium, pouvant conduire a une atrophie tubulaire (Chouabia et al.,
2021). La diminution de la masse testiculaire peut également étre corrélée a une réduction de
la synthese de la testostérone, laquelle est associée a une diminution de la prolifération et de la
maturation des cellules germinales dans les tubules séminiféres (Nakai ez al, 2003). Cela

entraine finalement une baisse de la production et du nombre de spermatozoides.
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De maniére cohérente, le toluéne provoque une diminution de la motilité des spermatozoides.
La motilité des spermatozoides est la capacité des spermatozoides a se déplacer activement et
efficacement. Elle est un élément essentiel pour I'évaluation de la fertilit¢ masculine. Il a été
documenté que les solvants tels que le toluéne peuvent interférer avec les voies de signalisation
cellulaire qui régulent la motilité des spermatozoides. Selon Tillar et al. (2002) ; Del Re et al.
(2006) ; Scior et al. (2009), des niveaux ¢élevés de toluéne entrainent une inhibition de la
fonction des canaux calcique voltage dépendant (CatSper) canaux potassiques (BK et GirK) et

des canaux sodiques sensibles a la tension (Nav).

D'autre part, I'augmentation de la production des ROS peut endommager les structures
membranaires des spermatozoides, perturbant leur mobilité (Kamel et Shehata, 2008 ; Kanter,
2010). Le stress oxydatif peut également endommager les protéines motrices, telles que la
dyneine et la kinésine, qui sont cruciales pour le mouvement des flagelles des spermatozoides

(Aitken et Baker, 2006 ; Kamel et Shehata, 2008).

Dans le contexte de la toxicité du toluene, la surproduction d'especes réactives de I'oxygene
(ROS) due au métabolisme du toluéne peut entrainer des perturbations de la fertilit¢ en
submergeant les systémes antioxydants naturels de I’organisme. Le taux de glutathion et la
glutathion peroxydase (GPx) dans les testicules a considérablement diminué chez les rats
exposés au toluene, ce qui était accompagné d'une augmentation des niveaux de
malondialdéhyde (MDA). Ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs de Kamel et
Shehata, (2008) ; AboueeMehrizi et al. (2020). Ces auteurs ont attribu¢ cette diminution
pourraient étre liés a l'augmentation induite par le toluene (Tol) de la génération de ROS
(especes réactives de 1'oxygene), conduisant a la peroxydation des lipides et a 1'épuisement des
antioxydants, ce qui, a son tour, contribue a 'apparition de I'apoptose cellulaire (Ahmed et al.,
2016 ; Fahim et al., 2016). On peut supposer que les diminutions marquées de la concentration
de GSH étaient liées non seulement a la surproduction de ROS, mais pouvaient également
résulter d'une régénération altérée par la GSH réductase qui est 1'enzyme responsable de la
régénération du GSH a partir de sa forme oxydée (GSSG). Une activité réduite de cette enzyme

entraine une régénération insuffisante du GSH (Adzic et al., 2011 ; Yan et al., 2019).

La peroxydation lipidique fournit ainsi une grande variété de produits, le malondialdéhyde
(MDA) est un biomarqueur des dommages oxydatifs des lipides et un produit oxydatif majeur

des acides gras polyinsaturés peroxydés (Uzunhisarcikli ez al., 2011).
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Au niveau des testicules se trouvent une grande quantité d'acides gras polyinsaturés. Ces acides
gras polyinsaturés donnent au plasma des spermatozoides la fluidité dont il a besoin pour
participer aux événements de fusion membranaire associés a la fécondation. Cependant, ces
molécules sont également vulnérables aux attaques des espéces réactives de 1'oxygene (ROS),
initiant une cascade de peroxydation lipidique qui peut compromettre sérieusement 1'intégrité

fonctionnelle de ces cellules (Wathes, 2007).

L'ensemble des résultats suggére qu'une augmentation de la formation de radicaux libres par
rapport a la perte du systéme de défense antioxydant peut rendre les testicules plus sensibles

aux dommages oxydatifs conduisant a leur inactivation fonctionnelle (Boujbiha et al., 2009).

Les groupes des rats prétraités par I’extrait aqueux d’écorce fraiche de grenade individuellement
ou en combinaison a été également efficace pour inverser presque tous les changements induits

par le toluéne.

Les valeurs médicinales de la grenade ont fait 1'objet de nombreux rapports. L’activité
antioxydante de ses composés phénoliques a été augmenté le nombre de spermatozoides, leur
motilité et leur viabilité, ainsi qu'il augmentait le diameétre des tubules séminiferes et 1'épaisseur
de I'épithélium (Zeweil et al., 2013 ; Tapias et al., 2014 ; Utomo et al., 2019). 11 a été également
documenté que ces métabolites tels que la catéchine et le quercétine possédent la capacité
d'améliorer la qualité du sperme et de réduire la peroxydation lipidique (Taepongsorat et al.,
2008 ; Boonsorn et al., 2010). Cet effet a été confirmé par la modulation des niveaux de MDA
et de GSH et de I’activité de GPx. Il a été démontré que les constituants actifs de la grenade,
tels que les flavonoides et l'acide ellagique, rétablissent 1'équilibre oxydant/antioxydant en
augmentant la C-glutamyl cystéine synthétase, 1'enzyme critique dans la syntheése de la GSH
(Moskaug et al., 2005). Les auteurs ont également trouvé des preuves que la punicalagine
extraite du jus et de la pelure de grenade augmente l'activité de la paraoxonase sérique, ce qui
peut protéger contre la peroxydation lipidique (Aviram et al., 2008). Le fort potentiel des
composants phénoliques a éliminer les radicaux peut s'expliquer par leur capacité a donner un

atome d'hydrogéne a partir de leurs groupes hydroxyle phénoliques (Mathew et al., 2015).

La présente étude souléve des inquiétudes quant a la santé reproductive des personnes qui sont
professionnellement exposées au toluene, a révélé des effets néfastes significatifs d'exposition
a faible dose de Tol sur la reproduction chez les rats males. L’administration de 1’extrait
d’écorce fraiche de grenade a pu contrebalancer 1'effet négatif du Tol ce qui permis de protéger

les testicules.
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5. Conclusion & Perspectives

Cette etude a exploré les effets néfastes du toluéne, un solvant organique, sur la physiologie
testiculaire chez les rats Wistar et a évalué les propriétés phytoprotectrices potentielles de
I’extrait aqueux d’écorce de Punica granatum contre ces effets. A travers une série d'analyses
nous avons démontré que I'exposition a 550 mg/kg pc de toluéne altérait significativement la

fonction testiculaire. Les résultats obtenus peuvent étre réesumes dans les points suivants :

e La toxicité du toluéne s’est manifestée par une diminution significative du poids absolu
des testicules et des épididymes, motilité totale, progressive et non progressive des
spermatozoides, avec une augmentation significative de pourcentage des spermatozoides

immobile.

e Les marqueurs du stress oxydatif ont démontré une augmentation des teneurs testiculaire
en MDA, en faveur d’un stress oxydatif évident. Les teneurs en GSH et GPx sont

significativement réduites au niveau des testicules chez les rats traités par le toluene.

Le traitement par I’extrait aqueux d’écorce fraiche de Punica granatum a la dose de 400 mg/kg
pc a permis de réajuster la plupart des parametres altérés grace a sa composition riche et variée
en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins, qui ont un

potentiel antioxydant.
e Une amélioration des poids absolus des testicules
e Une augmentation de la motilité des spermatozoides.

e Une réduction de marquer peroxydation lipidique (MDA) avec une élévation de taux de
GSH et de GPx.

Les résultats de cette recherche ouvrent plusieurs avenues pour des conseils et des

investigations futures :

» Une interdiction définitive de cette substance dans de nombreux produits

cosmeétiques et industriels a été recommandée par I’OMS.

» L'utilisation des autres parties du grenadier, telles que les fleurs et les feuilles,

dans le traitement thérapeutique.
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> Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour élucider les mécanismes
moléculaires précis par lesquels Punica granatum exerce ses effets protecteurs.
Comprendre les voies de signalisation impliquées pourrait améliorer le

développement de thérapies ciblées contre la toxicité testiculaire.

» Pour approfondir I'étude sur le systéme radicalaire et évaluer le statut
antioxydant global, il serait pertinent de mesurer d'autres parameétres de stress

oxydatif tels que I'activité de la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase.
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