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Résumé

Dans un premier temps, notre étude a été menée pour évaluer les effets néfastes d’une
exposition subchronique au xyléne, sur la variation des parameétres du stress oxydant au niveau
hépatique et rénal chez des rats males Wistar. Puis pour confirmer le potentiel antioxydant
protecteur et thérapeutique de I'extrait aqueux des graines de la roquette (Eruca sativa) contre
les effets délétéres causés par ce solvant. Cinquante rats males ont été répartis en cing groupes
égaux et traités par gavage pendant 30 jours comme suit : Le groupe témoin (T), le groupe (H),
le groupe témoins positif (EG : 350 mg/kg pc d'extrait aqueux des graines), le groupe (XY : 800
mg/kg pc de xyléne) et un groupe combiné (XYEG). Les résultats obtenus apres I'administration
de xyléne ont indiqué des perturbations dans les paramétres du systéeme hépatique et rénal,
notamment une augmentation notable du poids absolu du foie et des reins et une teneur élevée
en MDA. Parallelement, une réduction significative du taux de glutathion réduit (GSH) et de
I'activité enzymatique de la GPx a été observée dans les organes étudiés. Cependant, le co-
traitement de xyléne avec I’extrait aqueux de roquette (XYEG), a montré un ajustement de ces
perturbations comparativement aux rats traités uniquement par le xyléne, qui se traduit par une
amélioration du poids absolu des organes étudiés et une réduction de la peroxydation lipidique
(MDA) via linduction des antioxydants enzymatiques GSH et GPx. En conclusion,
I'administration de xyléne a induit une hépatotoxicité et une néphrotoxicité chez les rats wistar,
tandis que la combinaison de ce solvant avec I'extrait aqueux d'Eruca sativa (graines) a atténué

I’intensité du stress oxydatif induite par le xyléne et cela grace a leur propriété antioxydante.

Mots clés : Xylene, Eruca sativa, Rats Wistar, Stress oxydatif, Peroxydation lipidique,

Antioxydants enzymatiques.



Abstract

Initially, our study was conducted to evaluate the harmful effects of subchronic exposure to
xylene on the variation of oxidative stress parameters at the hepatic and renal levels in male
Wistar rats. Then to confirm the protective and therapeutic antioxidant potential of the aqueous
extract of rocket seeds (Eruca sativa) against the deleterious effects caused by this solvent.
Fifty male rats were divided into five equal groups and treated by gavage for 30 days as follows
: Control group (T), group (H), positive control group (EG : 350 mg/kg bw aqueous seed
extract), group (XY : 800 mg/kg bw xylene) and a combined group (XYEG). The results
obtained after xylene administration indicated disturbances in liver and kidney system
parameters, notably a significant increase in absolute liver and kidney weights and a high MDA
content. Concurrently, a significant decrease in reduced glutathione (GSH) and GPx enzyme
activity was observed in the studied organs. However, co-treatment of xylene with aqueous
rocket extract (XYEG), showed an adjustment of these disturbances compared to rats treated
with xylene alone, which was reflected by an improvement in the absolute weight of the studied
organs and a reduction in lipid peroxidation (MDA) via induction of the enzymatic antioxidants
GSH and GPx. In conclusion, the administration of xylene induced hepatotoxicity and
nephrotoxicity in Wistar rats, while the combination of this solvent with the aqueous extract of
Eruca sativa (seeds) attenuated the intensity of oxidative stress induced by xylene, thanks to

their antioxidant properties.

Keywords : Xylene, Eruca sativa, Wistar rats, Oxidative stress, Lipid peroxidation, Enzymatic

antioxidants.
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Introduction

Introduction

Les composés organiques volatils (COV) représentent une catégorie importante de polluants
atmosphériques, comprenant une large gamme d'hydrocarbures (Nguyen et al., 2009). Ils sont
souvent mentionnés dans le contexte de la surveillance de la pollution atmosphérique, au méme
niveau des oxydes d’azote, du dioxyde de soufre et de l'ozone (ORS, 2007). Les COV
généralement sont nombreux, mais une attention particuliére est accordée aux composés
organiques volatils monoaromatiques, connus sous l'acronyme BTEX (benzene, toluéne,

¢thylbenzene et xyléne) (IARC, 2012 ; Marc et al., 2014).

Le xyléne est un hydrocarbure aromatique volatil produit par 1'industrie pétrochimique. Il est
largement utilis¢ comme solvant et agent de nettoyage, en particulier dans les secteurs de la
peinture, de 1'impression, du caoutchouc et du cuir (Le Floch ez al., 2012). L'exposition
chronique au xyléne peut provoquer des maladies neurodégénératives, des dysfonctionnements
hépatiques et rénaux, ainsi que des troubles de la reproduction. Ces effets toxiques systémiques
sont dus en grande partie a la persistance du stress oxydatif et aux perturbations qu'il provoque,

via la génération accrue des especes réactives de I'oxygene (ERO) (Wang et Zhang, 2021).

Les antioxydants jouent un rdle crucial dans le maintien de la santé par la protection des cellules
contre les dommages oxydatifs induits par les ERO. Des études montrent que la consommation
réguliere d'aliments riches en antioxydants, notamment les fruits et Iégumes colorés, les noix,
les graines, les 1égumineuses et les céréales completes, permet de réduire le risque de maladies
chroniques liées au stress oxydatif (Prior et al, 2005). La roquette est 1'une des plantes
médicinales importantes, elle est riche en plusieurs antioxydants qui aident a neutraliser les

radicaux libres et a réduire le stress oxydatif dans 'organisme (Spinardi-Arakawa et al., 2017).

La roquette (Eruca sativa) est une plante de la famille des Brassicaceae, originaire de la région
méditerranéenne et largement cultivée dans le monde entier (Alam et al., 2007). Elle constitue
une source riche en substances phytochimiques bénéfiques pour la santé, telles que les
vitamines, les caroténoides, les fibres, les minéraux, les glucosinolates, les isothiocyanates, les
flavonoides et les composés phénoliques (Garg et Sharma, 2014). L'Eruca sativa a de
nombreuses propriétés médicinales, y compris leurs forts effets aphrodisiaques (Razooqi,
2014), antioxydants (Saadi, 2018), anti-inflammatoires (Rani, 2010), hépato- et
néphroprotecteurs (EL sadek et al., 2021).
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Dans ce contexte, I'objectif essentiel de notre travail consiste a évaluer la capacité de la roquette
(Eruca sativa) a réduire le stress oxydatif hépatorénal induit par le xyléne chez les rats Wistar,
en examinant ses effets thérapeutiques potentiels sur les marqueurs du stress oxydatif dans le

foie et les reins.
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Etude bibliographique

I. Etude bibliographique

1. Xyléne

1.1. Définition et propriétés physico-chimiques

Les xylénes (numéro de registre CAS : 1330-20-7) sont des composés aromatiques
monocycliques constitués de deux groupes méthyles liés a un cycle benzénique (formule :
C6H4 [CH3]2) (Gianina, 2010). Il est é¢galement connu sous le nom de xylol, diméthylbenzene,
violet 3, méthyltoluéne, xyléne commercial ou mixte. Il est communément appelé xyléne, en
raison du fait qu'il s'agit d'un isomeére du xyléne qui se présente sous trois formes : le méta-
xyléne (m-xyléne), l'orthoxyléne (o-xyléne) et le para-xylene (p-xyléne) (Aransiola et al.,

2013).

_~_-CH;

X

CHa

Figure 1 : Structure chimique du xyléne (INRS, 2021).

Tableau 1 : Propriétés physiques et chimiques du xylene (Aransiola ez al., 2013).

Poids moléculaire 106.16

Couleur Transparent

Etat physique Liquide

Point d'ébullition 137-140°C
Densité a 20°C 0.864 g/cm3
Odeur Douceur

Solubilité : Eau a 25°C 106 mg/L

Solvant organique (s) Miscible avec l'alcool et 1'éther
Pression de vapeur 6,72 mmHg a 21°C
Température d'auto-inflammation 464°C

Point d'éclair 29°C
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1.2. Sources et utilisations

Les xylénes ne sont pas présents naturellement dans l'environnement, excepté dans la fumée
des feux de forét. Les sources anthropiques de xylénes sont le raffinage du pétrole et I’utilisation
de dissolvants. Il est également présent dans les gaz d'échappement automobile et est émis par
¢vaporation pendant le transport et la distribution d’essence. Les biogaz issus de la
décomposition de déchets industriels et municipaux peuvent contenir également des xylénes
(INERIS, 2004)

Le xyléne est principalement employé comme solvant dans la production de peintures, de
vernis, de colles, d'encres d'imprimerie, ainsi que dans la synthése d'insecticides, de colorants
et dans divers processus industriels tels que la fabrication de caoutchouc et de produits
pharmaceutiques (INERIS, 2006a). En médecine, le xyléne est couramment utilis¢é comme
solvant pour la paraffine, notamment dans les procédés d'enrobage, de coloration et de montage
des préparations anatomiques pathologiques (Arana et al., 2010).

1.3. Devenir des xylenes dans I’environnement

1.3.1. Devenir dans I’atmosphere

La plus grande partie (99,68 %) des xylénes libérés dans I’environnement se retrouve dans
I’atmosphere (INERIS, 2006a). Selon divers calculs, les demi-vies atmosphériques pour les o,
m et p-xylenes sont respectivement de 2,6 h, 1,5 h et 2,4 h (INERIS, 2006a). Les concentrations
de xylénes peuvent étre plus élevées a l'intérieur qu'a l'extérieur pour les raisons suivantes :
présence de produits ménagers, y compris de solvants de nettoyage et de décapants, de
matériaux de construction et d’habitudes telles que le tabagisme (Gouvernement du Canada,
1993b).

1.3.2. Devenir dans les eaux

Les xylénes se volatilisent rapidement dans les eaux de surface. Dans I'eau stagnante d’un métre
de profondeur, leur demi-vie est 5,6 heures et serait plus courte dans les eaux agitées. Les taux
de volatilisation dans les lacs sont de huit jours, et de deux jours dans les riviéres et 36 minutes
a 47 jours dans les ruisseaux cours d'eau et les rivieres (Gouvernement du Canada, 1993b).
La variation des données s'explique par les différences dans les conditions telles que la
profondeur et le débit. Aucune donnée n'est disponible sur le devenir des xylénes sous la glace.
De plus, apres certaines études, I’o-xyléne s’est avéré étre moins biodégradable que le m-xyléne
ou le p-xyléne (INERIS, 2006a). Les concentrations de xylénes dans les eaux de surface sont
au moins 100 fois inférieures au seuil d’apparition des effets toxiques chez les espéces

aquatiques les plus sensibles (Gouvernement du Canada, 1993b)
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1.3.3. Devenir dans les sols
Le taux de volatilisation des xylénes incorporés au sol diminue rapidement en fonction de la
profondeur du sol (Gouvernement du Canada, 1993b). De plus, dans les sols plus profonds,

les xylénes ont tendance a étre lixiviés (INERIS, 2006a).

1.4. Toxicocinétique

Chez I’Homme comme chez 1’animal, les xylénes sont principalement absorbés par inhalation,
quel que soit I’isomere considéré, et se distribuent dans les tissus riches en lipides. La quasi-
totalit¢ des xylénes absorbés est métabolisée dans le foie pour former des acides

méthylhippuriques, ¢éliminés dans les urines (INRS, 2021).

1.4.1. Absorption

Les xylénes sont rapidement absorbés par la voie respiratoire. Dans les dix premiéres minutes
d’exposition, la quantité de xylénes absorbée correspond a environ 65 % de la quantité inhalée
(INRS, 2009). Les taux de rétention pulmonaire sont similaires pour tous les isomeres de
xylénes (ortho-, méta-, para) et ils sont indépendants de la concentration dans 1’air ou de la
durée de I’exposition. Les xylénes liquides sont absorbés par la peau ; pour le m-xyléne liquide,
I’absorption cutanée est 2 ug/cm?mn lors d’une exposition de 15 minutes dans une atmosphere
contenant 100 mg/m* (CSST, 2007b). Les xylénes peuvent étre absorbés par la voie digestive
mais leur absorption n’est pas bien quantifiée. A la suite de 1’ingestion d’une dose de 40 mg/kg
d’ortho- ou méta — xyléne, des absorptions d’au moins 34 % pour I’ortho-xyléne et 53 % pour

méta-xyleéne ont été observées chez I’humain (CSST, 2007b).

1.4.2. Distribution

Les xylénes sont tres solubles dans le sang et sont facilement absorbés dans la circulation
systémique (CSST, 2007b). La distribution entre le sang et les tissus est atteint en six heures
(INRS, 2009). IIs se distribuent rapidement dans les tissus riches en lipides comme les graisses

et le cerveau (INRS, 2021).

1.4.3. Métabolisme
Méme si le métabolisme chez 1’animal est similaire a celui de I’Homme, il existe des
différences, Chez I’humain, environ 95 % de la quantité¢ de xylénes absorbée sont oxydés dans

le foie et le reste est éliminé sous forme inchangée dans 1’air expiré¢ (CSST, 2007b ; INRS,
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2021). Les xyleénes sont d’abord oxydés en acide méthylbenzoique qui peut se conjuguer
principalement avec la glycine et étre excrété dans les urines sous forme d’acide
méthylhippurique (INERIS, 2006a). Une voie secondaire permet de conjuguer le xyléne avec
l'acide glucuronique et de produire des méthylbenzyls glucuronides. Une oxydation du cycle
benzénique pour former du xylénol (diméthylphénol) représente moins de 3 % du xyléne

métabolisé (U.S. EPA, 2003 ; INRS, 2020).

1.4.4. Elimination

Quelle que soit la voie d’administration, le xyléne est principalement excrété dans les urines,
sous forme d'alcool ou d'acides méthylbenzoiques, puis d'acides méthylhippuriques, et peut
¢galement étre exhalé sous forme inchangée. La demi-vie plasmatique est comprise entre 2,5 et

4 heures (INRS, 2021).

1.5. Effets d'exposition sur la santé

1.5.1. Toxicité aigiie (Effets a court terme)

En cas de faible exposition par inhalation, le xyléne peut entrainer une perturbation du systéme
nerveux central (SNC), se traduisant par des maux de téte, des nausées, des vertiges et des
vomissements. Une exposition a de fortes concentrations peut provoquer une ataxie, une
faiblesse, une confusion, une perte d'appétit et des difficultés de concentration. A des
concentrations tres €élevées, I'inhalation peut causer des 1ésions hépatiques réversibles et parfois
la mort (CNESST, 2019).

Les xylénes (en mélange ou isomeres séparés) provoquent €également des irritations cutanées,
oculaires et respiratoires. Le contact des xylénes en mélange ou du p-xyleéne seul avec la peau,
entraine une irritation modérée ou a sévere (érythéme et cedéme, voire nécrose superficielle)

(INRS, 2021).

1.5.2 Toxicité sub-chronique et chronique (Effets a long terme)

Pour des expositions sub-chroniques ou chroniques au xyléne (par inhalation), le systéme
nerveux central est l'organe cible le plus sensible (ANSES, 2020). Parmi les symptomes les
plus courants apres une exposition chronique au xyléne, on trouve les maux de téte, les nausées,
les vertiges tremblements, ataxie, fatigue, agitation, confusion et troubles de la parole, de

'équilibre, du sommeil et de la mémoire (ATSDR, 1995).
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1.5.3. Effets neurotoxiques (sur le systéeme nerveux)

Indépendamment de la voie d'exposition, le xyléne agit sur le systéme nerveux central et
provoque des effets neurocomportementaux. Les concentrations ¢levées entrainent des effets
ototoxiques. Par voie orale, de nombreuses études ont rapporté des spasmes et des changements
de comportement (impulsivité, agressivité) chez le rat, tandis que chez les souris, des
tremblements, une paralysie partielle des pattes postérieures et une faiblesse générale ont été
signalés. Par inhalation, des changements biochimiques ont ét¢ détectées au niveau du cerveau
de rats, notamment une augmentation des niveaux de glutamine et de noradrénaline
respectivement, dans le mésencéphale et I’hypothalamus, et une diminution des niveaux
d'acétylcholine dans le striatum. Une augmentation du taux d’enzymes cérébrales et des
changements comportementaux a également été rapportée chez des rats exposés a 300 ppm d’un

mélange de xylénes pendant 18 semaines (INRS, 2021).

1.5.4. Effets Pneumotoxiques (sur le systéme respiratoire)

Dans les environnements professionnels, la voie respiratoire est souvent la principale voie
d'intoxication, et généralement, la toxicité a long terme est considérée comme modérée (INRS,
2009). L'exposition a des vapeurs de xyléne chauffé dans I'industrie chimique peut provoquer
des difficultés respiratoires et des irritations de la gorge (Narvaez et Song, 2003). D'autres
conséquences respiratoires signalées aprés une exposition professionnelle chronique aux
vapeurs de xyléne incluent une respiration difficile, une irritation des voies respiratoires, une
congestion pulmonaire sévere entrainant des hémorragies et des cedémes pulmonaires (ATSDR,

2007).

1.5.5. Effets cardiovasculaire (sur le systéme cardiovasculaire)

Des études épidémiologiques récentes se sont penchées sur l'effet de la pollution atmosphérique
sur les maladies cardiovasculaires. Elles ont démontré que I'exposition a des concentrations
¢levées de certains composés organiques volatils, notamment les xylénes (méta, ortho et para-
xyléne), était liée a un risque accru d'accidents cardiovasculaires (Ménnisto et al., 2015). Les
réactions cardiaques les plus couramment signalées a la suite d’une exposition aux xylénes
incluent une augmentation des palpitations cardiaques, des douleurs thoraciques, des résultats
anormaux aux électrocardiogrammes (ECG) et des cas d'infarctus du myocarde (Gummin,

2011 ; U.S. EPA, 2012)
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1.5.6. Effets reprotoxiques (sur le systéeme reproducteur)

Des études montrent que les divers composés BTEX (benzene, éthylbenzeéne, toluéne et xyléne)
peuvent affecter le systeme reproducteur par plusieurs mécanismes et sites cibles fortement
interdépendants : Via des effets toxiques et génomiques sur le systéme nerveux central,
I'hypothalamus, 1'hypophyse, les hormones reproductives périphériques, les organes
reproducteurs, les ovocytes et les embryons (Sirotkin et Harrath, 2017).

[J Sur le systeme reproducteur féminin :

Dans les milieux professionnels, les femmes exposées a divers BTEX présentent des taux
réduits d'hormones gonadiques préovulatoires (hormone folliculo-stimulante (FSH), hormone
lutéinisante (LH) et prostaglandine (Chen et al, 2001 ; Reutman et al, 2002). Selon de
nombreuses ¢études sur le développement des rats, le xyléne a des effets embryotoxiques,
notamment le retard du développement embryonnaire, de 1'ossification et des malformations
squelettiques (fente palatine, cotes surnuméraires, etc.) (INRS, 2021).

[ Sur le systéme reproducteur male

Au cours des expositions des travailleurs masculins au xyléne, une diminution de la vitalité et
la mobilité des spermatozoides, et de 1'activité de 1'acrosine a été observée (Xiao et al., 2001).
Des doses de 750 et 1500 mg/kg de xyléne administrées par voie orale ont entrainé une
réduction du nombre de cellules de Leydig matures, de leur taille et du cytoplasme cellulaire,
une diminution du taux protéique des cellules de Leydig et une diminution du taux sérique en

testostérone (Zhu et al., 2021).

1.5.7. Effets hépatotoxiques (sur le systéme hépatique)

Certaines données suggerent des changements métaboliques significatifs résultant de 1'effet des
solvants organiques (benzene, tolu¢ne et xylene) sur le foie (Ketan et al., 2013). Des effets sur
le foie ont été observés apres une exposition au xyléne : Une augmentation du poids du foie
(hypertrophie), une augmentation de 1’activité des cytochromes P-450 hépatique, une induction
enzymatique (augmentation de I’activité des transaminases plasmatiques), un gonflement et une

inflammation hépatocytaire avec cedéme possible (ATSDR, 2007 ; Ketan et al., 2013).
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1.5.8. Effets néphrotoxiques (sur le systéme rénal)

Dans une étude, des effets néphrotoxiques ont été constatés apres une exposition au BTX
(benzeéne, toluéne et xyleéne). Ces effets comprennent une augmentation du poids des reins, des
protéines urinaires et sériques, ainsi que des concentrations sériques de créatinine et de
cholestérol (Ketan et al., 2013). Un autre travail a également montré que le taux d'urée sérique

augmente apres l'exposition a 300 ppm de xyléne technique (Kum et al., 2007).
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2. Stress oxydatif

2.1. Définition :

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes qui possedent un ou plusieurs €lectrons
non appariés dans leur couche externe. Cette caractéristique les rend extrémement réactifs et
capables de provoquer des réactions en chaine dans les cellules de 'organisme (Halliwell et
Gutteridge, 2015). Les principaux types de radicaux libres en biologie sont les espéces
réactives de l'oxygene (ERO) et les especes réactives de 1'azote (ERN). Les radicaux libres
peuvent étre produits de manicre endogeéne par des processus métaboliques normaux, tels que
la respiration cellulaire, ou exogene par des facteurs environnementaux comme la pollution, les
radiations, le tabagisme et les produits chimiques (Lobo et al., 2010).

Le stress oxydatif est défini comme le déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
l'oxygene et de 'azote (ERO/ERN) et la capacité des cellules a les neutraliser par la défense
antioxydante (Persson ef al, 2014). Le stress oxydatif survient lorsque les systemes
biologiques sont confrontés a un exces de pro-oxydants et/ou ont une capacité antioxydante

réduite (Cooke et Davidge, 2003).

2.2. Les especes réactives de 1'oxygéne (ERO) :

Les ERO sont des especes chimiques d'oxygeéne résultant du métabolisme physiologique de
l'oxygene, qui sont capables d'oxyder d'autres molécules (Ozougwu, 2016).

Tableau 2 : Quelques espéces réactives de I'oxygéne important dans les organismes vivants

(Ozougwu, 2016).

RADICAUX LIBRES

Radical hydroxyle OH+
Radical superoxyde 02+
Radical oxyde nitrique NO+
Radical peroxyle lipidique LOO+
Radical hydroperoxyle HOO
NON RADICAUX

Peroxyde d'hydrogéne H202
Oxygene singulet 102
Acide hypochloreux HOCL
Ozone O
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2.2.1. Sources des ERO :

Les ERO sont produits en permanence au cours d'événements physiologiques normaux et
peuvent facilement déclencher la peroxydation des lipides membranaires, conduisant a
l'accumulation de peroxyde lipidique (Gulcin, 2020). La principale source des ERO se trouve
dans la chalne de transport d'¢lectrons (CTE) de la membrane interne de la mitochondrie, ou
I'énergie est générée sous forme d'ATP. Au cours de la CTE, les électrons sont transférés du
NADH et du FADH?2, via quatre complexes liés a la membrane (complexes [ a IV), a 'oxygene,
qui génere finalement de 1'eau. Naturellement, certains électrons s'échappent de la membrane
interne et réagissent avec l'oxygeéne pour former des anions superoxydes (0O2--). Ceux-ci
peuvent ensuite réagir pour générer d'autres formes des ERO telles que le peroxyde d'hydrogene
(H202), les radicaux hydroxyles (OH-) et les hydroxylions (OH-) (Persson et al., 2014).

Tableau 3 : Quelques sources de radicaux libres (Ozougwu, 2016).

Sources internes

Sources externes

Mitochondries

Fumée de cigarette

Phagocytes

Polluants environnementaux

Xanthine oxydase

Rayonnement ionisant

Réactions impliquant le fer et d'autres métaux

de transition

Lumiére ultraviolette

Voies des arachidonates

Certains médicaments, pesticides,

anesthésiques et solvants industriels

Peroxysomes Exposition a l'ozone
Exercice Ions de métaux lourds
Inflammation

Ischémie/reperfusion

2.2.2. Actions biologiques des espéces réactives de 1'oxygene :

2.2.2.1. Signalisation cellulaire :

Les ERO sont impliquées dans la signalisation cellulaire, la régulation des métabolismes et
aussi la modulation de I’expression des geénes. Elles contrdlent ainsi, la croissance, la
différentiation et I’apoptose cellulaires. La production des ERO requis pour la signalisation
redox est principalement induite par la Nox. Divers facteurs de croissance, cytokines stimulent

la production des ERO en activant cette enzyme (Hamma et al., 2015).
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2.2.2.2. Dommages Oxydatifs
Les ERO peuvent causer des dommages aux protéines, lipides et acides nucléiques. Ces
dommages oxydatifs peuvent entrainer des mutations génétiques, la peroxydation lipidique, et

la dysfonction des protéines (Valko et al., 2007).

+ Oxydation de I'ADN :
Les especes réactives de l'oxygene peuvent causer des dommages a I'ADN par le biais
d'oxydations. Ces oxydations peuvent entrainer des altérations de la structure de 1'ADN,
notamment des cassures de brins, des modifications de bases et des liaisons croisées, ce qui
peut compromettre l'intégrité génétique et conduire a des mutations ou a des Iésions
chromosomiques. Elles peuvent également induire des dommages indirects a I'ADN en activant
des processus cellulaires tels que 1'inflammation et I'apoptose, qui peuvent générer des radicaux
libres et d'autres ERO (Valko et al., 2006). Les ERO sont aussi capables d'interagir avec des
protéines impliquées dans la réparation de 'ADN, perturbant ainsi les mécanismes de réparation
de I'ADN et augmentant la probabilit¢ de mutations (Cadet et Wagner, 2013).

+ Oxydation des lipides :
La peroxydation lipidique peut étre induite par des ERO qui perturbent l'arrangement de la
bicouche lipidique de la membrane, ce qui peut inactiver les récepteurs et les enzymes liés a la
membrane et augmenter la perméabilité des tissus. Les produits de la peroxydation des lipides,
tels que le MDA et les aldéhydes insaturés, sont capables d'inactiver de nombreuses protéines
cellulaires en formant des liaisons transversales entre les protéines. Le 4-hydroxy-2-nonénal
provoque 1'épuisement du GSH intracellulaire et induit la production de peroxyde, active le
récepteur de l'acteur de croissance épidermique et induit la production de fibronectine.
(Ozougwu, 2016).

+ Oxydation des protéines :
La toxicité des ERO s’exerce également sur les protéines. Elles sont en effet capables de réagir
avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur fonction. Les
plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la
tyrosine, I’histidine, sur lesquels le radical OH® s’additionne, modifiant la conformation de la
protéine (Koechlin-Ramonatox, 2006). Sur les acides aminés contenant un atome de soufre
tels que la cystéine et la méthionine, 1’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation
de ponts disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs molécules de protéines. Les ERO sont

aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques.
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Parailleurs, le radical OH®, mais aussi 1’anion superoxyde O2°—, s’attaquent également aux
protéines des tissus de soutien, comme le collagéne du tissu conjonctif. ’oxydation de ces
acides aminés conduit a une modification des conformations partiales et a une altération de la
fonction protéique. Les protéines oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement sur un
récepteur ou a fixer spécifiquement un ligand, altérant la signalisation cellulaire (Koechlin-

Ramonatox, 2006).

2.2.2.3. Réponse Immunitaire :

Les ERO jouent un role crucial dans la défense immunitaire. Les phagocytes, comme les
neutrophiles et les macrophages, produisent des ERO pour détruire les agents pathogenes
envahissants. Cette activité antimicrobienne est essentielle pour la protection contre les
infections (Nathan et Ding, 2010). La production de radicaux O2 ¢ , par la Nox2 (une
isoenzyme de la Nox), constitue une étape précoce dans le processus de phagocytose. Elle est
succédée par sa dismutation en H202 et la formation d’acide hypochloreux (HOCI), composé

hautement bactéricide, grace a 1’action de la myéloperoxydase (MPO) (Hamma et al., 2015).

2.3. Les systémes de défense (antioxydants) :

Les antioxydants sont des substances qui peuvent retarder ou inhiber l'oxydation des substrats
biologiques. IIs jouent un role essentiel dans les systemes alimentaires et dans le corps humain
pour réduire les processus d'oxydation et les effets nocifs des ERO (Ozougwu, 2016 ; Gulcin,
2020). Le corps humain dispose de plusieurs mécanismes de défense contre les radicaux libres
et autres especes réactives de l'oxygene qui peuvent €tre regroupées en antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques (Ozougwu, 2016).

2.3.1. Systemes antioxydants enzymatiques :

Le corps produit naturellement des enzymes antioxydants telles que le superoxyde dismutase
(SOD), la catalase, la glutathion peroxydase et les systémes de thiorédoxine et de
peroxirédoxine (Trx) (Hamma et al., 2015). Ces enzymes agissent en neutralisant les radicaux
libres et en les transformant en formes moins dommageables (Valko et al, 2007). Elles
s’associent a des ¢léments comme le zinc, le sélénium, le cuivre ou encore le manganese, qui
leur permettent d’exercer leur activité. C’est ce que I’on appelle des « cofacteurs » (Limén-

Pacheco, 2009).
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+ Superoxyde dismutases (SOD) :
Les SOD représentent la premicre ligne de défense contre le stress oxydatif. Ce sont des
métalloprotéines qui catalyse la dismutation mono-électronique du O2¢ en dioxygéne et
H202. 1l existe trois isoformes, notamment la SOD1, la SOD2 et la SOD3, qui se trouvent
respectivement dans le cytosol, les mitochondries et l'espace extracellulaire. La SODI1
cytosolique et la SOD3 extracellulaire, utilisent le cuivre comme cofacteur nécessaire a
’activité enzymatique et le zinc jouant un role structural, d’autre part la SOD2, mitochondriale,
utilise le manganése comme cofacteur (Hamma et al., 2015).

+ Glutathion peroxydases (GPx) :
Les GPx sont connues pour catalyser la réduction de H202 ou des hydroperoxydes organiques
en eau ou en alcools correspondants, et en utilisant généralement le glutathion (GSH) comme
un réducteur. (Brigelius-Flohe et Maiorino, 2013). La GPx est une sélénoprotéine, ce qui
signifie qu'elle contient du sélénium sous forme de sélénocystéine a son site actif. Il existe
plusieurs isoformes de GPx, dont les plus étudiées sont GPx-1 (cytosolique), GPx-2 (gastro-
intestinale), GPx-3 (plasmatique), GPx-4 (cytosolique, mitochondriale et membranaire) et GPx-
5 ou snGPx (intervenant durant la spermatogénese) (Hamma et al., 2015)

+ Catalase :
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006). Elle joue
un role fondamental dans la défense antioxydante en décomposant le peroxyde d'hydrogéne
(H203), un sous-produit toxique du métabolisme cellulaire, en eau (H,0) et en oxygene (O,)
(Chelikani et Loewen, 2004).

+ Systéme thiorédoxine :
La thiorédoxine réductase (TrxR) présente 1’antioxydant responsable du maintien des protéines
a 1’état réduit est la thiorédoxine (Trx) qui est régénérée par le NADPH sous ’action d’une
s¢léno-enzyme. Elle participe a la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d'hydrogéne (Hamma et al., 2015).

2.3.2. Systemes antioxydants non enzymatiques :

Parmi les systémes antioxydants non enzymatiques, certains sont solubles dans I'eau, ce qui leur
permet d'agir dans la fraction soluble de la cellule ou dans le plasma comme le glutathion, la
vitamine C et l'acide urique. D'autres systémes antioxydants sont liposolubles et agissent a
l'intérieur de membranes telles que les vitamines E, A et le B-caroténe. Les molécules

amphipathiques peuvent agir dans les deux environnements (Hamma et al., 2015).
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3. La roquette

3.1 Définition

La roquette (Eruca sativa), communément appelée Jarjeer dans le monde arabe, est une espece
endémique de la famille des moutardes (Brassicaceae) qui est principalement produite dans les
pays méditerranéens tels que I'Italie, la Grece et la Turquie (Barlas, 2011 ; Jaafar et Jaafar,
2019). Elle est également cultivée au Moyen-Orient, en Asie du Sud et dans le monde entier
(Cavaiolo et al., 2014). 11 s'agit d'une plante annuelle caractérisée par sa couleur vert foncé et
une hauteur d'environ 15-20 cm. Elle est utilisée dans les salades et parfois cuite comme herbe
en pot, comme épice et comme remede médicinal pour diverses maladies (Jafar et Jafar,

2019).

3.2. Description Botanique (Classification taxonomique)

Le genre Eruca L. se compose d'une seule espece, Eruca vesicaria (L.) avec les sous-especes
suivantes : sativa (Miller), longirostris (Uechtr) et pinnatifida (Desf) (Gomez-Campo, 2003).
La sous-espece sativa (Miller) est la seule espece qui est assez largement distribuée autour de
la Méditerranée et qui a ét¢ introduite dans d'autres pays et continents. Elle est encore souvent

désignée sous le synonyme simplifié¢ E. sativa Mill (Pignone et Gomez-Campo, 2011).

Place de la plante dans la systématique :
Reégne : Plantae

Sous- Régne : Tracheobionta
Super division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Brassilcales

Famille : Brassicaceae

Genre : Eruca

Espece : Eruca sativa

Nom botanique : Eruca sativa Mill (Marwat et al., 2016).
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3.3. Phytochimie de la plante

La rouquette est mentionnée dans la pharmacopée traditionnelle et la littérature ancienne en
raison de ses nombreuses propriétés thérapeutiques, et un large éventail de substances
phytochimiques a été identifié¢ dans les feuilles et les graines d'E. sativa, notamment des acides
gras, des caroténoides, de la vitamine C, des fibres, des flavonoides, des glucosinolates, des
hydrates de carbone, des alcaloides, des glycosides, des saponines et des stérols et d’autres
(Barillari et al., 2005 ; Jaafar et Jaafar, 2019)

3.3.1. Les vitamines

Selon des études antérieures, la roquette a une teneur en vitamine C plus élevée que celle des
légumes de la famille des Brassicaceae utilisés pour la salade (Acikgoz, 2011). Elle constitue
¢galement une excellente source de vitamine A, de vitamine K, et de vitamine B en particulier
les vitamines B2 (riboflavine), B3 (niacine), B6 (pyridoxine) et BS (acide pantothénique)
(Innoocenti et al., 2008).

3.3.2. Les acides gras

Les extraits de graines contiennent sept acides gras essentiels, y compris les acides myristique,
palmitique, stéarique, linoléique, linolénique, érucique et oléique (Tonguc et Erbas, 2012 ;
Kishore et al., 2017). Cependant, les principaux acides gras trouvés en grande quantité dans
les extraits de feuilles de roquette sont l'acide azélaique, I’acide trance-vaccénique, ’acide

palmitique et I’acide palmitoléique (Hetta et al., 2017).

3.3.3. Les hydrates de carbone
Dans les feuilles de roquette, le glucose est le sucre prédominant (plus de 70 % du total des
hydrates de carbone solubles), tandis que le saccharose, le fructose, le galactose, I'arabinose et

le mannose sont présents en faibles concentrations (Villatoro-Pulido et al., 2013).

3.3.4. Les minéraux

Selon la base de données nutritionnelle nationale de 'USDA, la roquette est un légume riche en
minéraux et en €lectrolytes et il est recommandé comme légume a faible teneur en calories
(USDA, 2011). Dans les feuilles, les minéraux prédominants sont le potassium (K), le calcium

(Ca), le magnésium (Mg) et le fer (Fe), tandis que dans les graines, les minéraux les plus
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abondants sont le calcium (Ca), le sodium (Na), le phosphore (P) et le chrome (Cr) (Cavaiuolo
et Ferrante, 2014).

3.3.5. Les glucosinolates

Des recherches précédentes limitées, ont montré la présence de glucosinolates dans les especes
de roquettes. Environ 120 glucosinolates ont été identifiés et peuvent étre classés en trois
catégories principales : aliphatiques (glucoerucine, gluraphanine, gluconapine, glucoibérine,
progoitrine, gluconapoléiférine, glucobrassicanapine et glucosativine...), aromatiques
(gluconasturtiine...), indoliques (4-hydroxyglucobrassicine, 4-méthoxyglucobrassicine,
glucobrassicine et néoglucobrassicine...) selon le type de chaine latérale (R) (Bennett et al.,
2006 ; Villatoro-Pulido ez al., 2013). Les graines de roquette contiennent plusieurs types de
glucosinolates, dont les plus courants sont l'erucine, la glucoérucine, et de faibles taux de
glucoraphanine (Bennett et al., 2006 ; Bell et al., 2017). Par ailleurs, les principaux
glucosinolates présents dans les feuilles de la roquette sont la glucoraphanine, la
glucosatiramine, la glucoérucine, et la glucotropeoline, parmi eux, la glucoérucine est

particulierement abondante (Bell et Wagstaff, 2014).

3.3.6. Les polyphénols

La roquette contient divers types de polyphénols, principalement des flavonoides et des acides
phénoliques. Les principaux flavonoides identifiés incluent la quercétine, le kaempférol
I’isorhamnetine et les glycosides de ces flavonoides. Les acides phénoliques prédominants sont
l'acide caféique, férulique, chlorogénique et l'acide p-coumarique (Martinez-Sanchez, 2006 ;
Tarhouni ez al., 2011). Les dérivés du kaempférol représentent le principal groupe de composés
phénoliques présents dans les feuilles (77% a 88% des flavonoides totaux), suivis de la
quercétine et de l'isorhamnetin-3,4-diglucoside, représentant respectivement 9% et 16,3% des

composés phénoliques totaux (Weckerle et al., 2001 ; Pasini ez al., 2011).

3.4. Propriétés thérapeutiques

3.4.1. Effets antioxydants
La roquette est riche en composés phytochimiques comme les glucosinolates et les polyphénols,
qui agissent comme des antioxydants. Ces substances aident a neutraliser les radicaux libres

dans le corps, réduisant ainsi le stress oxydatif (Spinardi-Arakawa et al., 2017).
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Les graines d’Eruca sativa ont une teneur importante en glucosinolates, en particulier le
glucoérucine, qui ont des effets antioxydants en stimulant les enzymes de phase I, en pi¢geant
le peroxyde d'hydrogene et les hydroxydes d'alkyle accumulés dans les cellules et le sang
périphérique, et en agissant comme précurseur du sulforaphane, un puissant inducteur
d'enzymes de détoxification (Barillari et al., 2005). De plus, les feuilles de roquette sont riches
en antioxydants naturels tels que les flavonoides et les anthocyanines, qui sont des excellents
antioxydants naturels et des piégeurs actifs de radicaux libres, qui agissent comme un systéme

de défense naturel pour l'organisme (Saadi, 2018).

3.4.2. Effets anti- inflammatoire

Les glucosinolates et leurs produits de dégradation, tels que les isothiocyanates possédent des
propriétés anti-inflammatoires (Traka et Mithen, 2009). Par exemple, le 4-Méthylthiobutyl
isothiocyanate inhibe l'expression des génes pro-inflammatoires, du facteur de nécrose tumorale
alpha et de certaines autres interleukines (IL) (Rani, 2010). Les polyphénols de la roquette ont
également des effets anti-inflammatoires grace a l'inhibition des enzymes pro-inflammatoires
comme la cyclooxygénase (COX) et a la réduction de la production de cytokines inflammatoires
(Tavares et al., 2010).

3.4.3. Effets hépato-protecteurs

Les effets hépato-protecteurs de la roquette peuvent étre dus a la fois & une augmentation de
l'activité des enzymes antioxydantes et a I'inhibition des processus de peroxydation des lipides
(Al qasoumi, 2010). Certains composés présents dans la roquette peuvent influencer l'activité
des enzymes hépatiques impliquées dans le métabolisme des lipides, des glucides et d'autres
substances. Des études sur des modeles animaux ont montré que la consommation de roquette
peut normaliser les niveaux d'enzymes hépatiques altérés, tels que I'alanine aminotransférase
(ALAT) et 'aspartate aminotransférase (ASAT), qui sont des marqueurs de dysfonctionnement
hépatique (Lotito et Frei, 2006). Des autres études suggérent que la roquette pourrait aider a
réduire 'accumulation de graisse dans le foie et a prévenir ou a inverser la stéatose hépatique.
(Petropoulos et al., 2018). Les feuilles et les graines d'E. sativa restaurent de manicre
significative le niveau de sulthydryle non protéique dans les tissus hépatiques, soutenant ou
aidant le foie et la fonction immunitaire. L'activité hépatoprotectrice possible de I'extrait de

roquette peut étre due a la suppression du systéme enzymatique oxygénase du cytochrome P450
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et a la glucoérucine (le principal glucosinolate de la roquette) qui a des actions antioxydantes
indirectes et directes en plus des hydroperoxydes et des propriétés de décomposition de H202

(Salem et Moustafa, 2001 ; Al gasoumi, 2010).

3.4.4. Effets néphroprotecteurs

Chez les souris atteintes de tumeurs, une diminution des concentrations élevées des
transaminases hépatiques, de créatinine et d'urée ainsi qu'une amélioration de la forme
morphologique des cellules hépatiques et rénales affectées ont été observées apres le traitement
avec des extraits des graines et des feuilles d'Eruca sativa (EL sadek et al., 2021). La roquette
contient une grande quantité de magnésium et, par conséquent, peut réduire 1'oxalate libre dans
l'intestin et 1'urine en diminuant sa disponibilité a se lier a 1on calcium dans les tubules rénaux,
ce qui diminue la formation de cristaux d'oxalate de calcium supprimés (Jaafar et Jaafar,
2019). La roquette contient une quantité importante d'eau et de potassium, ce qui peut aider a
maintenir une bonne hydratation et a avoir un effet diurétique naturel. Une bonne hydratation
est essentielle pour la santé rénale car elle aide a éliminer les toxines et les déchets du corps

(He et MacGregor, 2008).

3.4.5. Effets aphrodisiaques

La roquette est considérée depuis 1'époque romaine comme un stimulant sexuel et aphrodisiaque
(Razooqi, 2014). Elle augmente l'efficacité de la synthése androgénique et stimule le processus
de spermatogenése (Wajih et Muhammad, 2013). De nombreuses études ont révélé que
l'extrait de roquette a entrainé une ¢lévation du taux de testostérone et de l'activité¢ des
spermatozoides, ainsi qu'une baisse de la mortalité et des anomalies des spermatozoides
(Hussein, 2013). Des autres études sur les effets thérapeutiques des graines de roquette contre
la toxicité testiculaire induite par l'injection de nanoparticules d'argent (AgNPs) chez les rats
ont montré que le post-traitement avec un extrait de graines de roquette pendant 4 semaines a
amélioré la structure des tubules séminiféres et augmenté le nombre de spermatozoides

(Altwaijry et al., 2020).
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I1. Matériels et Méthode

1. Matériel utilisé

1.1. Matériel biologique

Pour cette expérimentation, nous avons travaillé sur des rats méles de la souche Wistar ayant
un poids variant entre 200 et 250 g et provenant de I’institut Pasteur d’ Alger (Algérie). Les rats
sont divisés en 5 lots de 10 rats chacun et hébergés dans des cages en plastique transparent qui
sont tapissées d’une litiére constituée de copeaux de bois. 1ls ont disposé d’eau du robinet et de
nourriture standard fournie sous forme de croquette (ONAB Oued Fragha/ GUELMA), la
litiere est renouvelée trois fois par semaine. Les animaux ont été soumis & une période

d’adaptation de 30 jours aux conditions de 1’animalerie (Département de Biologie-Annaba).

Figure 2 : Conditionnement des rats dans I’animalerie de I’université

1.2. Matériel Chimique

Nous avons utilisé un composé aromatique monocyclique volatil, le xylene (formule : C6H4
[CH3]2) fourni par Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Il est généralement appelé xyléne
mixte, total ou de qualité technique. C’est un liquide trés inflammable avec une odeur douce

et aromatique.

Figure 3 : Flacon du xyléne
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1.3. Matériel végétal

Le matériel végétal utiliseé est constitué des graines de la roquette (Eruca sativa L.),
appartenant a la famille des Brassicaceae, dont sa classification et ses données ont été détaillées
précédemment.

Les graines ont été achetées a partir d’une herboristerie, pour étre ensuite broyées en une fine
poudre a l'aide d'un mixeur électrique. Nous avons utilisé la méthode d'extraction par

macération ; la poudre a été extraite pendant 24 heures dans de I'eau distillée et filtrée a l'aide

d’une compresse.
—

-

Figure 4 : Les graines de la roguette et leur extrait aqueux

2. Méthodologue du travail

2.1. Répartition et traitement des rats

Apres 30 jours 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). Ces animaux ont été traités
quotidiennement pendant 30 jours par voie orale avec une dose de xyléne (800 mg/kg de poids
corporel) et une autre dose d'extrait aqueux de graines de roquette (350 mg/kg de poids
corporel).

Groupe 1 (T) : rats témoins ont recu 1’eau de robinet.

Groupe 2 (H) : rats traités avec 0,3 ml d'huile de mais

Groupe 3 (EG) : rats traités uniguement avec l'extrait aqueux des graines a 350 mg/kg pc
Groupe 4 (XY) : rats exposés au xyléne dilué dans I’huile de mais a une dose de 800mg/kg pc.
Groupe 5 (XYEGQG) : rats traités par la combinaison de xyléne dilué dans 1’huile de mais (800
mg/kg pc) avec I’extrait aqueux des graines (350 mg/kg pc).

« Les animaux ont été pesés une fois par semaine durant toute la période de traitement »

- Les etapes de cette expérience ont eété schematisées dans la figure 5 :
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Figure 5 : Schéma du protocole expérimental.
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2.2. Prélevement des organes

2.2.1. Poids absolu des organes

Les organes (foie et reins), ont éte prélevés apres dissection, débarrasses du tissu adipeux, rincés
avec du serum physiologique (NaCl 0,9 %) et pesés a l'aide d'une balance de précision (KERN
PRS 320-3) afin de déterminer le poids absolu.

2.2.2. Dosage des parametres de stress oxydant

Apres la pesé, une partie de ces organes (le foie et les reins) a été congelée a -20 °C pour le
dosage des paramétres de stress oxydatif suivants : Malondialdéhyde (MDA), glutathion réduit
(GSH), glutathion peroxydase (GPx) et protéines tissulaires.

+ Dosage du malondialdéhyde

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. Le principe de cette méthode est résumé dans la figure
6.

(=]

izlo ndialds hyde
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SYN oH He N\‘/SH
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coloréd en rose

Figure 6 : Le principe du dosage du malondialdéhyde
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Préparation de I’homogénat

500 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 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.

Mode opératoire

Prélever 0,5 mL de I'homogénat.

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

Ajouter 1 mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C pendant 15 minutes.

Refroidir et additionner de 4 mL de n-butanol.

Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

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

Calcule de la concentration du MDA

La quantité 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 (Figure 7).

y =0,0046x + 0,0141
0,8 - R?=0,9991

DO

0 50 100 150 200 250
MDA nM/L

Figure 7 : La courbe d’étalonnage utilisé (nmol/ L) pour le dosage MDA
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+ Dosage du glutathion réduit (GSH)

Principe

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méethode 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 l'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d’Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une

déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements

thiol spécifiques du glutathion. Selon la réaction suivante (Figure 8) :

NOy

DTNB

N -ty

NOy

OO

NO:
SH
00
e OOH
- ——_

+ GSH —_— -

! NO:

i

OO0

G

Acide glhutathioml-Gio-sitrobesaoique

INB
shsoebam

Figure 8 : Le principe du dosage du glutathion

Préparation de I’homogénat

200 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 8 mL d'une solution d'acide éthyléne diamine

tétra acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyes a froid en utilisant un broyeur ultra son (4

°C) pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire

Prélever 0,8 mL de I’homogénat.

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

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

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

Prélever 0,5 mL du surnagent.

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

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

Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui se

développé instantanément.

Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
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Calcule de la concentration du GSH

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x1x1,525
GSH (nmol/GSH/mg protéines) =

13100 x 0,8 x 0,5 x 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).

e 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH & 412 nm.

e 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 Glnzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H203)
en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence

de la GPx selon la réaction suivante :

H.02+2GSH — > GSSG + 2 H.0

Préparation de I’homogénat

Le dosage de la glutathion peroxydase a été fait au niveau du foie, et des reins. 500 mg de
chaque tissu ont été mis en présence de 5 mL 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.
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Mode opératoire
Prélever 0.2 mL de I'homogénat.
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).
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.
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.
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.
Prélever 0,48 mL du surnageant.
Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS.
Ajouter 0,32 mL de DTNB (1 mM)
Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
Calcule de ’activité enzymatique de la GPx
La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

(DO échantillon - DO étalon) x 0.04
Q =

DO étalon

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).

Q

mg protéines

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

+ Dosage des protéines tissulaires
Principe
La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements
amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la
couleur bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la

concentration des protéines).




Materiels et Méthode

Mode opératoire

Prélever 0,1 mL de I'homogénat.

Ajouter 5 mL du réactif de Bradford.

Agiter et laisser reposer 5 min.

Lire la densité optique & 595 nm, contre le blanc.

Calcule de la concentration des protéines

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracee. La
concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon d’albumine

sérique bovine (1 mg/mL) réalisée dans les mémes conditions (Figure 9).

y = 0,5x

0,25 - R =

0,2 -

0,1 -

0,05 -

O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

BSA mg/mL

Figure 9 : La courbe d’étalonnage de solution d’albumine de sérum bovin (BSA) (mg/ mL) pour le dosage

des protéines

3. Etude statistique des résultats

Tous les résultats des analyses effectués ont été exprimés en moyenne + SEM a 1’aide du
logiciel Prism7. Les comparaisons de données entre les différents groupes traités ont été
effectuées 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 EG ; d : comparaison avec le groupe XY




/\_/

Résultats

/\/




Résultats

I11. Résultats

1. Poids absolu des organes (foie et reins)

D’aprés nos résultats, une augmentation significative du poids absolu du foie et des reins a été
observée dans le groupe traité par le xylene (XY) par rapport aux autres groupes : témoins (T),
(H) et témoins positifs (EG). Par contre, la combinaison du xyléne avec I'extrait aqueux de
graines de roquette (XY-EG) a réduit significativement le poids absolu du foie et des reins par

rapport au groupe traité par le xyléne seul (Figure 10 et 11).
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Figure 10 : Poids absolu du foie (g) chez les différents groupes des rats (M+SEM) apres 30 jours de

traitement.
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Figure 11 : Poids absolu des reins (g) chez les différents groupes des rats (M+SEM) aprés 30 jours de
traitement.

2. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Les figures 12 et 13 indiquent une augmentation significative du taux de MDA hépatique et
rénal chez les rats traités au xyléne seul par rapport aux rats de controle (T, H et EG). D'autre
part, le co-traitement avec le XY+EG a montré une diminution significative du taux du MDA

dans le foie et les reins en comparaison aux rats intoxiqués uniquement par le XY.
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Figure 12 : Taux du malondialdéhyde (nmol /mg de tissu) dans le foie chez les différents groupes des rats

(M£SEM) apres 30 jours de traitement.
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Figure 13 : Taux du malondialdéhyde rénal (nmol /mg de tissu) chez les différents groupes des rats

(M£SEM) apreés 30 jours de traitement.

3. Taux du glutathion réduit (GSH)
Le traitement des rats par le xyléne a entrainé une réduction significative de la teneur hépatique

et rénal en glutathion (GSH). Par contre, le traitement combiné le xylene avec I’extrait aqueux
de graines de roquette (XY-EG) a augmenté significativement le taux de MDA dans le foie et

les reins comparativement au groupe traité par le xylene seul (Figure 14 et 15).
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Figure 14 : Taux du glutathion réduit (nmol/mg prts) dans le foie chez les différents groupes des rats

(M£SEM) apreés 30 jours de traitement.
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Figure 15 : Taux du glutathion réduit (nmol/mg prts) dans les reins chez les différents groupes des rats

(M£SEM) aprés 30 jours de traitement.

4. Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans les organes étudiés (foie et rein)
a été réduite de maniere significative dans le groupe XY que dans les autres groupes (T, H et
EG). Tandis que, une élévation significative de cette activité a été enregistrée chez le groupe

XY-EG par rapport au groupe exposé au XY (Figure 16 et 17).
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Figure 16 : Activité du glutathion peroxydase (nmol GSH/mg prts) dans le foie chez les différents groupes
des rats (M+SEM) aprés 30 jours de traitement.
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Figure 17 : Activité du glutathion peroxydase (nmol GSH/mg prts) dans les reins chez les différents groupes

des rats (M+SEM) apreés 30 jours de traitement.




Discussion




Discussion

Discussion

Les solvants organiques, tels que le toluene, le xyléne et le trichloroéthyléne, présentent une
toxicité due principalement a leur capacité a induire un stress oxydatif, ce qui entraine des
1ésions cellulaires et tissulaires. Le foie et les reins sont particuliérement vulnérables a ces effets
nocifs en raison de leur role dans la détoxification et I'excrétion (Khan et Kaphalia, 2005 ;

Ghisolfi et Muscarella, 2006).

Plusieurs études ont montré que I'exposition au xyléne perturbe le systéme antioxydant naturel
de l'organisme, provoquant une réduction des niveaux de glutathion (GSH), un antioxydant clé,
et d'autres enzymes antioxydantes telles que le superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (Al-
Ghamdi et Ibrahim, 2022). Cette diminution des antioxydants s'accompagne souvent d'une
augmentation des marqueurs de la peroxydation lipidique, tels que le malondialdéhyde (MDA)
(Khan et Kaphalia, 2005).

Les résultats obtenus dans notre étude, montrent une augmentation significative dans le poids
absolu du foie et des reins chez les rats traités par le xyléne par rapport aux autres groupes. Des
observations similaires ont été faites par Kum et al. (2010), ont rapporté une hypertrophie du
foie des rats lors de l'exposition a un mélange de xyléne et de formaldéhyde. D’autres
recherches menées sur des rats exposés au xyléne, ont démontré une augmentation significative
du poids absolu de leur foie, suggérant une hypertrophie compensatoire due a une induction
enzymatique. Le xyléne est métabolisé principalement dans le foie, ou il peut induire leur
hépatotoxicité. Il est biotransformé en acide méthylhippurique dans le foie. Cette
transformation nécessite l'activité enzymatique du cytochrome P450, qui peut conduire a une
prolifération des cellules hépatiques et a une augmentation du volume hépatique (Kandyala et
al., 2010). Les reins sont également affectés par une exposition prolongée au xylene, qui peut
conduire a une hypertrophie des reins, entrainant une augmentation de leur poids absolu. Le
xyléne et ses métabolites peuvent causer des dommages aux cellules tubulaires rénales,

provoquant une inflammation et une hypertrophie compensatoire des reins (ATSDR, 2007).

Nos résultats ont également montré une augmentation significative du taux de MDA
accompagnée par une diminution significative du taux de GSH et de l'activité de I'enzyme GPx
dans le foie et les reins chez les rats exposés au xyléne. Ces résultats sont cohérents avec une
¢tude précédente de Kum et al. (2007a), qui a trouvé un niveau €levé de MDA hépatique

associée a une baisse du taux de GSH hépatique aprés inhalation de xyléne aux rats.
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Dans une autre é¢tude, Kum et al. (2007b) ont montré une augmentation significative dans
’activité de GPx et dans les taux de GSH et de MDA au niveau du tissu rénal des rats. De méme
Ranjbar et al. (2009), ont montré une augmentation des niveaux de MDA et d'autres marqueurs
de stress oxydatif chez les animaux exposés au xyléne dans le foie et les reins. D’autres résultats
sur la mesure de la peroxydation lipidique ont révélé que le niveau de MDA dans le foie des
poissons (Clarias gariepinus) exposés au xyléne a augmenté de maniere significative par

rapport aux animaux témoins (Otitoloju et Olagoke, 2011).

L'augmentation des niveaux de MDA dans les tissus ou les fluides biologiques indique une
augmentation de l'activité des ERO et des dommages lipidiques. Ces ERO attaquent les acides
gras polyinsaturés présents dans les lipides membranaires, initiant une réaction de peroxydation
lipidique. Cette oxydation des lipides conduit a la formation de produits secondaires réactifs,
tels que les aldéhydes (malondialdéhyde - MDA, et 4-hydroxynonénal - 4-HNE), qui peuvent

provoquer des dommages supplémentaires aux composants cellulaires (Ayala et al., 2014).

Les ERO, en particulier le peroxyde d'hydrogéne (H202), I'anion superoxyde (O2+—) et le
radical hydroxyle (*OH), peuvent également réagir avec le GSH, le convertissant en glutathion
oxydé (GSSG). Ce processus diminue la concentration de GSH disponible pour protéger les
cellules contre le stress oxydatif (Droge, 2002). La diminution constatée de l'activité de la GPx
peut conduire a une accumulation de peroxyde d'hydrogéne (H202) dans divers organes. Le
H202 peut inactiver la GPx en oxydant directement le sélénium contenu dans son site actif.
L'oxydation du résidu de sélénocystéine, essentiel a l'activité catalytique de la GPx, entraine
une diminution de son efficacité enzymatique (Flohé et Giinzler, 1984 ; Kamel et Shehata,

2008).

Toutefois, I’administration concomitante du xyléne et de 1’extrait aqueux des graines d'Eruca
sativa a réduit significativement le poids absolu des organes étudiées (foie et reins) et le taux
de MDA hépatique et rénal, et a également augmenté le taux de GSH et de ’activité de GPx

dans le foie et les reins par rapport aux rats traités exclusivement par le xyleéne.

En ce qui concerne la réduction du poids absolu des organes étudiés, Des recherches suggerent
que la roquette peut avoir des effets bénéfiques sur le poids absolu du foie et des reins,
principalement en raison de ses propriétés antioxydantes et de sa capacité a améliorer les
parametres biochimiques et a réduire 1'accumulation de graisses dans ces organes (El-Sayed,

2011 ; Al-Wahaibi et al., 2015).
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Une autre étude a examiné 1'effet de l'extrait de roquette sur des rats exposés au xyléne, a montré
que l'administration de l'extrait de roquette a contribu¢ a une protection partielle contre
I'augmentation du poids absolu du foie induite par le xyléne. Le poids du foie des rats traités
avec l'extrait de roquette était significativement moins €élevé que celui des rats exposés au
xyléne sans traitement (EI-Shahat et Shaaban, 2018). De plus, Abdel-Haleem et El-Attar
(2019) ont révélé que l'extrait de roquette aidait a atténuer 1'augmentation du poids absolu des
reins causée par le xyléne. Les reins des rats traités avec I'extrait de roquette ont montré une

réduction significative du poids par rapport aux rats exposé€s uniquement au xyléne.

Les mécanismes par lesquels la roquette exerce ses effets protecteurs incluent ses propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires. Les composants bioactifs de la roquette, tels que les
flavonoides et les glucosinolates, peuvent neutraliser les radicaux libres générés par le xyléne

et réduire l'inflammation, protégeant ainsi les organes internes (Russo et Acquaviva, 2017).

Des ¢études précédentes ont révélé que la supplémentation orale d'huile des graines d'Eruca
sativa avant ou apres un traitement des rats a I'alloxane a permis d’atténuer 'augmentation du
MDA et de stimuler la production de GSH dans le foie (El-Missiry et El Gindy, 2000). De
plus, Alam et al. (2007) ont montré que le traitement des rats avec un extrait des graines d'E
sativa avant le traitement avec le chlorure mercurique (HgCl2) a permis de récupérer les
niveaux réduits de toutes les enzymes antioxydantes (Glutathion réductase (GR) , Catalase
(CAT), SOD, GSH et GPx ), et d’inhiber la peroxydation lipidique au niveau des reins. Dans la
méme ligne, EL Sadek (2014) a révélé une réduction significative de la peroxydation lipidique
provoqué par l'intoxication au paracétamol, par une diminution du niveau de MDA hépatique
ainsi qu'une augmentation des enzymes antioxydantes notamment la glutathion S-transférase
(GST), le SOD et la GPX dans le foie des rats traités par la roquette. Abdel-Rahman et Ahmed
(2018) ont également montré que le traitement des rats avec un extrait d'E sativa avant le
traitement avec le tétrachlorure de carbone a entrainé une augmentation significative des
niveaux de GSH dans le foie. D’autres travaux ont démontré que les rats traités avec des extraits
de roquette ont présenté des niveaux significativement plus bas de MDA dans leurs tissus, ce

qui indique une diminution de la peroxydation lipidique (Fathima et Kumar, 2019).
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Ces effets protecteurs de la roquette peuvent étre dus a la présence de composés
phytochimiques. Cette plante posséde des composants bioactifs, tels que des flavonoides et des
glucosinolates, qui agissent comme des antioxydants. La présence de flavonoides comme la
quercétine exerce une action antioxydante en piégeant les radicaux libres et en inhibant les
réactions en chaine de la peroxydation des lipides. De plus, les glucosinolates sont hydrolysés
pour produire des isothiocyanates, comme le sulforaphane, qui induisent les enzymes de phase
IT impliquées dans la détoxification des espéces réactives de I'oxygene (ERO) (Bones et Rossiter,
2006 ; Boukhenouna et al, 2015). Ces isothiocyanates favorisent également I'expression de la
glutathion synthase, l'enzyme clé¢ de la synthése du GSH, et déclenchent le facteur de
transcription Nrf2, qui régule positivement 1'expression des génes codant pour les enzymes

antioxydantes, y compris la GPx (Kwon et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

Nos résultats montrent dans un premier temps que 1’administration subchronique de 800 mg/kg
pc de xylene chez les rats méales adultes pendant 30 jours, a provoqué une augmentation
significative du poids absolu du foie et des reins, ainsi qu'un déséquilibre entre les pro-oxydants
et ’activité des antioxydants, qui se traduit par une diminution de la teneur en glutathion réduit
ainsi que ’activité enzymatique de la GPx, avec une augmentation de I’MDA dans le foie et les
reins.

Dans un deuxiéme temps, nous constatons que la supplémentation de 350 mg/kg pc d'extrait
aqueux de graines d'Eruca sativa au xyléne a amélioré le poids absolu des organes étudiés et a
induit une réduction de la peroxydation lipidiqgue (MDA) via l'induction des antioxydants

enzymatiques GSH et GPx.

A partir de ces résultats, il serait important de dégager les perspectives suivantes :
+ Prolonger la durée de traitement des animaux.
Utiliser d’autres voies d’administration de solvant comme 1’inhalation.
Extraire les substances actives responsables des propriétés antioxydantes de cette plante.

Utiliser d’autres parties de roquette comme les feuilles et les fleurs.

-+ + F

Etudier dautres plantes médicinales algériennes et comparer leurs propriétés
phytothérapeutiques avec celles de la roquette.

+ Explorer d'autres biomarqueurs du systéme radicalaire et de la capacité antioxydante.
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