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Résumé

L’objectif de la présente étude consiste a évaluer les effets cytoprotecteur et antioxydant de
I’huile de lin a raison de 0.5 g/kg de poids corporel (Linum usitatissimum) ainsi que 1’effet
préventif du zinc a raison de 277 mg/l contre la cytotoxicité et le stress oxydatif induits par le
Roundup a 269.9 mg/kg administré dans I’eau de boisson chez les rats males de la souche
Wistar.

L’analyse phytochimique de I’huile de lin a révélé une composition riche et variée en
métabolites secondaires ou les phénols totaux, les flavonoides, les tannins, les flavonols et les
orto-diphénols. De plus, cette huile est doué d’activités antioxydantes chélatante et
neutralisante trés importantes. En effet, les tests antioxydants in vitro montrent que 1’huile de
lin & une activité antioxydante vis-a-vis du radical DPPH. En plus de son effet protecteur
contre I’oxydation de 1’acide linoléique couplée a celle du B-caroténe, il est susceptible de
protéger la cellule contre divers dommages oxydatifs grace a sa capacité antioxydante totale
élevée.

In vivo, nos résultats ont montré que 1’herbicide administré induit une diminution du poids
corporel des rats males associé a une perturbation de statut oxydant (augmentation du contenu
en MDA, en AOPP, en PCO et inhibition de I’activité des enzymes antioxydantes (GPx, GST,
SOD et CAT) ainsi que inhibition au niveau du GSH et de la Vit C. Cet état de stress oxydatif
conduit & une augmentation des biomarqueurs hépatiques (ASAT, ALAT, LDH, ALP,
protéines totales et 1’albumine) et rénales (créatinine, urée et acide urique). Concernant le
métabolisme lipidique et glucidique, le RDP a provogqué une hypercholestérolémie,
hypertriglycéridémie et hyperglycémie.

La toxicité induite par le RDP a été également observée au niveau des parametres
hématologiques, objectivés par une anémie. Suite a un traitement au RDP, 1’activité
enzymatique de I’acétylcholinestérase du cerveau a été réduite comparativement aux témoins.
Ces modifications biochimiques sont confirmées par les données histologiques ou des
changements extensifs dégénératifs et des infiltrations de cellules mononucléaires se
manifestent, congestion vasculaire, dilatation des sinusoides et hémorragie et nécrose
tissulaire au niveau hépatiques.

L’¢tude histologique rénal révele des lésions glomérulaires, hémorragique et dilatation des
tubules contournés proximaux. Tandis que I’histologie cervicale a donné des modifications
dégenératives et une gliose focale chez les rats traites par le RDP comparativement aux

témoins.



Cependant, la supplémentation orale en huile de lin et en zinc aux rats traités par le Roundup,
ont atténué certains effets nocifs et toxiques de ce pesticide. Ceci met nettement en évidence
les rbles protecteurs de ces deux antioxydants vis-a-vis du stress oxydant généré au cours du
traitement par cet organophosphate. De plus, l'effet préventif de L. usitatissimum contre la
toxicité induite par le RDP est vrai semblablement attribuée aux différents constituants de
cette huile qui sont doués d’une forte aptitude a chélater et neutraliser les radicaux libres et

protéger les organes étudies contre le stress oxydant.

Mots-clés : Roundup, Linum usitatissimum, Zinc, Stress oxydant, Cytotoxicité, Antioxydants,
Phytochimique.



Abstract

The aim of the present study was to evaluate the cytoprotective and antioxidant effects of
linseed oil at 0.5 g/kg body weight (Linum usitatissimum) and the preventive effect of zinc at
277 mg/l against cytotoxicity and oxidative stress induced by Roundup at 269.9 mg/kg
administered in drinking water in male Wistar rats.

Phytochemical analysis of linseed oil revealed a rich and varied composition of secondary
metabolites including total phenols, flavonoids, tannins, flavonols and orto-diphenols.
Moreover, this oil is endowed with highly significant chelating and neutralizing antioxidant
activities. In fact, in vitro antioxidant tests show that flaxseed oil has antioxidant activity
against the DPPH radical. In addition to its protective effect against linoleic acid oxidation
coupled with that of B-carotene, it is likely to protect the cell against various oxidative
damages due to its high total antioxidant capacity.

In vivo, our results showed that the administered herbicide induced a decrease in body weight
in male rats, associated with a disturbance in oxidative status (increased MDA, AOPP and
PCO content and inhibition of antioxidant enzyme activity (GPx, GST, SOD and CAT) as
well as GSH and Vit C levels. This state of oxidative stress leads to an increase in hepatic
biomarkers (ASAT, ALAT, LDH, ALP, total proteins and albumin) and renal biomarkers
(creatinine, urea and uric acid). Concerning to lipid and carbohydrate metabolism, RDP
induced hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia and hyperglycemia. .

RDP-induced toxicity which was observed in hematological parameters, as evidenced by
anemia. Following RDP treatment, brain acetylcholinesterase enzyme activity was reduced
compared with controls.

These biochemical changes were confirmed by histological data, which revealed extensive
degenerative changes and mononuclear cell infiltration, vascular congestion, sinusoid
dilatation and hemorrhage and tissue necrosis in the liver.

Renal histology reveals glomerular lesions, hemorrhage and dilatation of proximal convoluted
tubules. Cervical histology showed degenerative changes and focal gliosis in RDP-treated rats
compared with controls.

However, oral supplementation of flaxseed oil and zinc to Roundup-treated rats attenuated
some of the harmful and toxic effects of this pesticide. This clearly highlights the protective
roles of these two antioxidants against oxidative stress generated during treatment with this

organophosphate.



Furthermore, the preventive effect of L. usitatissimum against RDP-induced toxicity is
similarly attributed to the various constituents of this oil, which are endowed with a strong

ability to chelate and neutralize free radicals and protect the organs studied against oxidative

stress.

Keywords: Roundup, Linum usitatissimum, Zinc, Oxidative stress, Cytotoxicity,

Antioxidants, Phytochemical.
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Introduction

Le Roundup est I'un des herbicides les plus couramment utilisés, vu le potentiel herbicide et la
faible toxicité qu’il présente pour les mammiferes (EI-Demerdash et al., 2006). Toutefois, on
y trouve des résidus de cet herbicide partout dans I'environnement (eau, air, I'eau de pluie et
de brouillard) et dans les produits alimentaires (Rott et al., 2004). Par conséquent, une
exposition a cet herbicide peut conduire a des effets aigus sur la santé. Des études récentes ont
montré que le Roundup est un facteur de risque pour plusieurs pathologies telles que les
cancers (Li et al., 2013) , I’infertilité (Dai et al., 2016), les troubles neurologiques (Rebai et
al., 2017) et les maladies cardiovasculaires (Wani et Blanco-Garcia, 2016).

La présence du Roundup dans I’organisme induit la production d’espéces réactives de
I’oxygene tels que le peroxyde d’hydrogéne (H20,), les radicaux hydroxylés (HO) et les
anions superoxydes (O2.-) perturbant le statut redox des cellules, ce qui occasionne un stress
oxydatif. De ce fait, I’organisme dispose de systéme enzymatiques complexes lui permettant
de biotransformer les xénobiotiques principalement par le foie et secondairement par les reins,

les poumon et le cerveau (Larsen et al., 2012).

De ce fait, le matériel végétal qui fait I’objet de cette ¢tude est I’huile de Lin Linum
usitatissimum L. (Lu), connue sous le nom de «Zeriat el kettan» appartenant a la famille des
Linaceae. La graine de lin est devenue plus populaire en raison de son profil nutritionnel
attrayant (Bekhit et al., 2018). Elle est riche en une gamme de composants bioactifs, de
nutriments et antioxydants, notamment des protéines, des lipides non saturés, des fibres

alimentaires, des polyphénols et des minéraux (Shim et al., 2014).

Les oligo-éléments présents dans de nombreux aliments jouent un rdle crucial dans diverses
pathologies. Le zinc est un élément structurel constituant de nombreuses protéines, hormones
et récepteurs hormonaux, qui joue un réle fondamental dans un large éventail de processus
biochimiques, et c'est un modulateur important dans le systéeme nerveux central (SNC) des
mammiféres (Nazarizadeh et Asri-Rezaie 2016; Maret, 2019), défense antioxydante.

Zn est un cofacteur important de nombreuses enzymes antioxydantes, telles que l'induction de
métallothionéines qui protegent les composants cellulaires de I'oxydation (Semercioz et al.,
2017), la protection des groupements sulfhydryles de I'oxydation et maintien d'un niveau

intracellulaire réduit de glutathion (Bashandy et al., 2018).



Ainsi, dans cette étude, notre objectif principal est d’étudier I’effet antioxydant d’huile de lin

(Linum usitatissimum L) et du zinc sur, le statut redox chez des rats recu le Roundup.

Avant de présenter les résultats, une étude bibliographique succincte est reportée sur les

connaissances acquises a ce jour sur, le Roundup ainsi que 1’effet antioxydant du zinc. De

plus, les caractéristiques concernant 1’huile de lin (Linum usitatissimum L) sont également

présentées.

Pour cela, nous nous sommes fixés deux objectifs :

> Le premier objectif consiste a évaluer le pouvoir antioxydant et la teneur en composes

phénoliques (polyphénols, flavonoides, tanins) de I'huile de lin in vitro.

» Le deuxieme objectif porte un intérét particulier sur 1’évaluation du les effets

modulateurs de la supplémentation en huile de lin ou en Zinc afin d'atténuée les dégats

oxydatifs dans le sang et les tissus des rats ont recu le RDP in vivo en évaluant :

v

v
v

Les paramétres physiologiques (poids corporel, consommation d’aliment et poids
relatifs des organes étudié). ;

L’analyse de quelques parametres biochimiques et hématologiques;

I’évaluation du systéme pro/anti-oxydant par la détermination de quelques
éléments non enzymatiques comme le malondialdéhyde (MDA), des produits
protéiques d'oxydation avancés (AOPP), des protéines carbonylées (PCO), le
glutathion réduit (GSH) et I’acide ascorbique (Vit C) ;

L’exploration du statut antioxydants enzymatiques; de la glutathion peroxydases
(GPx), de la glutathion-S-transférase (GST), du superoxyde dismutase (SOD) et
de la catalase (CAT);

La détermination de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase cérébrale.

I’étude histologique des organes cible (foie, rein et cerveau).

Enfin, nous discutons un ensemble de résultats obtenus dans ce manuscrit, dans lequel nous

allons quelques perspectives sont proposées sur ce travail de recherche.
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CHAPITRE | : GLYPHOSATE

1. Définition des pesticides:

Les humains ont toujours di protéger les cultures des parasites, des ravageurs et des plantes
concurrentes. La premiére utilisation était la lutte des membres en désherbant ou en ramassant
des insectes. Certains produits sont utilisés, mais depuis la Seconde Guerre mondiale, avec le
développement rapide de la technologie, la chimie organique, le contr6le chimique a eu
I'importance qu'on lui connait aujourd'hui par 1’introduction de pesticides (Silvy, 1995).

Les pesticides sont des substances utilisées pour repousser, détruire ou combattre des
organismes dangereux comme les plantes, les animaux, les champignons ou les bactéries qui
entravent les activités humaines. 1l s'agit principalement d'herbicides, de fongicides et
d'insecticides, selon leur cible (de I’Anses, 2011).

Selon I’organisation Food and Agriculture Organization (FAO), les pesticides sont définis
comme des substances utilisées lors de la production ou du stockage des produits agricoles
pour neutraliser ou détruire les ravageurs, les vecteurs de maladies humaines ou animales, les

especes végeétales ou animales vénéneuses ou nuisibles (Reeves et al., 2016).

2. Glyphosate
2.1. Définition :
C’est un herbicide organophosphoré, Les chimistes I'appellent sous le nom N-
phosphonométhyl glycine (Kremer et al.,, 2009). Selon la nomenclature de L’union
Internationale de Chimie Pure et Appliquée (UICPA), il porte le numeéro CAS, 107-83-6, et sa
formule chimique est C3HgsNOsP (Fig. 01). Depuis son lancement en 1974 sous la formulation
commerciale « Roundup» (Monsanto, USA), c'est I'herbicide le plus vendu au monde
(TRAN-THI et al., 2009).

i I
HO—C—CHz—I\lI— CHz—lI)—OH
H OH

Figure 01: Structure chimique du glyphosate (Williams et al., 2000).

Le produit le plus courant contient 360g de glyphosate/litre. Le glyphosate seul est inefficace,
car il n'adhere pas aux feuilles et pénétre difficilement dans celles-ci. Pour accroitre sa

solubilité, 1l est généralement préparé sous forme de sel d'isopropylamine pour le rendre plus



soluble, ou des additifs ou des surfactants lui sont ajoutés pour le fixer sur les plantes (Le
Mer et al., 2013).

2.2. Mode d’action dans la plante

Le glyphosate est utilisé aprés I'émergence ou pulvérisé est absorbé par la plante au niveau
des feuilles avant d'étre transporté par la séve jusqu'a l'extrémité des racines (Solomon et
Thompson 2003). Cet herbicide fait partie de la catégorie d'herbicides qui sont utilisés au
niveau folliculaire en inhibant la production d'acides aminés aromatiques (Malik et al., 1989).
Cet herbicide agit en inhibant l'enzyme 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthétase
(EPSPS) présente dans les chloroplastes. Cette enzyme est une transférase qui participe a la
voie de synthése de l'acide shikimique, qui conduit a la biosynthese d'acides aminés
aromatiques tels que les phénylalanines, les tyrosines et les tryptophanes (Fig. 02)
(Blackburn et Boutin 2003).

coo- ATP ADP -
CHO u COO
HOTH cmesemssmsmesns - Q -
HO——H 4 Steps HO” " OH Shikimate Kinase HO” N N0-p
P——CH,0 SH SH
Erythrose 4-phosphate Shikimate Shikimate-3-Phosphate
-00C
PER: P—O>=CH2 5-Enolpyruvylshikimate
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[ 9 H Q. on '
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Figure 02: Mécanisme d'action du glyphosate : inhibition de la 5-énolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthétase (Rueda-Ruzafa et al., 2019)

2.3. Utilisation
Le glyphosate an une activité non sélective, ce qui signifie qu'il peut neutraliser n'importe
quelle espéce de plante et éviter la multiplication des traitements. La praticité de cet herbicide
le rend tres apprécié a la fois par les professionnels (agriculteurs, travailleurs des collectivités,
paysagistes...) et les particuliers (Solomon et Thompson 2003).
2.3.1. Utilisations agricoles :
Le glyphosate est utilisé par les professionnels agricoles pour éliminer les mauvaises herbes

qui peuvent nuire a leurs cultures de différentes manieres :



- Pour désherber les zones cultivées avant la germination ;

- Sur les zones non cultivées pour restaurer la fertilité du sol ;

- Pour la dessiccation qui précede certaines recoltes.

2.3.2. Utilisations non agricoles :

Le glyphosate peut étre également utilis¢ dans d’autres secteurs que I’agriculture. En effet,
puisque cet herbicide peut désherber des multitudes de plantes, ce dernier peut étre utilisé par
des municipalités pour nettoyer des parcs, des jardins publics et des bords de routes (Pousset,
2003).

2.4. Propriétés physicochimiques du glyphosate :
Cet herbicide est un acide faible organique amphotére, ce qui veut dire qu’il peut agir a la fois
comme un acide et comme une base. Le Glyphosate est trés polaire, dans les sols, il est
rapidement adsorbé (Giesy et al., 2000; Ibarfiez et al., 2005).
Tableau 01: Caractéristiques physico-chimiques du glyphosate
(Giesy et al., 2000; Worthing et Hance 2000)

Formule brute C3H8NOS5P

Nom chimique N-(phosphonomeéthyl) glycine

Masse molaire (g/mol) 169,08

Point de fusion 189.5C

Densité (g/ml) 1,71

Etat physique Poudre cristalline blanche, inodore

Solubilité dans I'eau 10,5¢g/La20°C,pH=2

Demi-vie (jours) Glyphosate: 1.2a 197.3 (sol), 7a 14(eau)
AMPA: 76 a 240 (sol), 7 a 14 (eau)
POEA : 7a 14 (sol), 21 -42 (eau)

2.5. Le métabolisme et la cinétique du glyphosate chez les animaux de laboratoire

2.5.1. Absorption :
Le glyphosate est rapidement absorbé dans le tractus gastro-intestinal des rats aprés son

administration orale, de fagon limitée. Ce taux d’absorption est varié selon de la dose
administrée, une étude a montré que le taux d'absorption était de 30 a 36 % avec une dose de
10 mg/kg (Brewster et al., 1991; Williams et al., 2000).



2.5.2. Distribution
Les études ont montré que le glyphosate radio marqué a été absorbé (distribué) dans

I'ensemble des tissus par le rat aprés administration d'une seule dose orale. (Anadon et al.,
2009).

2.5.3. Métabolisme
Le glyphosate est excrété sans étre métabolisé chez I’animal (mammifére). L’étude d’Anadon

et al.,, (2009) a démontré que le glyphosate est peu métabolisé chez le rat et qu’il sera
principalement éliminé ou faiblement éliminé sous forme d’AMPA (Acide Amino Méthyl
Phosphorique).

2.5.4. Elimination
L’¢limination du glyphosate a été étudi¢e chez les rats. Aprés administration par voie orale,

I’élimination du glyphosate est rapide et presque totale, principalement dans les matieres

fécales, et via I’urine (environ 30 %) (Krieger, 2010).

2.6. Evaluation du risque toxicologique chez les animaux de laboratoire
La DL50 orale et dermale du glyphosate et du Roundup chez les rats est supérieure a 5000
mg/kg p.c. (Williams et al., 2000). De plus, la DL50 orale du rat AMPA, le principal
métabolite du glyphosate, est de 8300 mg/kg de p.c. (Smith et Oehme 1992). Cependant, le
principal surfactant de Roundup, le POEA, an une DL50 orale de 1200 mg/kg de p. c. chez le
rat et une DL50 dermale de 1260 mg/kg de p.c. chez le lapin(Williams et al., 2016).

2.7. Effets sur I’homme
Le Roundup et leurs résidus sont des composés fortement toxiques chez 1’homme. Qu'il
s'agisse de jardiniers professionnels ou amateurs, la majorité des contaminations par
glyphosate se produisent chez les personnes qui manipulent directement I'herbicide. 11 peut
pénétrer dans lI'organisme via la peau, les voies respiratoires (par inhalation de gouttelettes) ou
le tube digestif. En cas de projection oculaire accidentelle, une pénétration conjonctivale est
également possible (Testud et Grillet 2007).

2.8. Effets écologiques chez les organismes non visés
2.8.1. Poisson
Plusieurs études toxicologiques font etat des effets du Roundup sur les organismes vivants en
milieu aquatique. Le Roundup provoque un stress oxydatif dans le foie et inhibe
I'acétylcholinestérase dans les muscles et le cerveau du poisson néo-tropical (Prochilodus
lineatus) (Modesto et Martinez 2010).



2.8.2. Les oiseaux
L'exposition au Roundup a entrainé des altérations de la structure des testicules et
perturbations aux taux sériques de testostérone et d'estradiol du canard (Anas platyrhynchos)
(Oliveiraet al., 2007).

3. Glyphosate et stress oxydant :

Plusieurs études ont montré I'implication du stress oxydatif dans la toxicité de 1’herbicide
glyphosate commercialisé Roundup® chez plusieurs systémes biologiques, et en particulier
chez les rats et les poissons (Modesto et Martinez 2010; Abarikwu et al., 2015; Larsen et
al., 2016; Santo et al., 2018).

En effet les dommages oxydatifs induits par le glyphosate sont provoqués par les ERO qui ont
des effets néfastes sur les tissus du rat tels que le foie, le rein, le cerveau et les érythrocytes
(Gasnier et al., 2009).

L'exposition a des substances toxiques présentes dans l'environnement, tels que la pollution,
les rayonnements et les pesticides (herbicides), peuvent contribuer a 1’apparition de ces
especes réactives oxydantes. Ces ERO ont un impact significatif sur la toxicité des pesticides
présents dans I'environnement (Djeffal et al., 2015).

Outre la capacité du glyphosate a déréguler les défenses antioxydantes, 1’effet neurotoxique
de cet herbicide va résulter a une libération accrue du neurotransmetteur glutamate et va aussi
induire un stress oxydant. Le glutamate en exces va activer ses récepteurs ainsi que les canaux

du calcium voltage dépendants (Cattani et al., 2014).
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CHAPITRE Il : ZINC

1. Définition :

Le mot « zinc » dérive de l'ancien allemand « zinke », qui signifie pointe acérée ou
dent, du fait de la forme de certaines particules du zinc. Le zinc (Zn) est I’un des oligo-
éléments les plus abondants dans la croute terrestre. Il est présent dans 1’air, le sol et I’eau et
est présent dans tous les aliments, apres le fer et le magnésium (Beliles, 1994), et l'un des
micronutriments présent dans tous les tissus humains et les fluides tissulaires (Vardatsikos
et al.,, 2013). il est présent a une concentration de 2-4 g/Kg de poids corporel chez

I’organisme humain (Seve et Favier 2002).

2. Propriétés physico-chimiques

Le zinc prend I'aspect d'un métal brillant, de couleur blanc bleuatre, de symbole Zn, de
numéro atomique 30 il appartient a la famille de métaux de transition (Brzozowska et
Sulkowska 1996). Il est présent dans les molécules organiques, essentiellement sous forme de
cation divalent (Zn®"). (Seve et Favier 2002).

Tableau 02: Propriétés physico-chimiques du zinc (Seve et Favier 2002; Chang, 2005)

Numéro atomique 30

Masse atomique 65,37 g.mol ™
Période/groupe 12/4/d
Electronégativité de Pauling 1,6

Isotopes 5}
Configuration électronique [Ar] 3d™ 45°

3. Besoin et Source du zinc

Les besoins en zinc sont estimés a 14 mg/jour chez l'adulte et a 12 mg/jour chez la personne
agée de plus de 75 ans. (Imoberdorfa et al., 2010).

Il est présent en grande quantité dans les aliments d'origine animale : viandes, poissons et
fruits de mer. Les céréales completes, les légumineuses telles que les lentilles, les graines de

soja et les Iégumes secs (amandes, noix) en contiennent également. (Tabatabaie et al., 2007).

4. Devenir du zinc dans I'organisme :
4.1. Absorption :
L'absorption du zinc se fait au niveau de l'intestin gréle. Lors d'un repas, le zinc semble étre

capté par des acides aminés (cystéine) (Seve et Favier 2002). La majeure partie de zinc



transférée du l'intestin a la circulation portale, est absorbée rapidement et transporté au foie,
ou elle est absorbée et libérée dans la circulation générale pour étre redistribuer aux tissus
extra-hépatiques (Fig 03) (Cousins et al., 2003).
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pancreatique \O @
S @/ MT

Cu
Cd

Zn sécrétion
intestinale

Figure 03: Mécanisme de I'absorption du zinc (Seve et Favier 2002).

4.2. Transport
Le transport actif du zinc n’est pas assuré par une protéine spécifique, mais par plusieurs
transporteurs capables de capter plus ou moins de zinc selon leurs concentrations et leurs
affinites respectives.
Il 'y a deux familles de transporteurs de zinc ; les transporteurs ZnT (Zn™" transporter) et ZIP
(ZnT -and IrT- like protéines) ou (Zn™ and Fe™ régulation protéines) ont un rdle dans la
régulation homéostatique du zinc cellulaire (Fig. 04). La famille ZnT a 10 transporteurs
identifiés expulse le Zn, la famille ZIP a 14 transporteurs identifiés capte le Zn extracellulaire
(Hirano et al., 2008).
Les deux familles interviennent dans le stockage du zinc. ZnT-1 transporte le zinc de

I’enthérocyte vers la circulation sanguine (Kay et Toth 2008).
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Figure 04 : Transport cellulaire du zinc (Hrabeta et al., 2016)

4.3. Distribution

a. Dans le sang
Le total du zinc dans le sérum est de 0,1%, et son concentration dans le plasma est de 1mg/I.
Il est lié irréversiblement a 1’albumine 60%, & 1’alpha 2 macroglobuline 30%, et
réversiblement a la transferrine, a la transthyrétine, a protéines et des acides aminés tel que
I’histidine (Cousins et al., 2003; Roohani et al., 2013).

b. Dans les tissus
La quantité du zinc (98%) dans tous les tissus sont localisés au niveau intracellulaire
(Imoberdorfa et al., 2010). Les os contiennent 30% et 60% pour les muscles de la quantité
totale du zinc. On trouve également des concentrations en zinc au niveau d’autres organes
(Zhao et al., 2016). Le foie est 1’organe de distribution du zinc posséde un turnover du zinc 5
a 6 fois plus élevé que les autres tissus.

4.4. Excrétion
Le tube digestif est le principal moyen par lequel le zinc est excrété. Le zinc fécal (environ
10mg/j) est égal au zinc non absorbé (67%) et au zinc endogene (33%). De plus, environ 0,5
mg de zinc peuvent étre perdus par jour dans la sueur et dans l'urine. Les autres fluides

corporels sont également importants pour éliminer le zinc. (Schlegel, 2010).
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5. Rodle du zinc dans les processus biologiques

5.1. Dans I'expression des génes et dans la transcription de I'ADN
Les enzymes dont il est le cofacteur, telles que les ADN ou ARN polymeérases, les ARNt
synthétases, les transcriptases reverses et la thymidine kinase, jouent un role dans le
métabolisme des acides nucléiques. La molécule perd la capacité de se fixer sur I'ADN en
I'absence de zinc. (Roohani et al., 2013).

5.2. Défense immunitaire
Selon les resultats de nombreuses etudes nutritionnelles, le zinc alimentaire affecte les
réponses immunitaires. L'immunité cellulaire est perturbée par un manque de zinc, en
particulier (Le Pabic, 2014). Il est un cofacteur de I'lL-2, des lymphokines et des cytokines.
Le zinc, comme tous les antioxydants, renforce I'immunité cellulaire, qui peut étre tres
diminuée par le stress oxydant en raison de la forte sensibilité des LTs aux radicaux libres
(Ben Mansoura, 2021).

5.3. Fonction cérebrale
Le Zn peut moduler l'excitabilité globale du cerveau par ses effets sur les récepteurs du
glutamate, et probablement de 1'acide y-aminobutyrique (GABA), et donc Zn pourrait agir

comme un neurotransmetteur et neuromodulateur (T6th, 2011).

6. Zinc et stress oxydatif

6.1. Définition du stress oxydant
Au niveau de notre organisme, il existe un equilibre entre les especes réactives, presentent a
1’état basal en faible concentration et le systéme antioxydant qui comprend des enzymes, des
vitamines, des oligoéléments et du glutathion. Le déséquilibre de la balance «pro-

oxydants/antioxydants » provoque le stress oxydatif (Bonnefont-Rousselot, 2014).

6.2. Défense anti-oxydante du zinc :

v’ Le zinc est un antioxydant puissant. 1l inhibe I'enzyme NADPH-Oxydase qui catalyse
la production de superoxyde d’oxygéne (O,") a partir d'O,. Cette hypothese est
confirmées par certaines études notamment celle de Li et al., (2017) réalisée sur des
souris soumises & un régime pauvre en Zn. La séquestration du Zn*? en excés stimule
la génération de H,O,. Dans ce modéle in vivo de carence en Zn*? la génération
accrue de H,O, est empéchée par l'inhibition de la NADPH oxydase caractérisé par un
relargage prolongé des ERO. On conclure que la NADPH oxydase, est une enzyme
régulée par Zn** (Li et al., 2017).
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NADPH oXxydase - N N
20, + NADPH » 20,”+ NADP" + H

Le zinc est un cofacteur avec le cuivre du superoxyde dismutase (Cu-Zn SOD), la

SOD assure 1’élimination de I’anion superoxyde (O2"), premiere espece toxique

formée a partir de I’oxygene (Bosco et al., 2010).

Cu*%-Zn SOD
20, +2H" > 20,7 +2H"

Aussi, il protege, par compétition avec le fer, les groupes SH de I’oxydation au niveau
de la membrane. Le zinc influence I'expression de la glutamate-cystéine ligase, une
enzyme impliquée dans la synthése du glutathion qui joue un réle dans la régulation de
glutathion peroxydase (GSH-Px) et la catalase et agit directement sur la neutralisation
des radicaux libres (Marreiro et al., 2017).

Ainsi que, Il empéche les métaux de transition de produire des ERO en rivalisant avec
eux dans la réaction de Fenton, ce qui produit des ion hydroxyle OH- particuliérement
nocifs, et induit la synthése de métallothionéines anti-oxydantes (Seve et Favier 2002;
Roussel 2014).

Des recherches récentes portant sur l'influence des protéines porteuses de zinc sur le
stress oxydatif cellulaire. les auteurs ont également découvert que le peroxyde
d'’hydrogéne peut induire l'augmentation du zinc intracellulaire. Le ZnT-7 peut
protéger ces cellules car ce transporteur de zinc réduit I'agrégation des ions zinc libres
et inhibe I'apoptose induite par le peroxyde d’hydrogene (Liang et al., 2013).

Le zinc est libéré de son complexe avec la métallothionéines dans des conditions de
stress oxydatif. MTF-1, un facteur de transcription dépendant du zinc (Marreiro et
al., 2017).
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Figure 05 : Participation du zinc aux mécanismes antioxydants (Marreiro et al., 2017).

6.3. Le zinc est un pro-oxydant:
L'excés de zinc induit également une carence en cuivre, qui provoque une diminution de
I'expression des enzymes dépendant du cuivre, telles que le superoxyde dismutase, qui est
important dans la défense antioxydante. De plus, les ions zinc ont une capacité limitée a se
lier a la métallothionéines, qui est sensible aux situations de stress oxydatif (Maret, 2013). Ce
stress oxydatif se traduit par des concentrations élevées de zinc libre et induit un statut pro-
oxydant. Une faible concentration de zinc entraine également un stress oxydatif puisque cette

condition provoque la mort cellulaire et favorise la production de ERO (Maret, 2008).
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CHAPITRE III : LINUM USITATISSIMUM

1. Etymologie

Le genre Linum «issu du mot latin : lineus qui veut dire lin» compte environ 200 especes dont
la plus répandu et la plus cultivée est Linum usitatissimum. L’espéce usitatissimum signifie
«du mot latin : usitatus = habituel, d’usage» (en anglais Flax, en arabe El-katan ousl) (Saint-
Pierre, 2010). Le lin est utilisé dans les domaines de 1’industrie textile (fibres) et alimentaire
(graine et huile) (Beroual et al., 2013).

Le nom botanique, Linum usitatissimum a été donné par Linnaeus en 1857 dans son livre
"Species Plantarum™ (Jhala et Hall 2010).

a . > .'b

Figure 06: Aspect morphologique du Linum usitatissimum
a: Fleur b: Capsule c: Graine de lin
2. Classification
Cette classification est essentiellement basée sur des critéres anatomiques et morphologiques.
Tableau 03: classification botanique du L. usitatissimum (Diederichsen et Richards 2003)

Régne Plantae
Division Pteridophyta
Sous-division Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Sous-classe Rosidae

Ordre Geraniales

La famille Linaceae

Tribu Linoideae
Genre Linum

Espece usitatissimum L
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3. Composition de la graine de lin

3.1. Composition chimique :

Les graines de lin contiennent une faible quantité d'amidon, environ 40% de lipides, 30% de
fibres alimentaires, 20% de protéines et 460-520 Kcal/100g d'énergie. Sa composition
chimique varie considérablement dépend la répartition géographique, des méthodes de
culture et du temps de récolte dans lesquelles la plante est cultivée (Daun et al., 2003).
Les téguments sont principalement constitués de polyphénols et de composés glucidiques
(mucilage), tandis que I'embryon est principalement constitué de protéines et dhuile
(Lepiniec et al., 2006). Le taux de chaque composant présent dans la graine de lin est indiqué
dans le tableau 04.

Tableau 04: Composition chimique générale des graines de L. usitatissimum.

Constituants | Pourcentage | Composition chimique Références

Leucine , méthionine , phénylalanine , _
o _ - .« | (Morris, 2007;
. valine , I’isoleucine , lysine ,
Protéines 20-25% . ) ) . |Venglat et al,
histidine*, glycine, proline, thréonine ,
2011)

cystine, tryptophane .

. Stérols, cholestérol, lipides complexes,
Lipides 30-40% o o (Oomah, 2001)
glycolipides, phospholipides.

Les composés il L’amidon, et les fibres (mucilage, | (Jhala et Hall
-10%
glucidiques cellulose et la lignine). 2010)

Acide ascorbique (C),thiamine (B1),
o riboflavine (B2) ,iacine (B3), acide
Vitamines / o i (Daun et al., 2003)
pantothenique (B5), folatre (B6)

cyan cobalamine (B12)

Zinc, manganése, aluminium, nickel,
Les minéraux 3-4% sélénium, potassium, magnésium, | (Daun et al., 2003)
calcium, sodium, phosphore

3.2. Etude phytochimique de L. usitatissimum
3.2.1. Les composes phenoliques
Dans les graines de lin, les acides phénoliques sont présents en faible quantité, ils sont
constitués de 72% d’acides hydroxycinnamiques et de 28% d’acides hydroxybenzoiques

(Alu'datt et al., 2013).
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3.2.2. Les flavonoides
Les graines de lin sont constituées majoritairement de flavonols (Oomah, 2003) .lls sont
composés de kaempférol, de quercétine et d’herbacétine. Ces substances sont présentes sous
la forme glycosylée (Kasote et al. 2011). Les anthocyanidines, les flavanones et les
proanthocyanidines sont également accumulés dans les graines de lin (Zuk et al., 2011).

3.3. Composition et caractéristiques d’huile L. usitatissimum :
Les graines de lin contiennent de 35 a 45% d’huile, ce qui le classe parmi les oléagineux
(Daun et al., 2003). L'huile de lin est un aliment pauvre en graisses saturées car elle est
composée de 73% d'acides gras polyinsaturés (AGPI), 18% d'acides gras monoinsaturés
(AGMI) et 5-15% d'acides gras saturés (AGS) (Tableau 05). On sait qu'elle est la source la
plus riche en ALA, qui représente 55 % des acides gras totales (Roy et al., 2007).

Tableau 05 : Composition en acides gras de I’huile de lin(Gutiérrez et al., 2010).

Nomdel'acide | Nomenclature Formule semi- développée Répartition | %insaturés
biochimigque (%) et saturés

Acide palmitique C16:0
OH 5-15%
d’Acides

Acide stéarique C18:0 2-6 gras saturés
/\/\/W\AA/\/LO
Acide oléique C18:1 w9 ? 10-22
/\/\/\f\/\/\/\)‘\m
75-95%

Acide linoléique C18:2 w6 a 12-18 d’Acides
6 1
HO™ 1 9 12 gras
: insaturés
Acide a- C18:3w3 0 . . 0 50-62
linolénique HO 18 ST N NV N

3.3.1. Etude chromatographique d’huile de L. usitatissimum :
La composition chimique de I'huile de lin (commercialisé EL-kabten) fait apparaitre 1,67%
d'insaponifiables et 98,33% d'acides gras. L'analyse CGL des esters méthyliques d'acides gras
a été dans le tableau 6 (Hendawi et al., 2016).
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Tableau 06: Analyse par CGL des esters méthyliques d'acides gras de I'huile de lin (EL-
kabten) (Hendawi et al., 2016).

Les acides gras

Concentration

Les acides gras

Concentration

(%) (%)
C4:0 acide butanoique 0.08 C18:3 acide v | 8,93
C8:0 acide caprylique 0.08 linolénique
C10:0 acide caprique 0.06 C20:0 acide arachidique | 12,95
C11:0 acide undécanoique 0.34 C20:3 cis-8,11,14- | 2.98
C12:0 acide laurique 0.05 Eicosatrienoic
C13:0 acide tridécanoique 0.02 C20:4 acide | 10.81
C14:0 acide myristique 0.20 arachidonique
C15:0 acide pentadécanoique | 0.04 Inconnu 0.15
C16:0 acide palmitique 0.26 Acides gras insaturés 84.55
C16:1 acide palmitoléique 11.67 Acides gras saturés 15.30
C17:0 acide heptadécanoique 0.59
C17:1 cis-10- Heptadecanoique | 0.34
C18:0 acide stéarique 0.61
C18:1 acide oléique 45.63
C18:2 acide linoléique 4.19

4. Utilisations Pharmacologiques des graines de L. usitatissimu

Les graines de lin et I'huile sont considérées comme des aliments essentiels a la santé. lls

doivent étre considéres comme des aliments sains pour la vie. Le lin n'est pas une nouvelle

nourriture. En fait, c'est I'un des aliments les plus anciens, voire les plus originaux. C'est une

plante millénaire aux vertus médicinales (Halligudi, 2012).

4.1. Effets sur le profile lipidique

Il a été démontré que l'administration de L. usitatissimum exerce de puissants effets

inhibiteurs sur le profile lipidique grace aux actions de ALA (Ayad et al., 2013). Caligiuri et

al., (2014) ont montré que la consommation de 30 & 50 g par jour de graines de lin moulu
réduit le taux de cholestérol total (0,21 mmol/L) et du cholestérol-LDL (0,22 mmol/L) par

rapport aux valeurs initiales.
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4.2. Activité antidiabétique
Linum a un immense effet thérapeutique chez les personnes souffrant de diabete et celles qui
souffrent d'intolérance au glucose car elle a réduit la réponse glycémique postprandiale et

I'insuline (Gongalves et al., 2018).

4.3. Les maladies cardiovasculaires
Protéines de lin sont riches en oméga 3 et en arginine, un acide aminé acide lorsqu'ils sont
présent dans l'endothélial vasculaire, peut abaisser la tension artérielle et prévenir de
thrombose (Marambe et al., 2008).

4.4. Effets sur le systeme respiratoire et immunitaire

La graine de lin est également considérée comme efficace pour les problémes respiratoires.
Elle soulage les douleurs pulmonaires (Iserin et al., 2001). Le lin est utilisé en infusion dans
la médecine ayurvédique (Inde) pour traiter les inflammations, la toux et les bronchites
(Goyal et al., 2014). Elle s’avere efficace contre I’emphyséme et la cystite chronique, ainsi
que contre le rhume, l'artériosclérose et I'angine de poitrine (Halligudi, 2012).

De méme, ces graines augmentent les niveaux des cytokines pro- inflammatoires (IL-1, IL-6
et TNF-o)) (Abidi et al., 2019).

4.5. Activité antimicrobienne et antifongique
De méme, l'activité antibactérienne et antifongique a été rapportée dans les oligosaccharides
extraits de cette graine (Guilloux et al., 2009), ce qui permet de contréler la croissance
d'agents pathogenes affectant le secteur agricole, tels que Alternia solani et Alternia
alternata, ainsi que l'agent pathogéne humain Candia albicans Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae, et Bacillus subtilis (Kaithwas et al., 2011).

5. Toxicité :

L’instabilit¢ de 1’huile de Linum et son risque d’oxydation rapide étaient suffisamment
important pour considérer son usage comme toxique et a été longtemps interdite pour cette
raison, autorisée a nouveau a la consommation depuis 2010. Il faut éviter d’avaler les graines

au risque d’une occlusion intestinale (Couplan et Debuigne 2013).
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CHAPITRE | : MATERIEL ET METHODES

1. Etude phytochimique

1.1. Matériel végétal :

La substance végeétale utilisée est composée d’huile de Linum usitatissimum a été procurée
du marché local d’Annaba (la marque El-Captain, a company for Extracting Natural Oils,

Plants and Cosmetics cité EI-Obour, Cairo, Egypt.). L’huile est extraite par pression a froid.

1.2. Dosage des composés phénoliques (dosages colorimétriques)

1.2.1. Dosage des phénols totaux :

La concentration en phénols totaux des extraits, a été déterminée en utilisant le réactif
Folin-Ciocalteau Bouaziz et al., (2005). L'équation (Y=3,7047x) a été utilisée pour calculer
le contenu en phénols total (Annexe 01).

1.2.2. Dosage des flavonoides totaux :

La quantification de contenu flavonoique a été estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d'aluminium (AICIs) et la soude (NaOH) (Zhishen et al., 1999). La concentration
est calculée selon 1’équation : Y=3,1929x (Annexe 02).

1.2.3. Dosage des tanins condensés :

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide
(Julkunen-Tiitto, 1985). Le contenu en tannins a été calculé a partir de 1’équation du courbe
étalon de la catéchine (Y=3.813x) (Annexe 03).

1.2.4. Dosage des flavonols

La quantification des flavanols a été effectuée par la méthode d’Yermakov et al., (1987). Le
dosage des flavonols a été calculé selon 1’équation :Y=3,836x +0,122 (Annexe 04).

1.2.5. Dosage des ortho-diphénols

Les ortho-diphénols ont été réalisé selon la méthode décrite par Mateos et al., (2001) ou les
ortho-diphénols forment des complexes colorés avec les ions molybdates. Le taux en ortho-

diphénols a été déterminé a partir de 1’équation : Y= 0,0035x - 0,0225 (Annexe 05).

1.3. Evaluation de I’activité antioxydante

1.3.1. Etude de P’activité antioxydante (Méthode DPPH) :

Le test utilisé pour mesurer le pouvoir anti-radicalaire d’un échantillon est celui décrit par
Bouaziz et al., (2010).
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Le pourcentage d’absorption est calculé :

%D0 = DOpppy — DOgchantilion % 100

DODPPH

Avec :
DO 100% : absorbance du "total".
DO g4 : absorbance de la solution en présence d’extraits.
1.3.2. Capacité antioxydante totale (CAT) :
Ce test est évalué par la méthode de phosphomolybdéne (Prieto et al., 1999). Cette derniere a
été déterminée selon I’équation (Y=4,1449x + 0,0293) (Annexe 06).
1.3.3. Méthode de blanchissement du p-caroténe
L’activité antioxydante a été réalisée par la méthode de décoloration du B—carotene décrite par
Pratt, (1980) et modifiée par Kulisic et al., (2004).
1.3.4. Méthode de réduction du Fer (FRAP)
L’activité réductrice du fer de notre huile est déterminée selon la méthode décrite par Pan et
al., (2008).

20



2. Etude biologique
2.1. Animaux et conditions d’élevage

Au cours de 1’étude, 60 rats blancs males de la souche Wistar (Rattus rattus) en provenance

de l'institut Pasteur d'Algérie (centre d’élevage, El Kouba-Alger) ont été utilisés.

Ces rongeurs ont été élevés dans une animalerie, et ont été soumis a une période d'adaptation

d’environ un mois. Ils ont été nourris selon leur préférence avec un concentré énergiquement

équilibré (provenant de 'ONAB de Béjaia).
2.2. Traitement des rats
2.2.1. Protocole expérimental

Les rats ont été répartis en six groupes de dix chacun, il s’agit de :

» Groupe 1 (C) : Rats contréle.

» Groupe 2 (RDP) : Les rats recoivent le Roundup dans I’eau de boisson, a raison de
269.9mg/kg P.C. pendant une durée de 30 jours ; cette dose, qui représente le 1/18 de la
DL50 est choisi selon les résultats des travaux d’El-Shenawy, (2009).

» Groupe 3 (Zn) : les rats recoivent par gavage le zinc (ZnS0,4.7H,0) a raison de 0.227 g/l
chaque jour pendant 30 jours ; cette dose est choisie selon les résultats de Barkat et al.,
(2015).

» Groupe 4 (HLU) : les rats regoivent par gavage 1’huile de Linum usitatissimum & raison
de 0.59/Kg du P.C., cette dose a été choisie selon les travaux d’Hendawi et al., (2016).

» Groupe 5 (RDP+Zn) : les rats recoivent le Roundup dans 1’eau de boisson, avec la
supplémentation quotidienne de Zn, et ce avec les mémes doses que celle du groupe 2 et
3.

» Groupe 6 (RDP+ HLU) : les rats recoivent le Roundup dans I’eau de boisson, avec la
supplémentation jour apres jour de HLU, et ce avec les mémes doses que celle du groupe
2etd.

2.2.2. Sacrifice des rats et prélevement des échantillons :
Apres 30 jours de traitement, les rats sont sacrifiés par décapitation.
a. Récupération sanguin :

Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes: Les tubes a EDTA serviront pour la

détermination de la formule de numération sanguine (FNS). Les tubes secs afin de récupérer

le sérum, qui sera conservé pour doser les parameétres biochimiques.
b. Prélevement des organes
Une dissection abdominale longitudinale est effectuée pour le prélevement des différents

organes (foie, reins, et cerveau). Les organes sont rincés avec une solution de chlorure de NaCl
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a 0,9%. Un fragment de foie, de rein et lob de cerveau de chaque groupe de rat sont séparément
fixés dans le formol a 10% afin de réaliser des coupes histologiques, le reste des organes sont
conserves au congelateur a -20°C pour le dosage des parametres du stress oxydatif.

c. Préparation des homogénats de tissus :
Un gramme de foie, de rein et cerveau de rats récupérés a partir des six lots étudiés, ont
été broyés par un broyeur ultrason. Le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs

puis conserveé a -20°C jusqu’a son utilisation.
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Figure 07 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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2.3. Détermination de la formule de numération sanguine (FNS)
La détermination de la formule de numération sanguine (FNS) a été effectuée a 1’aide d’un
analyseur ERMA INC (fullautomatic blood cell counter model PCE-210N).

2.4. Dosage des parameétres biochimiques :
Le dosage des paramétres biochimiques a été effectué a 1’aide d’un automate de type «COBAS
INTEGRA 400 »

2.5. Dosage des parameétres de stress oxydatif
Tous les réactifs utilisés ont pour origine Sigma chemical co. (USA).
2.5.1.Dosages des protéines
Les protéines tissulaires ont été quantifiees selon la méthode colorimétrique de Bradford, (1976).

La concentration des proteines a été déterminée selon la courbe (figure 08).

0,8 - y =0,685x + 0,033
R? = 0,9964
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T T T
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Concentrations de BSA mg/ml

Figure 08 : Gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.

2.5.2. Détermination du taux de la peroxydation lipidique (MDA)
Le taux de peroxydation lipidique a été évalué en mesurant le malondialdéhyde avec le test TBARS

(Thiobarbituric reactive species) selon la méthode de Buege et Aust (1978).

2.5.3. Détermination du taux des produits protéiques d'oxydation avancés (AOPP)
Le contenu tissulaire en AOPP a été déterminé selon la méthode de Kayali et al., (2006).

2.5.4. Détermination du taux des protéines carbonylées (PCO)

Les protéines carbonylées (PCO) sont mesurées selon la méthode de Levine (1990) (fig. 09).
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Figure 09 : Réaction entre les protéines carbonylées et le DNPH.

2.5.5. Détermination du taux de glutathion réduit (GSH)
Le dosage du glutathion réduit est réalisé selon la méthode d’Ellman, (1959), avec quelques

modifications apportées par Jollow et al., (1974) (fig. 10).

NO-
COOH
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Acide glatathionyl-dithio-nitrobenzoique
NO-

Figure 10 : Principe de dosage du glutathion.

2.5.6. Détermination de la concentration de la Vit C
La détermination du taux de vitamine C (acide ascorbique) est effectuée selon la technique de

Jacques- Silva et al., (2001). La D.O. obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage (Fig. 11).
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Figure 11 : Gamme d’étalonnage du vit C.
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2.5.7.Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (E.C. 1.11.1.9)
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de Flohé et
Gunzler (1984).

2.5.8. Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (EC 2.5.1.18)
L’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) est mesurée par la méthode d’ Habig
etal., (1974) (Fig.12).

NHCHCH;CH;CONHCHCONHCH,COOH
Cl (J'u(m SCH,
CH,SH NO, NO,
\Hz(‘H('II;(‘II,('U\H}'IH'(}!\H('Hlt'(:l()ll N GST

—_— + HCI
'O0H

NO, NO,

Glutathione (GSH) 1-Chloro-2 4-dinitrobenzene 1-Glutathionyl-2,4-dinitrobenzene

Figure 12 : Principe de dosage du GST.

2.5.9.Détermination de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) (E.C.1.11.1.6)
L’activité enzymatique de la catalase est mesurée selon la méthode d’ Aebi, (1984).

2.5.10. Détermination de I’activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)
L’activité du superoxyde dismutase (SOD) est déterminée a partir de sa capacité a inhiber la

réduction du nitro blue tetrazolium (NBT) (Beyer Jr et Fridovich 1987).

2.5.11. Détermination de ’activité de I’acétylcholinestérase (AChE)

L’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase est déterminée selon la méthode d’Ellman et al.,
(1961).

6. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a 1’hopital d’El- Hadi Benjdid —El Tarf- service
d’anatomie pathologie a I’aide d’un appareil automatique (LEICA). La technique utilisée est celle
décrite par Hould (1984).

7. Traitement statistique des résultats :

Tous les résultats des tests effectués sont exprimes, selon les paramétres, en moyenne + SEM pour
les six rats de chaque groupe. Ces calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel Microsoft Excel. Les
comparaisons de données entre les différents groupes traités ont été effectuées par le test "t" de

student et les différences ont été considérées comme statistiquement significatives a p<0,05.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Lacomposition chimique & les propriétés antioxydantes de I’huile de Linum usitatissimum

1.1. Dosage des composés phénoliques :
Les teneurs des flavonoides totaux, des tanins condensés, des phénols totaux, d’orto-diphénols et
des flavonols sont effectués sur I’huile de lin et qui sont rapportés dans le tableau07. L’analyse
quantitative de ces composés révele que la valeur des flavonoides est de 1’ordre de 0,32mg EQ/g
HLU. Tandis que la teneur des tanins est 0,25mg EQ/g HLU et la concentration en polyphénols est
0,11mg EAG /100 g HLU. Elle montre également que 1’huile de Linum usitatissimum contient
0,35mg de R/g HLU en flavonols et de 218,71mg d'AC/g HLU d’orto-diphénols.

Tableau 07 : Teneur en composés phénoliniques de 1’huile de lin

Flavonoides 0,32+0,01
Tanins condensés 0,25+0,02
Polyphénols totaux 0,11+0,01
Flavanols 0,35+0,04
Orto-diphénols 218,71+£15,51

1.2. Activité anti-oxydante :
Le pouvoir antioxydant de Linum usitatissimum (Tab. 08) a été déterminé selon : le test de DPPH,

la détermination de la capacité antioxydante totale, la méthode de FRAP et blanchissement de B

carotenes..

% L’inhibition du DPPH radicalaire a été évaluée pour 1’huile de lin ainsi que pour les deux
témoins positifs : BHT et Vitamine C.

La comparaison des ICso par rapport aux deux témoins positifs montre que 1’huile de lin posséde

une forte activité antioxydante 22,85 +2,6 (mg/ml).

¢ le test d’inhibition de 1’oxydation de ’acide linoléique couplé a celle du B-caroténe. D’apres les
résultats présentés dans le tableau 08, 1’inhibition obtenu pour I’acide ascorbique (62,5mg/ml),
est utilisée comme référence, est presque égale a notre huile (65,83) et donc, une activité
antioxydante tres éleve.

% D’apres les résultats présentés dans le tableau 08, il apparait que 1’huile de Linum usitatissimum
posséde une activité antioxydante avec un 1Cso 0.546+0.16mg EVitC/ml. Ainsi que, les résultats
obtenus montrent que la capacité d’huile de réduire le Fer est largement inférieure a celle des
standards. A la concentration de 10 mg/ml, le pouvoir réducteur est beaucoup plus important

dans le vit C de 1 mg/ml.
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Tableau 08 : Activité antioxydante de I'huile de lin

HLU 22,85+2,6 65,83+12,84 10,36+1,59 0,546+0.16

Vit C 3,45+0.56 62,5+17,5 1,33+0.13 --

BHT 36,24+1,36 29,3348,08 -- --
Discussion :

Les tests phytochimiques effectués sur I’huile de Linum usitatissimum révéle la présence des
flavonoides totaux, des tanins condensés, des phénols totaux, des flavonols et d’orto-diphénols.

De plus, Kasote, (2013) a révélé I’existence de différents types de polyphénols dans les grains de L.
usitatissimum, comme les lignanes, I’acide phénolique et les flavonoides. Nos résultats sont plus
faible par rapport aux résultats obtenus par Anwar et Przybylski (2012) qui ont trouvé 3 mg
EAG/g de polyphénols et entre 1,9 et 4,8 EC/g EX de flavonoides. Une étude récente menée par
Alachaher et al., (2018) sur les graines de lin a montré également une quantité de phénoliques
totaux plus élevé que notre extrait, les valeurs vont de 43,33 a 47,01 mg EAG/g extrait et pour les
flavonoides varié entre 29,55 et 30,89 mg EQ/g extrait). Ce taux élevé des composés phénolique est
obtenu grace a l'utilisation des différents solvants pour I’extraction comme le méthanol et le
butanol.

L’activité antioxydante des extraits de la plante pourrait s’expliquer par leur richesse en substances
polyphénoliques et plus particulierement les composés flavoniques. Plusieurs publications Kadri,
et al., (2011) et Ghedadba et al., (2014) qui ont rapporté une corrélation positive entre la teneur

phénolique et Iactivité antioxydante.

La capacité antioxydante d’un extrait végétal peut étre évaluée par la détermination de la capacité
d’inhibition de I’oxydation du 3-caroténe. Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique produit des
radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du B-caroténe (Kubola et Siriamornpun
2008). Nos résultats concordent Bouaziz et al., (2016) et Shadyro et al., (2020) qui ont trouvé que
I’espéce Linum usitatissimum posséde un bon pouvoir de neutralisation des radicaux libres.

Le pouvoir réducteur de 1’huile de lin a été déterminé selon la méthode de Pan et al., (2008). Ce
test consiste & réduire les ions (Fe**) en fer ferreux (Fe**) (Zemmouri et al., 2017). Cette réduction
est en relation directe avec le pouvoir antioxydant. D’aprés les résultats obtenus, le pouvoir
réducteur de 1’huile de lin présente un pouvoir réducteur intéressant. Ceci montre une corrélation

positive entre la quantité de polyphénols dans 1’huile de lin étudiée et son activité antioxydante.
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2. Impact du Roundup sur la variation des paramétres physiologiques,
hématologiques et biochimiques : effets protecteurs de la supplémentation en
Linum usitatissimum ou en Zinc

2.1. Effet du Roundup sur I’état général de santé des rats
Pendant la période expérimentale, aucun décés n'a été observé chez les animaux. Les rats des
groupes témoin, Zn et HLU n'ont montré aucun signe de toxicité systémique. Cependant, les rats du
groupe RDP ont montré des signes cliniques tels qu’anorexie, perte de poids corporel, épuisement,
et inflammation des glandes salivaires (la cause de la bave). Tous ces signes cliniques étaient liés a
la toxicité aigué du RDP. En outre, les rats du groupe RDP+Zn et RDP+HLU ont montré certains

symptémes d'anorexie et de perte de poids corporel.

2.2. Etude pondérale

2.2.1.Variation du poids corporel
Durant les 30 jours du I’expérimentation, nos résultats (tableau 09) montrent une diminution tres
hautement significative du gain de poids corporel chez tous les groupes traités ; RDP (-129,76%),
Zn (-71.57%) et HLU (-85.95%) par la combinaison RDP+HLU (-57.30%), et ce comparativement
au groupe témoin. Tandis qu’on n’enregistre aucune différence significative n’apparait entre les
groupes comparativement au groupe traités par le Roundup (RDP).

2.2.2. Variation de la consommation quotidienne d’aliment et de I’eau de boisson
Les résultats obtenus pour le suivi de la consommation quotidienne d’aliment et de 1’eau de
boisson chez les rats témoins et les rats traités apres 30 jours d'expérimentation sont
représentés dans le tableau 10.
En effet, on note une diminution trés hautement significative de la consommation d’aliments chez
tous les groupes RDP (-19.54%), Zn (-5.7%), HLU (-13.73) comparativement au groupe témoin.
Ainsi, on enregistre une diminution trés hautement significative de la consommation d’eau chez le

groupe traité par le RDP (-23.09%) comparativement au groupe témoin.
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Tableau 09: Variation du poids corporel (g) chez les rats témoins et les rats traités.

| Parameétres _ _ Groupes experimentaux

C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU
Poids initial (g) 249,642,7 250,33+4,64 250,645,9 250,5+7,29 250+8,2 249,66+7,86
Poids final (g) 299,5+11,4 2355+4 264,83+8,4 257,5+11,94 243,615 233,5+8,68
% / -21,36 -11,57 -14,02 +3,46 -1,06
Gain de poids (g) +49,83+11,16  -14,83+3,75 +14,16+2,87 +7+15,16" -6,33+7,51  -16,66 + 10,70
% / -129,76 -71,57 -85,95 +12,35 -57,30

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
(' p<0.01 p<0.001) comparativement aux rats témoins.

Tableau 10:Consommation quotidienne de 1’aliment et de 1’eau de boisson chez les rats témoins et
les rats traites.

Groupes expérimentaux

Parametres

C RDP Zn HLU RDP+2Zn RDP+HLU
Quantité d"aliment 21664069  17.43+1,18"°  2043:068"  18.60+066° 24844285 14514123
Consommée (g/rat/j)
% / -19,54 57 13,73 +425 -16,73
Quantité d’eau 32,65+2,34  24,84+285"" 30,94+2,05 29,5242 44 26,07+2,38 20,31+2,02"
Consommée (ml/rat/j)
% / -23,09 5,24 9,58 +4,92 -18,23
Quantité de RDP ”
ingérée (mofratl) / 67,75 £7,79 / / 70,5146,46  55,39+5,52

I_gs valeurs*§9nt exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
(' p<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

2.2.3. Poids absolu et relatif des organes étudiée
Les résultats obtenus de la variation du poids absolu et relatif des organes étudiés (le tableau 11 et
la figure 13) montrent qu’il y a une diminution trés hautement significative (P < 0,001) du poids
absolu et du poids relatif du foie chez le groupe traité par RDP comparé au groupe témoin. Par
contre, on enregistre un rétablissement par une augmentation hautement significative (P < 0,01) et
méme trés hautement significative (P < 0,001) des poids absolus et relatifs de foie chez les rats
traités par la combinaison (RDP+HLU) et (RDP+Zn) respectivement, par rapport aux rats traités
uniquement avec le Roundup.
Concernant le poids absolu et relatif des reins, I’analyse des résultats obtenus montre une
diminution hautement significative chez le groupe traité par le Roundup. Mais avec aucune
déférence statistique chez les groupes traités avec 1’huile ou Zinc.
Quant au poids absolu du cerveau, comparativement aux rats témoins, on note une diminution
hautement significative chez le groupe toxique (RDP). On note aussi une variation statistiqguement
hautement significative des poids absolu et relatif du cerveau chez les rats recevant la combinaison
RDP plus Zn ou HLU comparant au groupe recevant le RDP. Tandis que, on n’enregistre aucun
changement statistique au niveau du poids relatif chez tous les groupes.
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Tableau 11:Variation de poids absolu (PA) (g) du foie, des reins et du cerveau chez les rats témoins
et les rats traités chez les rats témoins et les rats traités.

Groupes expérimentaux

Parametres

C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU
PA du foie (g) 9,00+0,43 5,550,23 8,69 +0,38 7,79+0,21 6,91+0,19 6,70+0,49 ~
% / -38,33 -3,51 -13,43 +24,41 +20,73
PA des reins (g) 1,85+0,09 1,59+0,03" 1,72+0,1 1,61+0,07 1,71+0,06 1,59+ 0,05
% / -13,85 -6,69 -12,92 +7,51 +0,17
PA du cerveau (g) 1,246+0,03 1,029+0,07 " 1,33310,01 1,31+0,01 1,282+0,04 1,28+0,01"
% / -18,52 +5,27 +3,74 +24,53 +25,00
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n =6 rats) ;
(' p<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.
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Figure 13 : Variation du poids relatif des organes (Foie, reins et cerveau) en g/100 g Pc chez les rats témoins
et les rats traités.

Les valeur§*sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p<0.05, P<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;

(p< 0.05, #P<0.01, *p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.
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Discussion :
Au cours de ces dernieres années, les connaissances sur la contamination des milieux et sur

I’exposition de la population par les pesticides ont été approfondies. Ainsi, la mise en ceuvre de
travaux relatifs aux effets chroniques des pesticides sur la santé humaine a été poursuivie (Rani et
al., 2021).

Le Roundup est un produit a base de glyphosate concentré a 450g/L, I’herbicide le plus utilisé au
monde.

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a étudier I’impact du Roundup sur certains
parametres physiologique ainsi a la bonne compréhension du stress oxydatif, qui est I’'un des
mécanismes aggravant la toxicité des pesticides notamment les organophosphorés. Nous allons ainsi
d’évaluer I’intérét des antioxydants dans la lutte contre cet herbicide.

Au cours de notre expérimentation nous avons enregistré des signes d’intoxication cliniquement
décelable comme l'anorexie, la diarrhée et perte du poids, nos résultats sont cohérents avec les
recherches de Bradberry et al., (2004). En effet, nous avons constaté une réduction du poids
corporel ainsi que le poids absolu et relatif des organes étudiés (foie, reins et cerveau) du groupe des
rats traités uniquement au RDP dans I'eau de boisson pendant 30 jours. Ces résultats suggerent peut
étre dd a une réduction de la prise quotidienne en aliment et/ou a une malabsorption des nutriments.
En outre, Cette variation du poids des organes est probablement due a une atrophie, et la derniére
peut étre expliquée par la stimulation des effets toxiques du glyphosate pour augmenter le
mécanisme de détoxification. Ces résultats sont cohérents avec les travaux réalises par Tang et al.,
(2017) qui ont montré que l'administration du glyphosate a une dose différente pendant 35 jours
chez les rat pourrait affecter les performances de croissance des rats qui en raison de la diminution
du poids corporel et celle du poids absolu et relatif du foie, des reins et du cerveau est affectée suite
a l’intoxication par le glyphosate. En outre, la plupart des fonctions physiologiques ont été
modifiées en corrélation avec des changements significatifs dans la consommation quotidienne
d’aliment et d'eau. Les rats qui ont recu le pesticide dans I’eau de boisson ont montré une réduction
de la consommation de nourriture et d'eau. Cette réduction peut étre causé par les inflammations du
glande salivaire et au niveau de la bouche. Nos résultats étaient similaires a celles de Caglar et
Kolankaya (2008) qui ont étudié I'exposition a 56 et 560 mg/kg de Roundup pendant 5 et 13
semaines, induit des perturbations de la consommation de nourriture et d'eau.

Dans la médecine traditionnelle et les plantes médicinales utilisé I'huile de lin dans le régime
alimentaire parce que lors de la consommation de I'huile de lin donne un sentiment de satiété qui
dure pendant une longue période, ceci pourrait étre expliqué par la diminution du gain de poids
corporel et des prises quotidiennes en aliment chez le groupe traités par ’'HLU comparativement

au groupe témoin. Les travaux de Qureshi et al., (2018) ont observé une perte de poids importants
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et réduction du tour de taille des animaux traités aux graines de lin qui est concordant avec nos
résultats. Les mémes auteurs ont attribue la perte de poids observée a la richesse des graines de lin
en oméga-3 et d'acide a-linoléique.

De plus, Soltanian et Janghorbani (2018) ont montré que les patients atteints de diabete de type 2
pouvaient réduire considérablement leur poids corporel et leur IMC en consommant 10 g de graines
de lin par jour (pré-mélangées dans des biscuits) pendant 12 semaines.

Alors que 1’étude d’Ahmad et al., (2012) ont trouvé une augmentation significative du poids
corporel chez les rates ayant recu un extrait aqueux méthanolique de graines de lin a raison de 500
mg/kg a pendant 14 jours.

En revanche, I’administration de HLU chez les rats traités par le RDP empéche la diminution du
poids absolu et relatif des organes étudiés.

L’administration combinée du RDP et du Zn a entrainé une amélioration du poids corporel ainsi que
du poids absolu et relatif du foie et cerveau par rapport aux rats traités uniqguement avec le RDP.
Cette amélioration due au réle protecteur du zinc contre la toxicité du RDP. En effet la présence de
zinc maintient l'intégrité et la fonction des tissus en empéchant la formation de radicaux libres.
(Elwej et al., 2018). Dans ce sens Goel et al.,(2005) ont montré que l'effet protecteur de la
supplémentation en zinc chez les animaux exposés au chlorpyrifos et aux OPs pourrait étre attribué
a sa capacité a réduire I'accumulation de collagéne dans les tissus, et il joue un rdle physiologique

vital dans la régulation de la structure et de la fonction cellulaire.

2.3. Etude des parametres biochimiques:
Le tableau 12 présente quelques parameétres biochimiques des rats témoins et traités apres

30 jours de traitement.

2.3.1. Bilan énergétique :
e Glucose :
D’apres le tableau 12 nous constatons une augmentation hautement significative (+10.3%) de la
concentration sérique en glucose chez les animaux traités par le RDP par rapport aux témoins. Cette
concentration diminue d’une maniere hautement significative (-10.18%) chez les animaux traités
par le Zn et d’une manicre significative (-8.20%) chez les animaux traités par HLU par rapport a

ceux intoxiqueés au pesticide.

2.3.2. Bilan hépatique

® Transaminases
Les résultats illustrés montrent, une augmentation hautement significative (p<0,01) de I’activité

enzymatique de 1’aspartate aminotransférase (ASAT) et de I’alanine aminotransférase (ALAT) chez
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les animaux intoxiqués au RDP par rapport a ceux du groupe C. Par ailleurs nous avons enregistré
une diminution hautement significative (p<0,01) de I’ASAT et significative (p< 0,05) de I’ALAT
chez les rats du groupe (RDP+Zn) par apport a ceux du groupe RDP. Aussi, une diminution
significative (p<0,05) de I’ASAT et hautement significative (p< 0,01) de ’ALAT chez les rats du
groupe (RDP+HLU) par apport a ceux du groupe RDP (tableau 12).

® | actate déshydrogénase et Phosphatase alcaline
Les résultats de la présente étude révelent, une augmentation tres hautement significative (p<0,001)
de I’activité enzymatique du LDH et hautement significative (p<0,01) chez les animaux traités par
I’organophosphate par rapport a ceux du groupe C. Par ailleurs 1’administration orale du Zn
diminue leurs activités d’une fagcon hautement significative (p<0,01) par rapport a ceux intoxiqués
au RDP. Cependant, la supplémentation d’huile de lin aux rats traités par le pesticide restauré les
niveaux de I’activité enzymatique du LDH et PAL (tableau 12).

e Gamma-glutamyl- transférase et la bilirubine
L’administration du RDP chez les rats a provoqué une augmentation trés hautement significative de
v-GT et significative de la Bil. T. Par contre, on note un rétablissement par une diminution
significative de y-GT chez les rats traités par les combinaisons de RDP plus Zinc ou Linum
usitatissimum accompagnée d’une diminution remarquable de la concentration de la BIilT
comparativement aux rats recevant le pesticide seulement (tableau 12).

e L’albumine et protéines totales
D’aprés les résultats obtenus (tableau 12), on observe une augmentation hautement
significative de la concentration sérique en protéines totales chez le groupe toxique, par contre on
note une diminution significative de I’albumine comparativement au groupe témoin.
Tandis que chez les rats traités par la combinaison du (RDP+Zn) et (RDP+HLU), on enregistre une
amélioration hautement significative comparativement au groupe traité par le RDP uniquement au

niveau du taux de I’albumine ainsi que les protéines totales.
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Tableau 12 : Variation de quelques parametres biochimiques chez les rats témoins et traités.

Groupes expérimentaux

Parameétres C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU
Glucose 0,0940,01 1,00+0,03" 0,97+0,01 0,96+0,02 0,08+0,02% 140,03
(mg/dl)

% / +10,03 -1,83 -2,84 -10,18 -8,20
ASAT (U/L)  221,06+24,12  330,42+20,06 ~ 243,16+1585  272,42+6,21 232, #2311 % 266,3+11,73
% +49,47 +9,99 +23,23 -29,63 -19,40
ALAT (U/L) 66,5+1,75 91,5+7,20 62,16+4,5 72,66+1,14 72,16+4,40 66,5+4,95
% / +37,59 -6,51 +9,27 21,12 27,32
LDH(UL)  piggen31e 34726520567 p1zu0eg61 2406212401 oesy 14033987 20855 + 142,06
% / +58,71 +10,28 +9,96 -17,86 -39,94
PAL (U/L) 104,13+8,53 149,13+13,61°  79,24+4,26 106,4+3,02 101,04+12,72% 114,51+3,18
% / +43.21 -23,90 +2,17 -32,24 -23,.21
GGT (U/L) 8,01+0,55 17,3+1,38"" 7,840,52 7,96 +1,2 11,41+1,62% 8,33 + 1,24
% / +115,80 2,7 -0,62 -34,00 -51,83
Bil.T (umol/l)  1,03+0,07 1,3310,13" 0,71+0,05 " 0,66+0,05 0,81+0,05™ 0,43+0,04"
% / +29,03 -30,64 -35,48 -38,75 67,5
Alb (g/l) 33,4242,27 26,98+1,62 34,0940,75 35,85+1 33,18+1,01% 33,58+2,04
% / -19,25 +1,99 +7,28 +22,95 +24,43
Prot, T (g/l) 83,85+1,11 75,8+2,25 79,8+0,5 85,56+1,93 82,48+1,62 ™ 83,86+1,51
% / -9,60 -4,83 +2,03 +8,81 +10,64
Cho. T 1,5+0,05 1,62+0,04" 0,74+0,06™ 1,49+0,05 1,5620,06 1,34+0,04"
(mmol/l)
% / +8,32 -50,49 -0,66 -3,99 -17,41
Trig (mmol/1) 0,57+0,02 0,69+0,04 0,56+0,05 0,58+0,01 0,78+0,02 0,58+0,02"
% / +21,44 -1,73 +1,73 +12,41 -16,70
HDL 1,42+0,06 0,85+0,07"" 1,38+0,08 1,240,08 1,190,07* 1,030,04"
(mmol/1)
% / -40,49 -3,38 -15,40 +40,58 +21,17
LDL 0,14+0,005 0,18+0,01” 0,11%0,02 0,10+0,009 0,11+0,03" 0,1620,02
(mmol/1)
% / +26,43 -18,39 -25,28 -38,18 -11,81

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;

('p< 0.05, “p< 0.01, “"p<0.001) comparativement aux rats témoins ;

(*p< 0.05, #p<0.01, **p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

2.3.3. Bilan lipidique

e Cholestérols totales et triglycéride

Les résultats obtenus indiquent une augmentation significative du taux de cholestérols totaux chez

le groupe RDP (+8.32%) comparativement au groupe témoin. Du méme, le dosage du triglycéride

révéle une augmentation significative (+21.44%) de sa concentration chez le méme groupe. Par

contre, on observe un rétablissement par une baisse significative de la concentration du cholestérol

totale et du triglycéride chez les rats traités par les combinaisons RDP+Zn et RDP+HLU
comparativement aux rats traités par RDP (Tableau 12).
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2.3.4. Bilan rénal :
Les parametres de la fonction rénale mesurés chez les rats témoins et traités 1’urée, la créatinine et
I’acide urique sont rapportés dans la Figure 14.
e L’urée et la créatinine

Les résultats obtenus montrent que le traitement par le Roundup provoque une augmentation
significative de la concentration serique en urée et en créatinine. Le traitement des rats par les
combinaisons RDP+Zn, RDP+HLU a entrainé une amélioration de la concentration en urée et
créatinine, figuré par une diminution statistiquement significative comparativement au groupe RDP
(Figure 15).
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Figure 14 : Variation de la concentration plasmatique en urée (mmol/l), créatinine (umol/l) et acide
urique (umol/l) chez les rats témoins et les rats traités aprés 30 jours de traitement.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p< 0.05, “"p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p< 0.05, #p<0.01, **p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.
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e L’acide urique
Les résultats illustrés dans la Figure 14 indiquent une augmentation significative de 1’acide urique
chez le groupe RDP comparativement au groupe control. La co-administration d’huile de lin ou

Zinc aux rats recevant le RDP semble atténuer ces différences.

Discussion :

Des études récentes ont montré que les pesticides organophosphorés peuvent augmenter le taux
d’insuline et provoquer une résistance a l'insuline accompagnée d'une inhibition de transport du
glucose et en dérégulant la voie de signalisation de l'insuline (Hunt et vy 2002; Peris-Sampedro
et al, 2015). Dans la présente étude, une augmentation significative de la glycémie a été enregistrée
chez les rats traités au RDP comparé au groupe témoin. Cette hyperglycémie peut étre due a une
augmentation de la production d'insuline et a des lésions des Tlots de Langerhans et des cellules
acineuses provoqueées par des dommages de stress oxydatif (Kamath et Rajini 2007).

D’autres auteurs suggerent une diminution de la pénétration du glucose dans les tissus, cela se
traduit par une diminution de la stimulation de l'absorption du glucose par l'insuline, ou peut
indiquer une perturbation du métabolisme des glucides résultant d'une dégradation accrue du
glycogéne hépatique (Baudler et al., 2003).Ces resultats vont dans le méme sens que ceux de
(Soltanian et Janghorbani 2018; Tizhe et al., 2018).

Ces études sont en corrélation avec nos resultats, on note une diminution significative chez les rats
traités par le pesticide et I’huile de lin comparativement au groupe traité avec le pesticide.
Cependant, Rizwan et al., (2013) ont découvert que les grains de lin réduisent l'activité du foie en
réduisant la production de glucose par glucose-6-phosphatase, ce qui entraine une réduction de la
glycémie. Ceci suggere qu'un mécanisme extra-pancréatique est responsable de [l'effet
hypoglycémiant de Linum usitatissimum. Ces résultats confirment ceux rapportés par (Pilar et al.
2017; da Costa et al. 2018).

En outre, une diminution significative de la glycémie a été observée chez les animaux recevant la
combinaison du pesticide et le zinc. Ceci pourrait étre due aux propriétés anti-oxydantes qui ont été
prouvé in vitro (Aly et Mantawy 2012; Cruz et al., 2015), en protégeant les cellules B
pancréatiques contre les dommages causés par les ERO (Maret 2017).

Le foie est le premier organe qui protége le corps des xénobiotiques (Bischoff et al., 2018), et la
fuite d'enzymes hépatiques telles que les transaminases (ASAT , ALAT), PAL et LDH dans le
sérum sanguin est un signe de Iésions hépatocellulaires et de dysfonctionnement hépatique (EI-
Demerdash et al., 2001).

Dans nos résultats, une augmentation significative du statut des activités sériques ALAT, ASAT,

PAL, LDH et GGT chez les rats traités au RDP par rapport aux témoins. Cette élévation est
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probablement due a I’utilisation excessive de ce pesticide causer des dommages critiques au foie.
Ceci pourrait résulter de [’hépatotoxicité qui meéne a une perturbation du métabolisme
enzymatique, entrainant une permeabilité accrue de la membrane et une fuite de ces enzymes du
cytosol hépatique dans le sang (Djeffal et al., 2015).

Ceci étant en accord avec les résultats de plusieurs recherches suite a 1’administration du Roundup
et d'autres organophosphates. Dar et al., (2019) ont trouvé une augmentation des taux des
transaminases et de LDH chez les rats exposés au Roundup avec une dose de 500 mg/kg P.C.
pendant 120 jours. Alors que Caglar et Kolankaya (2008) ont observé une diminution des taux
sériques d'AST et d'ALT chez les rats administrant du glyphosate pendant 5 et 13 semaines, cet
écart est probablement dd a la longue durée d'exposition et I'organisme s'est adapté.

D'autres biomarqueurs de la toxicité hépatique ont également été étudiés. En fait, l'augmentation
significative de la bilirubine chez le groupe toxique. Des niveaux accrus de bilirubine peuvent étre
associés a une perturbation de l'activité de liaison enzymatique qui assure la biosynthese des
glucuronides de bilirubine, a l'altération du parenchyme hépatique avec une perturbation de sa
fonction d'excrétion de la bilirubine et de sa conjugaison ou a une augmentation de la production de
bilirubine & partir de I'némolyse, ce qui était cohérent avec les résultats rapportés par Khan et al.,
(2013) et Kanbur et al., (2015).

Il est intéressant de noter que la co-administration de HLU a partiellement supprimé l'effet
hépatotoxique du RDP. La réduction des taux d'ASAT, d'ALAT, d'PAL, de LDH et de GGT est une
indication du processus de régénération des membranes des hépatocytes. Alors qu'une augmentation
de la bilirubine dans le sérum peut étre due a la stabilisation de la fonction biliaire. Des résultats
similaires ont démontré que LuO atténuait les changements séveres des parameétres biochimiques
hépatiques chez les rats traités avec des pesticides (Hana et Saed 2013; Hendawi et al., 2016).

La normalisation des activités d’ALAT et d’ASAT suite a la supplémentation en Zn de rats
intoxiqués au RDP soutien substantiel des rapports antérieurs (Sidhu et al., 2004). Ces rapports ont
souligné l'efficacité hépatoprotectrice de zinc en cas de lésion hépatique induite par le Nickel, en
tant que traitement au zinc aidé au maintien de I'homéostasie par régulation de la synthése des
protéines et la stabilisation des biomembranes.

Cependant, la supplémentation du Zn a atténué 1’activité enzymatique du PAL et du LDH provoqué
par le Roundup. Cette amélioration est peut étre expliqué par le réle du zinc comme cofacteur pour
leurs activités, et toute modification dans le statut de ce métal pourrait avoir des perturbations au
niveau de leurs activités enzymatiques (Baltaci et al., 2018).

Cho et al., (2007) ont rapporté que les rats recevant un régime carencé en zinc ont présenté une

diminution du PAL .Ces résultats ont été observés dans des études antérieures (Barkat et al., 2015).
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Nos résultats ont montré une diminution de la concentration sérique de 1’albumine et des protéines
totales chez les groupes traités au RDP comparés au groupe témoin. Cette diminution explique
I’accumulation de la bilirubine libre dans le sang (I’albumine est le principal transporteur sérique de
la bilirubine).

Plusieurs études ont montré que de nombreux producteurs d'orchidées thailandaises utilisant des
quantités excessives de pesticides sans equipement de protection adéquat ont montré une réduction
de la concentration d'albumine sérique, entrainant une réduction significative des protéines sériques
totales (Aroonvilairat et al., 2015). Zhang et al., (2014) suggerent que I'hypoprotéinémie et
I'nypoalbuminémie peuvent étre dues a une perturbation de la synthése et/ou du métabolisme
protéique résultant probablement des dommages hépatocellulaires. Nos résultats sont cohérents
avec Messarah et al., (2013); Barkat et al., (2015); et d'Uchendu al., (2017) qui ont observé une
diminution des taux de protéines totales et d'aloumine chez le rat traité avec des pesticides
organophosphorés.

L'augmentation significative des protéines totales et de I'albumine aprés I'administration de HLU en
raison de l'effet hépatoprotecteur de I'huile de lin qui peut étre due a une diminution des ROS
formés. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Chavan et al., (2013).

Nos résultats ont egalement montré une amélioration significative du niveau d'albumine et de
protéines totales aprés une supplémentation en zinc. Cette amélioration pourrait s'expliquer par leur
réle dans l'induction de la métalgroupehionéine (protéine de liaison au zinc), régulant ainsi le
précurseur d'acide aminé utilisé pour la synthese de I'albumine (Gatiatulina et al., 2020).

De plus, I'exposition des rats au RDP a montré une augmentation significative des TG, du
cholestérol sériqgue et du LDL-C par rapport aux rats témoins. L'hypertriglycéridémie et
I'nypercholestérolémie peuvent s'expliquer par l'augmentation du taux de peroxydation des lipides
et la libération des radicaux libres, le MDA a été dosé dans les organes étudiés et une forte
peroxydation des lipides a été trouvée chez les rats traités au RDP. De plus, le HDL-C pourrait
protéger le LDL-C contre I'oxydation in vivo, puisque les lipides du HDL-C sont préférentiellement
oxydeés avant ceux du LDL-C (Bowry et al., 1992). Nos résultats sont en accord avec d’autres étude
(Al-Attar, 2015; Meligi et Hassan 2017).

En effet, plusieurs études ont rapporté les effets bénéfiques du Linum usitatissimum dans la
régulation des teneurs en lipides. Dans la présente étude, La supplémentation d’huile de lin aux rats
toxiques (RDP+HLU) induit une réduction des teneurs plasmatiques en cholestérol total, en
triglycérides et en LDL-C par rapport au groupe RDP. La aussi, nos résultats sont en parfaite
adéquation avec ceux obtenus par d’autres étude (Pilar et al., 2017; da Costa et al., 2018).
Adolphe et al., (2010) ont démontré que les lignanes de lin réduisaient les niveaux du cholestérol

total et du LDL chez l'animal et chez 'homme. Cette réduction est probablement due a 1’action des
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lignanes qui participent a la stimulation de cholestérol 7a-hydroxylase, enzyme importante dans la
synthese des acides biliaires a partir du cholestérol.

Aussi, la richesse de ces graines en ALA qui réduit I’accumulation des lipides par la stimulation de
la béta-oxydation, voie métabolique principale de la dégradation des molécules d’acides gras, et la
suppression des acides gras synthétisés (Murase et al., 2005).

La créatinine et l'urée sont deux des substances les plus importantes élimineées par les reins et
peuvent également étre utilisées pour évaluer la fonction rénale. Lorsque l'insuffisance rénale
s'installe, les niveaux de ces parameétres augmentent dans le sang, ce que nous avons observé chez
les rats traités au RDP. Cette augmentation peut étre due a une lésion des cellules épithéliales
tubulaires proximales du rein et a une chute brutale des taux de filtration glomérulaire (Appenroth
et al., 2001). Des travaux antérieurs réalisés par Dedeke et al., (2018) avaient démontré, sur des
rats ayant recu quotidiennement par gavage 50.4 et 248.4 mg/kg PC de la formulation Roundup et
de glyphosate respectivement durant 12 semaines, une augmentation des biomarqueurs rénal (urée
sérique et créatinine), liée a une insuffisance rénale.Wunnapuk et al., (2014) ont rapporté que
I'exposition au glyphosate chez les rats a des doses de 250, 500, 1200 et 2500 mg/kg a montré une
élévation de la concentration de créatinine. L'acide urique est un produit final de la dégradation des
purines et éliminé dans l'urine. Dans notre étude, l'augmentation de l'acide urique sérique s'explique
probablement d'une part, par une forte dégradation des acides nucléiques (ADN et ARN). Ainsi, le
taux élevé d'acide urique circulant, peut étre un indicateur de défense de la cellule contre les effets
déléteres des radicaux libres, l'organisme augmente alors la production dantioxydants endogénes
dont I'acide urique. Ce dernier empéche les modifications oxydatives des enzymes endothéliales et
préserve la capacité de I'endothélium a médier la dilatation vasculaire pour faire face au stress
oxydatif (Satarug et Moore 2004). D’autre part, en cas de manque d'oxygene dans les tissus, cela
se traduit par une diminution de I'ATP ce qui provoque lI'accumulation d’hypoxanthine. Lorsque les
tissus sont perturbés, I'enzyme xanthine déshydrogénase est convertie en xanthine oxydase par
oxydation réversible du sulfhydryle (Zhang et al., 2019). Cela peut étre la cause de I'augmentation
de cette paramétres (EI-Shenawy, 2009).

Dans nos conditions expérimentales, HLU administrée a des rats s'est avéré inhiber les effets de
I'empoisonnement du pesticide sur les marqueurs de la dysfonction rénale.

En effet, plusieurs études indiquent que la graine de lin peut avoir des effets protecteurs sur le rein
chez certains modeéles animaux recevant le malathion qui a provoqué une insuffisance rénale
chronique (Hana et Saed 2013 ; Moneimt et al., 2011).
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2.4, Effet du traitement sur les paramétres hématologiques
Le tableau 13, illustre le profil hématologique chez les rats témoins et les traités aprées 30 jours de
traitement dans les différents groupes. Nos résultats révélent que le traitement par le RDP provoque
une réduction trés hautement significative de 1’hémoglobine (-54%), de 1’hématocrite (-37,29%) et
des globules rouges (37,07%). Un effet inflammatoire a été constat¢ par I’augmentation des
globules blancs par rapport au groupe témoin. Par ailleurs, la supplémentation en huile de lin ou en

zinc montre une stabilité relative de ces paramétres.

Tableau 13 : Profil hématologique chez les rats témoins et les rats traités apres 30 jours de
traitement.

Groupes expérimentaux

Paramétres C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU
Globules
Blancs 7,33+0,74 9,51+0,43™ 10,24+0,48 7,18+0,27 11,68+0,33% 8,03+0,56"
(x10% /ul)
Globules rouge 8,46+0,22 5,32+0,46 28,47+0,12 9,37+0,33 7,98 +0,13 “* 7,70+0,32
(X108 /ul)
Taux
d’hémoglobine 510,15 230,29 7 3,4620,06 4,810,40 4,90+0,48" 4,460,18 "
(g/dI)
HCT (%) 37,38+0,59 23,44+1,88 39,4+0.18 39,14+1,52 35,72+1,17" 35,28""
P'&%‘é/eljlt)es 53033+19,73 o/ (16X20567  4e011118  4745+1341 441442323 4845 + 16,91

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne = SEM (n =6 rats) ;
( 'p<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;

(p< 0.05, *p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

Discussion :

Les paramétres hématologiques constituent des indicateurs de la réponse de l'animal a
I'environnement et sont utilisés comme des indices fiables de I'état de santé pour détecter toute
perturbation physiologique vis a vis aux différentes conditions de stress (Topashka-Ancheva et al.,
2003). En I’occurrence, les états de maladie et de stress révélés par les indices hématologiques sont
d’une grande utilitt pour la recherche toxicologique ainsi que pour la surveillance de
I'environnement (Scibior et Zaporowska 2010). En effet, le sang est le principal compartiment
liquidien de I’organisme qui assure plusieurs fonctions vitales : nutritive, excrétoire, respiratoire,
immunologique et hormonale. Le maintien de I’homéostasie serait donc nécessaire pour que le sang
assure ses fonctions. Plusieurs recherches ont montré que ces facteurs hématologiques peuvent étre
influencés par de multiples agents stressants, tel que le stress oxydant (Cimen, 2008). Ainsi, les
pesticides qui sont des polluants environnementaux toxiques pour 1’organisme (Aroonvilairat et

al., 2018; Tonietto et al., 2022).
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Nos résultats montrent que le traitement des rats par le Roundup, provoque des perturbations
hématologiques marquées par une diminution importante des globules rouges, de 1’hémoglobine et
de I’hématocrite. Ces perturbations prouvent que ce pesticide suscité a un effet hémato-toxique
traduisant 1’installation d’une anémie.

Les érythrocytes posseédent des propriétés antioxydantes de défenses limitées, ce qui rend les
cellules plus sensibles aux modifications de la balance antioxydant/pro-oxydant. Cette anémie est
probablement due aux effets des radicaux libres sur les membranes des globules rouges, augmentant
ainsi la peroxydation des lipides membranaire ce qui provoque 1’hémolyse des érythrocytes. Nos
constatations sont en accord avec celle de Jasper et al., (2012) qui suggere que le traitement des
souris avec le glyphosate a entrainé un abaissement des GR, Hb et HCT. Cette baisse du NGR, Hb
et Ht peut étre due a une hémolyse en raison d’une toxicité ou d’un stress. En effet, la diminution de
ces parameétres peut étre due également a une réduction de la concentration du GSH et une
augmentation de la lipoperoxydation dans ces cellules qui peut entrainer une lyse cellulaire.

Au contraire, une hyperleucocytose a été détectée chez rats traités au Roundup, cela peut étre da a
I'activation du systeme immunitaire en réponse a l'inflammation et a la nécrose des tissus induite par
le pesticide (Kalender et al., 2006).

Ces changements ont été améliorés en réponse a I'huile de lin, qui peut étre due aux activités
antioxydantes de cette huile et ses propriétés de piégeage des radicaux libres en protégeant la
membrane érythrocytaire contre la formation du malondialdehyde. Ce pouvoir protecteur observé
pourrait étre li¢ a I’action des composés phénoliques quantifiés précédemment au niveau du 1’huile
de lin. En effet, la peroxydation lipidique est le processus de dégradation par oxydation des acides
gras polyinsaturés contenus dans les membranes biologiques, ayant pour conséquence des
modifications dans la structure et la fonction des membranes. Nos résultats sont en accord avec des
études effectuées par Hendawi et al., (2016) , Ces auteurs ont observé un effet protecteur de 1’huile
de lin contre la toxicité induite par le thiacloprid chez les rats.

La supplémentation en zinc a restauré les indices hématologiques a des valeurs assez proches
par rapport au groupe témoin. Conformément a nos constatations, Ambali et al., (2010) ont
également rapporté les effets antioxydants du zinc sur la variation des paramétres hématologique

lors d’une exposition au chloropyrifos chez le rat.
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3. Stress oxydatif induit par le Roundup : Effets protecteurs de la supplémentation en zinc et
en huile de Linum usitatissimum
3.1. Parametres non-enzymatiques :
3.1.1. Taux de malondialdéhyde
D’aprés les résultats obtenus, on observe une augmentation hautement significative du taux de
MDA au niveau de foie, reins et cerveau chez les rats recevant le Roundup comparativement au
groupe témoin. Tandis que, apres le traitement avec Zn ou HLU on enregistre un rétablissement par
une diminution statistiquement trés hautement significative du taux du MDA dans tous les organes
chez les groupes traités par la combinaison RDP+Zn ou RDP+HLU (Tableau 14).

3.1.2. Taux des produits protéiques d’oxydation avancée

Le traitement des rats par le RDP a une dose de 269 mg/kg de poids corporel pendant 30 jours, a
provoqué une augmentation hautement significative de la teneur cellulaire en AOPPs dans le foie
(+46.64 %), les reins (+17.30%) et une augmentation tres hautement significative de la teneur en
AOPPs cérébrale (+40.35%) comparativement au groupe témoin. Par ailleurs la supplémentation en
zinc et a la combinaison (RDP+2Zn) montrent une variation tres hautement significative du AOPPs
(p<0.001). Aussi, les rats traités avec HLU semble atténuer ’effet oxydatif du ce pesticide
traduisant par une diminution du contenu en AOPPs hépatique, rénal et cérébral (Tableau 15).

3.1.3. Taux des protéines carbonylées
En ce qui concerne les proteines carbonylées, au niveau du foie et des reins, on note une
augmentation hautement significative pour le groupe toxique comparativement au groupe témoin.
Quant a la supplémentation avec HLU, elle a donné les résultats suivants : une diminution tres
hautement significative dans le groupe RDP+HLU au niveau du foie (-31,72%) et des reins
(-36,92%) comparativement au groupe RDP. Ainsi qu’ une diminution au niveau de PCO dans le
groupe RDP+Zn au niveau du foie (-32,10%) et des reins (-75,24%) comparativement au groupe

toxique (Tableau 16).
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Tableau 14: Variation de la teneur en malondialdéhyde (nmol/mg de protéine) dans le foie, les
reins et le cerveau

roupes expérimentaux
Les organes _____________Jroupesexpenimentaux _____________

C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU

Foie 23,41+313 34,33+1,71"  14,46x0,73"  16,13+135"  23,30+30"*  23,43+134"
% / +46,64 -38,20 -31,10 -32,10 -31,72

Reins 28,07+1,18 32,92+41317 12,73+1,97"" 18,89+1,92""  8,15+0,72"*  20,76+2,72"
% / +17,30 -54,64 -32,68 -75,24 -36,92

Cerveau 16,75+0,86 23,82+0,8"™" 9,73+158""  7,25+0,8""  12,38+1,05"* 12,79+2 66"
% / +40,35 -59,14 -69,56 -48,02 -46,29

Les valeur;s* sont expgrpées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
( #LK 0.05, #»P< 0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #"p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

Tableau 15: Variation de la teneur en produits protéiques d’oxydation avancée (nmol/mg de
protéine) dans le foie, les reins et le cerveau.

Les organes Groupes expérimentaux

C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU

Foie 39,33+2,08  46,66+2,23  38,16+0,91  38,66+1,05  34,66+1,14""  40,16+2,09"
% / +18,64 -2,96 -1,69 -48,67 -6,39

Reins 21,66+1,67 24,81+1,04 22+1,63 22,5+2,04  19,66+0,21""  20,33+2,46"
% / +14,53 +1,53 +3,84 -20,74 -18,06

Cerveau 10,72+0,4  13,55+0,82  6,15+0,45  7,06+0,32  8,30+0,58""  8,72+1,08"
% / +26,37 -42,62 -34,15 -38,69 -35,58

Les valeur*s* sont exprj*rpées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p<0.05, p<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p< 0.05, #p<0.01, **p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

Tableau 16: Variation de la teneur en protéines carbonylées (nmol/mg de protéine) dans le
foie, les reins et le cerveau.

Les Groupes expérimentaux _
organes C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU
Foie 23,41+313 34,33+1,717 14,46+0,73" 16,13+1,35" 23,30+30"%  23,43+134
% / +46,64 -38,20 -31,10 -32,10 -31,72
Reins 28,07+1,18 32,92+1317 12,73+1977"  18,89+192""  8,15+0,72"*  20,76+2,72%
% / +17,30 -54,64 -32,68 -75,24 -36,92

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
(p<0.05, p<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

3.1.4. Taux du glutathion réduit
Le traitement des rats par le Roundup provoque une diminution significative de
taux de la GSH dans le foie, les reins et le cerveau comparativement aux rats témoins. En revanche,
on enregistre un rétablissement par une augmentation hautement significative de 1’activit¢ de GSH
dans les organes etudies chez les rats traités par les combinaisons Roundup plus zinc /ou HLU
(Figure 15).
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Figure 15 : Variation du taux de glutathion réduit (nmol/mg de protéine) dans le foie, les reins et le

cerveau.
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p< 0.05, “p< 0.01, ~"p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

3.1.5. Taux d’acide ascorbique
Les niveaux de Vit C ont montré une diminution significative dans le groupe RDP comparativement
au groupe témoin dans le foie et les reins. Cette diminution est améliorée d’une fagon hautement
significative par le traitement avec Zn dans le groupe RDP+Zn comparativement au groupe RDP et
d’une fagon significative dans le groupe traité par le HLU (RDP+HLU) par rapport au groupe RDP
au niveau de foie (Figure 16).
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Figure 16 : Variation du taux d’acide ascorbique (nmol acide ascorbique/mg de protéine) dans le

foie et les reins.
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
(‘p< 0.05) comparativement aux rats témoins ;
(p< 0.05, #p<0.01) comparativement aux rats traités par le RDP.

3.2. Parameétres enzymatiques

3.2.1. Taux du glutathion peroxydase
D’aprés les résultats obtenus (tableaul7), on observe une augmentation tres hautement significative
(p< 0.001) de T’activité enzymatique de la glutathion peroxydase dans le foie (+80,94%), et
le cerveau (+115,97%) et une augmentation significative (p< 0.05) dans les reins (+31,70%) En
revanche, on enregistre une diminution significative de 1’activité de la GPx dans les organes étudiés
chez les rats traités par RDP+Zn comparaison avec le groupe traité uniquement par le Roundup au
niveau du foie et cerveau mais, on n’enregistre aucune différence significative au niveau des reins.
Et aussi une diminution hautement significative de I’activité enzymatique chez le groupe traité avec

I’huile de lin (RDP+HLU) comparativement au groupe toxique.

3.2.2. Taux du glutathion - S- transférase
L’administration du Roundup, entraine une diminution trés hautement significative de ’activité
enzymatique de la glutathion-S-transférase dans le foie (-60,87%), une diminution significative
dans les reins (-14,40%) et avec une diminution hautement significative dans le cerveau (-48,62%).
Tandis qu’on enregistre une amélioration par une augmentation significative de 1’activité de la GST
dans les organes étudiés du groupe traité par les 2 antioxydants RDP+Zn et RDP+HLU par rapport

au groupe traité uniguement par le Roundup (tableau 18).
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Tableau 17 : Variation de ’activité de GPx (nmol GSH/min/mg de protéine) dans le foie, les
reins et le cerveau.

C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU

Foie 1,05+0,13 1,91+0,18" 1,19+0,17 0,95+0,12 1,17+0,17% 1,32+0,12"
% / +80,94 +13,07 9,92 -38,72 -30,98

Reins 0,57+0,07 0,76+0,06" 0,61+0,03 0,56+0,04 0,7+0,02 0,45+0,05"
% / +31,70 +6,28 -2,01 -8,09 -40,65

Cerveau 0,24+0,02 0,51+0,04™" 0,29+0,06 0,17+0,02" 0,28+0,03"*  0,29+0,02""
% - +115,97 +20,83 -27,08 -45,65 -44.05

Les valeur§*§ont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p<0.05, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #p <0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

Tableau 18 : Variation de I’activité de GST (nmol CDNB/min/mg de protéine) dans le foie, les
reins et le cerveau.

. C RDP Zn HLU RDP+Zn RDP+HLU
Foie 0,13+0,02 0,05+0,002"  0,04+0,006 0,07+0,004" 0,06+0,01 0,09+0,01%
% / -60,87 -69,01 -47,63 +18,32 +78,26
Reins 0,06+0,004  0,051+0,002" 0,063+0,004 0,066+0,006 0,054+0,004 0,054+0,006
% / -14,40 +6,09 +9,97 +6,14 +4,85
Cerveau 0,018+0,001  0,009+0,001™  0,029+0,004"  0,029+0,001"  0,029+0,001"*  0,024+0,002"**
% / -48,62 +61,46 +64,22 +210,71 +158,92

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p<0.05, p<0.01, P<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #P<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

3.2.3. Taux de catalase
Les résultats obtenus dans le tableau 19 montrent une diminution trés hautement significative de
I’activité de la catalase dans le foie (-61,19%) et avec une diminution hautement significative au
niveau des reins (-30,82%) et le cerveau (-47,06) chez le groupe recu le pesticide comparativement
au groupe témoin. Cependant, le traitement avec le zinc et I’huile de lin aboutit a une augmentation
tres hautement significative au niveau de foie et cerveau dans le groupe RDP+Zn et RDP+HLU
par rapport au groupe témoin. Alors que notre résultat ne montre aucun changement significatif
dans les reins apres le traitement avec 1’huile de Linum usitatissimum comparativement au groupe

Roundup.

3.2.4. Taux du superoxyde dismutase
Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative de 1’activité enzymatique de la
SOD dans le foie et les reins chez les rats ont recu le RDP. De plus, le traitement avec Zn aboutit a
une amélioration tres hautement significative dans le groupe RDP+Zn par rapport au groupe RDP,

ainsi que dans le lot RDP+HLU par rapport au lot RDP (figure 17).
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Tableau 19 : Variation de ’activité de la catalase (umol H,O,/min/mg de protéine) dans le
foie, les reins et le cerveau

Les organes

Groupes expérimentaux

C RDP zZn HLU RDP+Zn RDP+HLU

o Foie 347543567  134,83+846  310,08+26,09 328,83+23,00 292,83+2598°"  347,66+21,4"
o E % / -61,19 -10,76 -5,37 +117,18 +157,84
§ g E Reins 605+8,72 4185+52,02°  25054+26,16 571,83+68,04 230,35+23.61"" 471,01+35
R % / -30 ,82 -5,48 +1254

O 7 Q" Cerveau 170,74+33,21 81,21+8" 161,17+13,89  205.25+10,2  119,81+16,03""  196,18+8,41""
- % / -52,43 -5,60 +20,20 +47,52 +141,55

L*gs valeurs*§9nt exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
( 'p<0.01, p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(**p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.
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Figure 17 : Variation de I’activité de la SOD (U/mg de protéine) dans le foie et les reins.
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;

(""p<0.001) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.
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Discussion :

Le stress oxydatif est un facteur important impliqué dans les effets toxiques de nombreux
contaminants environnementaux (Cattani et al., 2017, Turkmen et al., 2019).

Le stress oxydant est également généré sous 1’effet d’oxydants environnementaux. En effet, la vie
moderne nous confronte a I’absorption d’alcool ou de médicaments, a 1’exposition prolongée au soleil,
au tabagisme et a la pollution, qui sont des situations provoquant une surproduction d’especes réactives
d’oxygéne dans notre organisme. L’usage des pesticides est devenu une partie intégrante du systéme
agricole moderne. Pendant des siecles, ces composés ont été utilisés en agriculture pour améliorer la
production alimentaire par I'éradication des insectes indésirables et le contrdle des vecteurs de maladies
(Peris-Sampedro et al., 2015)

Parmi les pesticides usuels, les organophosphorés (OP) sont largement utilisés en agriculture (Ambali et
al., 2010). Le RDP, un pesticide organophosphoré utilisé partout dans le monde en tant qu’un herbicide.
(Tang et al., 2017).

De plus, considérant que le stress oxydatif peut étre impliqué dans les dommages tissulaires induits
par les herbicides contenant du glyphosate au niveau du foie, des reins, du cerveau et du cceur
(Tizhe et al., 2014; Rebai et al., 2017) conduisant de nombreuses maladies comme le cancer (Li et
al., 2013) et les maladies reproductive (de Liz Oliveira Cavalli et al., 2013) et le diabete (Tizhe et
al., 2018).

L'utilisation d'oligo-éléments et les plantes médicinales aux propriétés antioxydantes pourraient
prévenir ou remédier aux événements oxydatifs résultant de lI'exposition a I'herbicide, La présente
étude examine les effets de l'intoxication RDP sur les enzymes métabolisant les médicaments, qui
jouent un réle important dans la bio-activation et le métabolisme du Roundup dans le foie, les reins
et le cerveau. Un objectif supplémentaire de cette étude était également de déterminer si I’huile de
lin et le zinc pouvait atténuer la toxicité de ce pesticide en modifiant les activités de certaines ou de
I'ensemble de ces enzymes métabolisant les médicaments, fournissant ainsi une justification de
I'efficacité protectrice des ces antioxydants.

L'analyse de I'impact des ROS sur les membranes biologiques est réalisée par un test permettant de
déterminer le degré de peroxydation des lipides et d'oxydation des protéines, L'augmentation du
taux d'ERO a l'intérieur des cellules peut étre due soit a une surproduction de ces substances
réactives, soit a une diminution de leur capacité a les neutraliser (Kirschvink et al., 2008).

Les cibles de l'oxydation des lipides sont les acides gras polyinsaturés (AGPI), C'est une réaction
rapide d'ajout d'oxygéne aux doubles liaisons d'acides gras, cette réaction conduit a la formation
d'’hydroperoxydes instables, ceux-ci sont rapidement décomposés pour produire de nombreux

produits secondaires tels que les radicaux lipidiques libres qui contribuent a augmenter I'oxydation
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d'autres molécules telles que les protéines, les acides nucléiques et d'autres lipides (Cillard et
Cillard 2006).

Dans notre étude, le traitement des rats par le RDP a engendré une augmentation des niveaux de
MDA et d'AOPPs par rapport au contréle dans les organes étudiés. Cela indique que I'exposition au
RDP peut entrainer une production excessive de MDA et donc un stress oxydatif par la génération
non régulée des ROS (EI-Shenawy, 2009). Cette production excessive de MDA peut s'expliquer
par le fait que les défenses de I'organisme sont défaillantes et qu'elles sont devenues insuffisantes
pour neutraliser les ROS. Cet échec de neutralisation a entrainé des dommages oxydatifs sous forme
de peroxydation lipidique membranaire (LPO). Cette peroxydation est induite par la présence des
peroxydes d’hydrogénes (H,0,) formes lors du stress oxydatif et qui n’ont pas été convertis en eau
et oxygene, mais ont été métabolisé en radicaux hydroxyles. Ces radicaux vont alors réagir avec les
lipides des membranes plasmiques, induisant ainsi leurs peroxydations (Drewa et al., 2002;
Hermes-Lima, 2004).

Les ROS attaquent particulierement les acides aminés aromatiques qui possédent un groupement
thiol car ce sont les plus sensibles a l'oxydation des protéines (Aydin et al., 2010). En effet, nos
résultats ont montré une augmentation des PCO. L'élévation de la concentration en PCO peut étre
due a la formation d'adduits entre certains résidus d'acides aminés et des produits de peroxydation
lipidique tels que le MDA (Stadtman et Levine 2006).

Ces résultats ont été corrélés avec des rapports antérieurs d’Abarikwu et al., (2015); Hamdaoui et
al., (2016); Tang et al., (2017); et de Yazdinezhad et al., (2017) qui suggéraient que le
métabolisme des organophosphates (glyphosate et chlorpyrifos) pourrait générer des ROS, qui a
leur tour pourraient conduire a une peroxydation lipidique et a une oxydation des protéines accrues.

L'augmentation du taux de MDA suite a un traitement par le RDP est en accord avec les résultats de
Turkmen et al,, (2019) chez les rats qui ont signalé que l'augmentation des niveaux de MDA dans
le foie, les reins, le cceur et le cerveau chez les rats recevant un herbicide a base de glyphosate.

En revanche, le traitement avec I’huile de Linum usitatissimum entraine une diminution
significative des dommages oxydatifs de la teneur en oxydation des protéines et des lipides au
niveau du foie, des reins et du cerveau, chez le groupe traité RDP+HLU comparé au rats traité par
le RDP, En conséquence, dans notre étude, la protection offerte par le HLU contre la toxicité de ce
pesticide pourrait étre due a la présence des antioxydants. L’acide gras oméga 3 et 1’acide
linoléique présents dans I'huile de lin crée un effet protecteur contre la peroxydation en régulation
de la fluidité de la membrane cellulaire en limitant la réaction inflammatoire dans les différents
tissus (Karaca et Eraslan 2013).

En outre, ’amélioration du profil lipidique est corrélée a I’amélioration des marqueurs de la

peroxydation lipidique. Conformément a ces données, nos résultats ont montré que la diminution de
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la cholestérolémie chez le groupe toxique traité avec I’huile de lin est accompagnée d’une
diminution de la concentration en substances MDA, qui sont les marqueurs les plus utilisés pour
I’évaluation de la peroxydation lipidique (Goyal et al., 2014). Nos résultats concordent avec ceux
de plusieurs autres études comme celles publiées par Karaca et Eraslan (2013) et Saleem et al.,
(2020) qui ont constaté que le traitement avec la graine de lin provoque une diminution significative
des teneurs de MDA hépatique et rénal chez des rats traité par les métaux lourds.

Ainsi, Pilar et al., (2017) qui ont conclu que I’huile le lin seul ou lignanes de graines de lin
réduisait de maniere significative le taux de MDA et PCO au niveau du plasma chez les des rats a
du syndrome métabolique, Ces résultats suggerent que I'huile de lin a des propriétés apaisantes
protége les tissus contre le stress oxydatif.

La normalisation des niveaux de LPO avec l'administration de zinc est naturellement attribuée a sa
propriété anti-oxydante préventive qui empéche la formation d'espéces réactives de I'oxygene ou
intercepte les espéces responsables de linitiation de la lipoperoxydation ou peut également
intercepter les propagateurs radicalaires de la peroxydation lipidique et retarder la peroxydation
(période d'induction) (Schafer et Buettner 1999). Des études antérieures ont également proposé
que le zinc provoque une inhibition endogéne de la LPO pour stabiliser les biomembranes (Barkat
et al., 2015). Afin de résister au desordre cause par le stress oxydatif, l'organisme dispose d'un
ensemble complet d'enzymes et d'antioxydants endogenes pour résister a cette agression.

Pour se proteger des radicaux libres, les cellules ont développé des défenses antioxydantes
endogénes et des systemes de réparation qui empéchent I'accumulation de molécules endommagées
(Favier, 2003), Le systeme de défense antioxydant non enzymatique telles que GSH et l'acide
ascorbique (Vit C).

Dans notre étude expérimentale, nous avons constaté une réduction de taux cellulaire en GSH au
niveau des tissus hépatiques, rénaux et nerveux des rats traités au RDP. Cette diminution de GSH
observée indique qu’il y a eu activation des défenses antioxydantes, probablement en raison de la
production accrue de H,O, présente lors d’un stress oxydant et enclenchée dans notre cas par la
toxicité de RDP (Almeida et al., 2017). En effet, le GSH participe dans plusieurs processus
enzymatiques antioxydants intra et intercellulaires, Parmi ces processus, il y a son implication dans
la détoxification des herbicides via le systeme glutathion S-transférase et aussi dans la détoxication
contre des composés toxiques et les ERO (Sidhu et al., 2004). Effectivement, le GSH se comporte
comme un co-substrat des enzymes antioxydants telles que le GPx qui va catalyser la conjugaison
du GSH a des substrats endogenes tels que le H,0,, afin de former la glutathionne disulfure oxydée
(GSSGQG) ainsi que de I’eau (Balszuweit et al., 2016).

De méme, Lee et al., (2009) et Akaydin et al., (2020) ont suggéré que la diminution de la teneur

cellulaire en GSH apres le traitement des rats par le RDP pourraient étre attribuées a l'activation de
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la gamma glutamyl transférase (GGT) pour reconstituer le glutathion intracellulaire sur la surface
sinusoidale des cellules hépatiques, car I'enzyme de dégradation du GSH est la GGT et par
conséquent, une réduction de taux de glutathion.

La similarité de nos résultats dans la réduction accrue du taux de GSH dans les organes a été
observée dans d’autres études rapportés par Almeida et al., (2017) qui ont montré que 1’exposition
des rats au Roundup entraine une aggravation des signes de stress oxydatif hépatique. Aussi,
Turkmen et al., (2019) ont trouvé des résultats similaires en termes de diminution du taux en GSH
dans le foie, le cceur, les reins et le cerveau, Cependant, une autre étude rapportée par Larsen et al.,
(2012) a révélé que les niveaux de GSH dans le foie, les reins et l'intestin gréle des rats exposés au
glyphosate avaient augmenté. Il a suggéré que cette synthése accrue de GSH, en tant que réponse
adaptative lors d'un stress oxydatif modéré.

La Vit C joue un role de protecteur du compartiment cellulaire contre les radicaux libres tels que les
radicaux d’hydroxyle et de superoxyde et éteindre leur réactivité (Djeffal et al., 2015). Les rats
traités au RDP présentaient un faible niveau significatif de cet antioxydant dans les tissus rénaux et
hépatiques par rapport aux rats témoins. Nos résultats sont en accord avec les travaux d’ Hamdaoui
et al., (2016) réalisés sur des rates femelle traités par le glyphosate a entrainé une diminution de la
vitamine C au niveau des reins. Une autre étude similaire réalisée par Kasmi, et al., (2018) indique
que I’exposition au difenoconazole engendre un abaissement de 1’acide ascorbique dans le foie.

Nos résultats montrent que la supplémentation en zinc a entrainé une amélioration importante au
niveau de GSH, ce qui confére au zinc en tant que capteur de radicaux libres ou a empéché
I'oxydation des groupes sulfhydrile grace aux propriétés de la métallothionéines (protéine riche en
S). De maniere constante, il a été suggéré que le zinc peut se lier aux groupes sulfhydriles et les
protéger contre I'oxydation (Ferretti et al., 2007). En accord avec les données antérieures de qui
ont montré que la supplémentation en zinc a considérablement augmenté le taux de GSH tissulaire
au niveau du foie, des reins et cerveaux chez des rats traités par le méthidathion.

En revanche, I’administration de I’huile de lin aux rats traités par le RDP a amélioré¢ la teneur de
GSH et accompagnée par une augmentation du vit C. Ceci peut étre expliqué par la présence des
substances bioactives dans I’huile de lin qui augmente les défenses antioxydantes via la réduction
des ROS (Lee et al., 2010). En effet, le lin contenait d'autres composants bioactives tels que les
tocophérols huiles, graisses enrichies en acides gras oméga-3, fibres brutes et protéines responsables
de son activité antioxydante (Zou et al., 2017).

La diminution significative de la GST dans les différents tissus chez les rats traités au RDP peuvent
étre une conséquence de la diminution du niveau de GSH qui est utilisé pour inhiber les enzymes et

induire leur inactivation en cas de production excessive de H,O, due a la peroxydation des lipides
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(Bhondave et al. 2014). L’activité enzymatique de la GST est en bon accord avec d’autres études
(Abarikwu et al., 2015; Tang et al., 2017; Dar et al., 2018).

Dans la présente étude, nous avons constaté que I’augmentation hautement significative de la GPx
des rats aprés exposition au RDP peut étre due au mécanisme de synthése accrue de cette enzyme,
qui est activement impliquée dans la réduction de la génération de H,O, Cependant, Djeffal et al.,
(2015) ont suggére qu'une activite enzymatique du CAT élevée sert a contrecarrer le stress oxydatif
induit par le pesticide ou c'est aussi un moyen d'adaptation de l'organisme.

En revanche, d’autre étude Daret al., (2019) montre une diminution au taux de GPx au rats traités
avec le Roundup avec une dose de 500 mg/kg P.C. pendant 120 jours.

Ainsi en matiére de protection contre les altérations peroxidatives, les organes cibles (foie, rein,
cerveau) font recours a 1’action des enzymes antioxydantes qui sont essentielles pour le maintien de
la balance prooxidant/antioxidant. Par suite nos résultats montrent que deux facteurs importants de
la barriere enzymatique endogéne responsable de la conversion des radicaux libres et protégeant les
cellules de lésions oxydatives, c'est a dire la SOD et la CAT, sont nettement affectés par le RDP.
Comparativement aux témoins, les activités des enzymes antioxydantes sont largement modifiées
dans les foies, les reins et les cerveaux des rats traités.

En accord avec les données antéricures d’Abbassy et al., (2014); Zemmouri et al., (2017). Nous
avons obtenu une diminution des activités de CAT et SOD chez des rats traités par le Roundup en
comparaison avec celles des témoins. De telles diminutions peuvent étre associées a la production
des aldéhydes durant le phénomene de la peroxydation lipidique. Ces composés ont la capacité
d’augmenter le stress oxydatif, par activation de la consommation cellulaire du glutathion. Plusieurs
travaux récents ont trouvé une diminution significative de la CAT et la SOD chez les rats traités par
le RDP ce qui confirme nos résultats (Astiz et al. 2009; Cavalli et al., 2013; Hamdaoui et al.,
2019).

De nombreux auteurs ont montré que l'induction de ces enzymes antioxydantes indiquait un début
d'adaptation du systeme de défense d'oxydo-réduction, alors que l'inhibition est censée contribuer
au stress oxydatif suite a une intoxication au RDP (Astiz et al., 2009; Cavalli et al., 2013;
Hamdaoui et al., 2019). En effet, les travaux de recherche de Tang et ces collaborateurs (2017)
ont montré une augmentation significative de 1’activité enzymatique de la CAT dans le sérum des
rats traités au glyphosate ainsi que le taux de H,O, dans les tissus hépatiques.

Par ailleurs, le traitement des rats par 1’huile de Linum usitatissimum a engendré une amélioration
importante des activités enzymatiques de la GPx, la GST de la SOD et de la CAT dans le foie, les

reins et le cerveau qui reviennent a la normale.
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L'effet antioxydant de I’huile observé dans notre étude pouvait étre di a la présence de lignanes qui
sont les plus efficaces pour le piégeage des radicaux libres (radical OH notamment) et qui induit la
réduction du stress oxydant (Kaur et al., 2017).

Plusieurs travaux de recherche ont soulignés que I’huile de lin présente une source importante
d'oligoéléments qui sont des cofacteurs pour les enzymes antioxydantes.

Ainsi, Linum usitatissimum appartient a la famille Linacea, est riche en minéraux qui sont
généralement associés a de grandes quantités de magnésium et de chrome (Zhang et al., 2008). Les
résultats obtenus chez les rats traités avec la graine de lin peuvent étre une indication de la
biodisponibilité de ces substances minérales pour la formation de ces enzymes.

Plus récement Pilar, et al., (2017) ont démontré que 1’huile de lin et leurs lignanes provoguent une
dimunition au niveau de la CAT, la SOD et la GPx au niveau de plasma et foie des rats atteint de
syndrome métabolique.

Apres la supplémentation au zinc, les niveaux d'enzymes GST, GPx, CAT et SOD ont eu tendance a
se normaliser en raison de la propriété antioxydante du zinc. 1l a une relation avec de nombreuses
enzymes de 1’organisme (Powell, 2000). En effet, le zinc protége les cellules contre les especes
réactives oxygénées et les toxines bactériennes, il augmente l'activation des protéines et des
enzymes antioxydantes tels que le glutathion, la catalase et la superoxyde dismutase (Salehipour et
al., 2017).

D’autre part, ’amélioration du taux de la SOD peut étre expliquée par le fait que le zinc est un
cofacteur important pour de nombreuses enzymes antioxydantes et que sa présence est essentielle et
permet d’améliorer 1’activité de la superoxyde dismutase (Lee et al., 2012). Le zinc est aussi
impliqué dans la stabilisation de la structure de I’enzyme SOD, qui est importante pour le maintien
de I’activité catalytique du SOD. Donc la supplémentation en zinc dans notre expérimentation a
permis de restaurer 1’activité enzymatique antioxydante de la SOD.

Les travaux de recherche d’Elwej et al., (2018) ont révélé que le Zn a montré des effets prometteurs
sur la CAT, la SOD, la GPx, et la GST contre la toxicité du barium dans le cervelet des rats chez la
meére a ses petits a travers le lait maternel. En outre, ’effet protecteur du zinc a été aussi rapporté
par Mard et al. (2017) sur les Iésions hépatiques induites par I'ischémie reperfusion chez les rats et

par I’étude de Bhardwaj et Dhawan (2019) contre la toxicité induite par I’arsenic chez le rat.
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4. L’activité de I’acétylcholinestérase au niveau cérebrale :

Les résultats obtenus montrent qu’il a eu une diminution significative de [’activité
enzymatique de D’acétylcholinestérase (AChE) dans le cerveau des rats traités par le
Roundup comparativement au groupe témoin. Par contre, on enregistre un rétablissement par
une augmentation statistiquement hautement significative de D’activité enzymatique de
I’ AChE chez les groupes traités par les combinaisons Roundup plus Zinc et une augmentation
trées hautement significative chez les rats traités au pesticide et huile de lin par rapport aux rats

recevant que I’organophosphate (Figure 18).
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Figure 18: Variation de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase (umol/min/mg
protéine) dans le cerveau.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n =6 rats) ;
('p< 0.05) comparativement aux rats témoins ;
(*p<0.01, #"p<0.001) comparativement aux rats traités par le RDP.

Discussion :

Le Roundup provoque un stress oxydatif dans divers types de cellules/tissus, ce qui entraine la
formation de radicaux libres, la peroxydation des lipides et des altérations du systeme
antioxydant. Il modifie les profils d'expression de I'ARNm dans les cellules du cerveau, inhibe
la synthese des protéines et de I'ADN, a la fois in vitro et in vivo. Plusieurs études ont suggéré
un potentiel génotoxique du Roundup et neuroinflammatoire (EIl-Shenawy, 2009: Rebai et
al., 2017).
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La réduction de l'activité¢ de I’AChE cérébrale observée dans notre étude suite a 1’exposition
des rats au RDP est en accord avec des études antéricures d’El-Demerdash et al., (2001) qui
ont rapporté que le RPD exerce un effet inhibiteur sur ’enzyme AChE sérique. D’autres
travaux de recherche ont rapporté l'effet inhibiteur de RDP sur I’ AChE murin et ce dans les
érythrocytes (Kwiatkowska et al., 2014), et a la fois dans le plasma et le cerveau (Larsen et
al., 2016).

L'accumulation d'acétylcholine due a la réduction de I'activité de I'enzyme, I'inhibition a long
terme de I'AChE par I'OP dans le cerveau peut conduire a un exces d'acétylcholine dans les
synapses cholinergiques, entrainant une excitation prolongée des neurones post-synaptiques,
des dommages excitotoxiques et une dégénérescence du systeme cholinergique (Gallegos et
al., 2018). En effet, Cattani et al., (2017) ont démontré que I'exposition maternelle au
Roundup diminue l'activité de la cholinestérase dans I'hippocampe des descendants immatures
et jeunes adultes exposés. De méme, Bali et al., (2019) ont montré que le traitement
subchroniques et chroniques des souris par le GBH (glyphosate a base d’herbicide) diminuent
I'activité de I'AChE dans le cerveau et dans I'hippocampe.

Le traitement des rats avec I’huile de lin entraine une augmentation de 1’activité enzymatique
de I'AChE dans le cerveau, cela grace a la richesse des graines de Linum usitatissimum en
acide linolénique et oméga-3, neutralisant 1’effet des radicaux libres et limitant la réaction
inflammatoire (Purushothaman et al. 2014).

Des résultats similaires publiés par Akay et al., (2022), ont montré que les acides gras oméga-3
permet de protéger contre le stress oxydatif induit par le RDP via la réduction de la production de
radicaux libres oxygénés et I’amélioration de l'activité antioxydante de I'AChE.

De plus, nos résultats ont montré que 1’administration du zinc avec le RDP augmente l'activité de
I'AChE dans le cerveau. Cela peut étre dd au fait que le zinc agit comme un neuro-modulateur
dans divers processus de transduction du signal, ou que son fort comportement antioxydant

régule le métabolisme neuronal (Singla et Dhawan 2014).

5. Etude histologique

5.1. Etude histologique du foie :

La figure 20 montre des coupes histologiques colorées a 1’hématoxyline et a 1’éosine (H-E)
réalisees au niveau du foie chez différents groupes. Nos résultats montre que chez les rats témoins

(C), le tissu hépatique se présente sous la forme de lobules hépatiques hexagonaux et chaque
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lobule est formé par des hépatocytes bien anastomoses qui sont disposés en travées aplaties autour
d’une veine centro- lobulaire, et & la périphérie de chaque lobule naissent des sinusoides
cheminant entre les lames hépatocytaires, menés chacun d’une cellule endothéliale rappelant une
structure hépatique ordinaire (Fig. 20A). Cependant, les sections du foie chez les rats traités par
le RDP ont montré des changements remarquables, en comparaison avec ceux du témoin, reflétant
la présence d’une infiltration de cellules mononucléaires, une expansion péri-portale, un
gonflement et une dégénérescence des hépatocytes, grande zone de nécrose, congestion
vasculaire et espaces sinusoidaux dilatées (Fig. 20B a E).

Toutefois, 1’association du Zn (Zn+RDP) ou de 'HLU (HLU+RDP), a révélé une protection
contre la toxicité de le RDP, qui se traduit par lI'amélioration des atteintes structurales mises en
évidence chez les animaux traités au RDP seul, ainsi, nous avons noté une amélioration de
I’architecture des hépatocytes avec atténuation du nombre des dilatations sinusoidales et de la
régression du foyer des nécroses (Fig. 20F et G). Aucune altération histologique du foie n'a été
observée chez les groupes Zn, HLU et témoin (Fig. 20H et I).

5.2. Etude histologique des reins:

L'examen histopathologique des reins a montré une histologie normale dans le groupe témoin
(Fig. 21A). Cependant, les reins des rats exposes au Roundup présentaient des lésions
glomérulaires caractérisées par un espace de Bowman réduit, atrophié et effondrement des
glomérules de Malpighi, atteinte tubulo-interstitielle des zones de suffusion hémorragique et
dilatation des tubules contournés proximaux (Fig. 21B). Toutefois,, la co-administration de Zn
ou HLU avec RDP a entrainé une réduction de I'espace de Bowman et de la morphologie
cellulaire normale dans le rein par rapport au groupe traité par Roundup (Fig. 21C et D).
Aucune altération histologique des reins n'a été observée entre le groupe Zn ou HLU et le

groupe témoin de rats (Fig.21E et F).

5.3. Etude histologique du cerveau:

L'examen histopathologique du cerveau a montré une histologie normale dans le groupe
témoin (Fig. 22A). Le groupe auquel le Zn et HLU a été administré (Fig. 22Eet F), des
modifications histopathologiques ont été observées comme normales dans le cerveau. Des
modifications dégénératives et une gliose focale (Fig. 22B) ont été observées dans les tissus
cérébraux dans le groupe RDP. Cependant, la co-administration de Zn ou HLU avec RDP a
entrainé tres peu de changements histopathologiques ont été observés dans les tissus
cérébraux dans les groupes (Fig.22C et D).
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Figure 19: Les coupes histologiques colorées H & E du foie (x 40) du foie Contrdles (A), traités avec RDP (B a E), Zn co-administré avec RDP (F) et HLU co-
administre avec RDP (G), Zinc (H), Linum usitatissimum (1) aprés 4 semaines de traitement. Congestion vasculaire (fleche rouge), infltration mononucléaire
(cercle noir), hépatocyte (fleche noire) et dilatation des sinusoides (fleche jaune), nécrose (L« ) et dégénérescence et gonflement des hépatocytes (cercle rouge).
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Figure 20 : Les coupes histologiques colorées H & E des reins (x40). Contrdles (A), traités avec RDP (B), Zn co-administré avec RDP (C) et HLU co-administré
avec RDP (D), Zinc (E), Linum usitatissimum (F) aprés 4 semaines de traitement. Espace de Bowman (fleche noire), dilatation tubulaire (fleche jaune),
hémorragique (cercle) et Malpighien atrophié et effondré (fleche rouge).
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Figure 21 : Les coupes histologiques colorées H & E du cerveau (x40). Contréles (A), traités avec RDP (B), Zn co-administré avec DP (C) et HLU c-
administré avec RDP (D), Zinc (E), Linum usitatissimum (F) apres 4 semaines de traitement. Neurones (cercle noir), dégénérescence neuronale (cercle rouge),
vacuoles (fleche noire), gliose focale autour des neurones (fleche rouge).
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Discussion :
Dans le but de conforter les résultats précédents sur la toxicité du Roundup, ainsi que 1’étude

de l’effet antioxydant de I’huile de Linum usitatissimum et le Zinc, une analyse
histopathologique a éteé effectuée au niveau des tissus hépatiques, rénaux et cérébraux.

L’étude histologique figure en étroite corrélation avec 1’étude biochimique et a montré que le
RDP a induire un grand nombre des changements histologiques au niveau du foie. Parmi les
symptdémes pathologiques observés dans le présent travail, nous avons noté |'abondance
remarquable d'infiltration leucocytaire, ’augmentation du nombre des cellules de Kupffer, la
dilatation des sinusoides et la vacuolisation cytoplasmique. Ces mémes observations ont été
également signalées par Tang et al., (2017). Tandis que dans les reins, des modifications
dégénératives des cellules épithéliales du tubule et des zones de dilatation et de génération
vacuolaire ont été observées dans la capsule de Bowman du glomérule. Par ailleurs, les
parametres biochimiques sont compatibles avec les observations microscopiques du foie et
des reins. La nécrose observée chez les rats au niveau des tissus hépatiques et rénaux est tres
cohérente avec nos résultats relatifs a I'exploration biochimique.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par d'autres études qui ont démontré que
I'organophosphate, a savoir le RDP, produisait des changements histopathologiques dans les
tissus hépatiques et rénaux chez les rats (Larsen et al., 2012; Abarikwu et al., 2015; Al-
Attar, 2015). Ces résultats sont cohérents avec des études récentes de Turkmen et al.,
(2019) qui ont mentionnés que le glyphosate est a 1’origine des changements
histopathologiques chez les rats males. Ces résultats ont montré des lésions hépatiques
objectivées par la présence d'une dilatation des sinusoides, d'une hyperémie et d'une
dégénérescence des hépatocytes. Des changements au niveau des neurones et gliose focale
autour des neurones du cerveau ont été signalés.

Nos résultats sont en conformité avec les travaux d’ Hamdaoui et al., (2016) et d’Hamdaoui
et al., (2019), qui ont démontré que l'exposition des rats au Kalach 360 KL par voie orale
pendant 60 jours peut engendrer un état de stress oxydant mis en évidence par la production
des radicaux libres qui s’accompagne par une réaction inflammatoire péritubulaire, une
néphrose, un glomérule fragmenté, des cellules épithéliales nécrotiques et une dilatation
tubulaire se sont produits dans le rein. Une atteinte du parenchyme hépatique provoque
I’activation des cellules de Kupffer (macrophages du foie), et les hépatocytes occasionnant la

production de nombreuses cytokines (réaction inflammatoire).  L’exploration
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histopathologique du cerveau a montré une neuronophagie et une gliose focale qui ont été
observés autour des neurones dans le cerveau des rats traités par le RDP. Des enquétes
antérieures ont montré que le glyphosate avait été détecté dans le cerveau de porcelets
malformés (Krtger et al., 2014) et s'est également avéré avoir un effet neurotoxique et on
suppose que le substantia nigra, le cortex cérébral et I'nippocampe sont les régions cérébrales
les plus vulnérables altérées par le stress oxydatif causé par le glyphosate. En conséquence,
les hydroperoxydes accumulés dans les tissus ont assurément provoqué une cytotoxicité
associée a la peroxydation des phospholipides membranaires, qui endommage divers
composants de la membrane cellulaire (Cattani et al., 2014).

Le zinc a amélioré les changements histologiques du foie et du cervelet induits par le RDP. Le
Zn exerce ses propriétés antioxydantes par la régénération d'enzymes liées a la membrane. Il
répare efficacement les dommages a I'ADN en éliminant les signaux d'apoptose et en inhibant
la LPO et I'oxydation des protéines (Sidhu et al. 2004; Varghese et al., 2009). Nos résultats
sont cohérents avec ceux de Sidhu et al., (2004) qui ont observeé cet effet hépatoprotecteur du
zinc lors de I'évaluation du potentiel de toxicité du nickel. En outre, Elwej et al., (2018), ont
noté que le Zn et le Se amélioraient les changements histologiques cérébelleux induits par le
Barium.

La co-administration en HLU a amélioré les altérations histologiques induites par le RDP en
présentant moins de dégats au niveau histologique. Cette amélioration peut étre attribuée a
l'efficacité de HLU en réduisant le niveau intracellulaire des radicaux libres dans les
hépatocytes afin d'éviter ces dommages cellulaires induits par le stress oxydatif. Cet effet
protecteur de HLU a été établie par les recherches de Pilar et al., (2017).

L'activité protectrice d’HLU a été démontrée chez le rat avec une toxicité hépatique, rénale,
cervical induite par le RDP. Ceci suggere, grace a ses constituants phénoliques, peut protéger
contre l'oxydation et les dommages membranaires cellulaires. En effet, la présence des
composés bioactifs notamment les acides gras oméga-3 et d'ALA dans I’huile de L.
usitatissimum pouvait supprimer les radicaux libres générés et atténuer I'état de stress oxydatif
(Yang et al., 2012).

Par ailleurs, un effet protecteur des graines de lin a également été rapporté contre le
thiaclopride (Hendawi et al., 2016), le cadmium (Karaca et Eraslan 2013), l'astaxanthine

(Xu et al., 2017) , et la stéatose hépatique (Goncalves et al., 2018).
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVE




Conclusion :
Linum usitatissimum, de la famille des Linaceaes, a été largement utilisée, depuis des siécles,
pour la prévention et le traitement de différentes pathologies.
Les résultats de la présente étude ont montré que I’huile de lin posséde des proprietés
antioxydantes importantes grace a ces métabolites secondaires (polyphénols totaux,
flavonoides, les tanins et flavonols).
Dans le cadre de la valorisation du potentiel thérapeutique de cette huile, nous avons étudié
son effet contre la cytotoxicité induite par le Roundup.
En ce qui concerne ’administration Roundup dans I’eau du boisson a raison de 269,9mg/kg
chez les rats pendant 30 jours, nos résultats montrent dans un premier temps que ce pesticide
provoque des perturbations au niveau de la fonction hépatique, rénale et au niveau cérébral,
se traduisant par une augmentation des marqueurs biochimiques de la fonction hépatique,
rénale et métabolisme lipidique.
Aussi, nos resultats montrent clairement une perturbation du systeme de défense antioxydant,
d’une part, par I’augmentation de la peroxydation lipidique et de I’oxydation des protéines, et
d’autre part, via I’épuisement du systéme de défense enzymatique. Ce déséquilibre de la
balance entre les radicaux libres et les systémes antioxydants est confirmé par des Iésions au
niveau des membranes cellulaires.
La supplémentation du zinc ou huile de Linum usitatissimum chez les rats administrés le
Roundup a provoquée:
+ L’amélioration des paramétres physiologique.
% Une réduction de I’activité des biomarqueurs de la cytolyse et de 1’état inflammatoire
(ASAT, ALAT, LDH, et PAL).

Une correction des taux plasmatiques en créatinine, urée et en acide urique.

7
%

+» Une correction des taux plasmatiques en glucose, en bilirubine, en triglycérides et en

cholestérol total.

7
%

Une baisse de la peroxydation lipidique et oxydation des protéines engendrant une

protection contre les lésions des membranes cellulaires.

72
%

Restauration du taux de glutathion réduit (GSH) et Vit C en amplifiant sa synthése et

en réduisant sa dégradation.

7
%

Une régulation de I’activité des enzymes antioxydantes (GPX, GST, SOD et CAT).

7
%

Atténuation des effets cytotoxiques de RDP sur I’histoarchitecture des organes
étudies.
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En perspective, il serait intéressant de développer ces recherches d’un point de vue
opérationnel par approfondissement de la connaissance sur I’appréciation de la détoxification
de I’organisme. Ces travaux ouvrent un certain nombre de perspectives qu’il serait souhaitable
de:
v’ La réalisation des études approfondies et complémentaires de 1’activité antibactérienne
des composés phénoliques.
v La détermination des composés phénoliques par des méthodes chromatographiques
(HPLC).
v' Etudier les capacités de détoxification a travers les dosages de métallothionines ainsi
que les protéines de stress Heat Shock Protein (HSP).
v Approfondir les recherches du mécanisme d’action du pesticide in vivo : des études
plus approfondies (étude de génotoxicité pour la recherche d’un dommage de
I’ADN ou des études de biologie moléculaire permettant de savoir si une atteinte de

1I’ADN serait déclenchée de fagon directe).
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The present study was undertaken to evaluate the pro-
tective effects of Linum usitatissimum oil (LuO) against
sub-chronic Roundup (RDP)-induced toxicity and oxida-
tive stress in rats. Rats were divided into four groups:
control group (no treatment), RDP group (Roundup at
269.9 mg/kg b.w.), LuO group (0.5 g/kg b.w. of LuO) and
RDP+LuO group (RDP and LuO simultaneously). LuO de-
creased the ferric reducing antioxidant power (FRAP)
(1C;,=10.36 upg/ml) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) (IC;;=22.85 mg/ml) in the tested tissues. The 30-
day exposure of rats to RDP caused an increase in se-
rum hepatic and renal markers: AST, ALT, ALP, LDH, yGT,
bilirubin, urea, and creatinine. In addition, SOD, CAT and
GST activities decreased by 43%, 61%, and 61%, respec-
tively, while GPx activity, MDA and PCOs levels increased
by 80%, 46%, 25%, respectively. LuO treatment allevi-
ated hepatotoxicity in RDP-treated rats, showing im-
proved levels of oxidative stress biomarkers and plasma
biochemical parameters. The histological examination of
the liver and kidney confirmed the changes in Roundup-
treated rats and demonstrated the protective role of
LuO.
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INTRODUCTION

Organophosphate (OP) pesticides are among the most
widely used synthetic chemicals to control a wide variety
of pests and insects in agriculture, homes, gardens, vet-
erinary practice and industry (Dar e a/, 2019). Round-
up (RDP) is an organophosphorus compound glypho-
sate (N-(phosphonomethyl)glycine), an active ingredient

of many herbicides, such as Roundup® TURBO, and
the most commonly used herbicide active ingredient in
the world (El-Shenawy 2009). Glyphosate and its pri-
mary degradation product aminomethylphosphonic acid
(AMPA) are detected in soils and sediment, ditches,
drains, rainwater, rivers, and streams (Rebai ef a/, 2017).
Roundup is marketed as a non-selective, broad spec-
trum and post-emergence herbicide due to its high
water solubility. It kills plants by inhibiting the syn-
thesis of aromatic amino acids needed for protein for-
mation (Battaglin e a/, 2014). Roundup is slightly toxic
to fish, practically non-toxic to amphibians and aquatic
invertebrate animals, and exhibits low oral and dermal
acute toxicity to humans (Larsen e al., 2012). Over the
last two decades, toxicological research has shown the
induction of oxidative stress after exposure to pesticides
as a possible mechanism of toxicity. According to several
studies, the pesticides, including roundup, cause overpro-
duction of reactive oxygen species (ROS) in intra- and
extracellular spaces, resulting in the disruption of pro-ox-
idant equilibrium/cellular oxidative balance and leading
to the oxidative stress state (El-Shenawy, 2009; Heritier
et al., 2017). In humans, glyphosate is not fully absorbed
after oral administration (approximately 20% of the dose
administered is excreted in the urine after 48 h), being
mainly eliminated unchanged via the feces. The absorbed
glyphosate is poordly metabolized, gets widely distributed
in the body, does not undergo enterohepatic circula-
tion and is rapidly eliminated without bioaccumulation
(“Conclusion on the peer review of the pesticide risk as-
sessment of the active substance glyphosate”, 2015).
Indeed, in a study conducted in 2011 and 2012 in
Denmark (Knudsen e al, 2017), urine spot samples of
mothers (n=13) and children (n=14) revealed concentra-
tions of glyphosate above the limit of detection (LOD,
2.5 pg/L) in both urban and rural dwelling populations.
It was found that when ROS formation exceeded the
scavenging ability of antioxidant defenses, free radicals
accumulated and increased oxidative damage to criti-
cal biomolecules such as enzymes, proteins, membrane
lipids and DNA (Mohammadirad & Abdollahi, 2011).
Several studies indicate that glyphosate and GLP-based
herbicide (GBH) intoxication causes oxidative stress by
generating free radicals and induces tissue lipid peroxida-
tion. In response to oxidative damage, organisms have
developed enzymatic antioxidant defense systems, which
are represented mainly by superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and glu-
tathione reductase. These enzymes detoxify ROS and
maintain a healthy redox state in a highly synchronized
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and cooperative manner (Tang e al, 2017; Yazdinezhad
et al, 2017). Organophosphate pesticides was found to
repress cytochrome P430 and two other enzymes (glu-
tathione-S-transferase and G-6-P dehydrogenase) essen-
tial for xenobiotics detoxication in the body (Almeida e7
al., 2017). However, RDP toxicity towards serum acetyl-
cholinesterase (AChE), lactate dehydrogenase (LDH), as-
partate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), alkaline phosphatase (ALP), and acid phos-
phatase (AP) has been recently determined (Rebai ef al,
2017; Tang et al, 2017). RDP poisoning can affect sev-
eral organs, including the brain, heart, kidney, liver and
reproductive system (Dai e a/, 2016; Tizhe et a/, 2014;
Turtkmen ¢ al, 2019). Several epidemiological studies
have shown the importance of increasing the antioxi-
dant capacity of the body with exogenous antioxidants
such as vitamins, carotenoids, trace elements and min-
erals (Djeffal et al, 2015; Barkat e al, 2015). Flaxseed
or linseed (Linum usitatissimum) is an annual plant that
belongs to the family Linaceae (Varghese e al, 2017).
The research study of Hendawi and others (Hendawi
et al, 2016) has shown that linseed oil obtained by the
company El-capten contains high levels of unsaturated
fatty acid: C18:1 (Oleic) (45.63%), C18:3 (y-Linolenic)
(8.93%) and C18:2 (Linoleic) (4.19%), as evaluated with
gas liquid chromatography (GLC) of fatty acid methyl
esters. In addition, it has been reported that linseed oil
is among the most well-known edible oils in the world
and is in demand as a nutritional supplement (Ye e al.,
2019; Zhang et al, 2008). Being a source of u-Linolenic
acid, it is a precursor of eicosapentaenoic acid (EPA)
and docosahexaenoic acid (DHA) (Rubilar e a/, 2010)
and plays an active role in the cell membrane integrity
(Karaca & Eraslan, 2013). Linseed is rich in n-3 poly-
unsaturated fatty acids (PUFA), especially omega-3 fatty
acid that has pharmacological and therapeutic effects, in
particular, antidiabetic, antioxidant, anti-inflammatory,
anti-cancer and immunomodulatory. Linseed is also used
for the treatment of cardiovascular diseases, dermatologi-
cal, neurological and hormonal disorders, and metabolic
syndromes such as obesity (Hendawi e# al, 2016; Jamil-
ian et al, 2017; Varghese et al, 2017). L. usitatissimum is
a source of healthy oil that has good anti-free radical
properties and good oxidation stability, probably due to
the changes in its fatty acid profile (Jamilian e# a/, 2017).
To the best of our knowledge, no study has examined
the protective effects of LuO on RDP-induced hepato-
toxicity and nephrotoxicity. Therefore, the present study
was conducted to assess some biochemical parameters,
antioxidant status and histopathological alterations in the
liver and kidney of RDP-exposed rats. It also tried to
determine whether the treatment with LuO could allevi-
ate RDP-induced toxicity.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. The herbicide used in this study was a
commercial formulation (Roundup® TURBO) contain-
ing the active ingredient glyphosate 450 g/ 1. The chemi-
cal name for glyphosate is N-phosphonomethyl glycine
(C;HNO.P) (Fig. 1), with a CAS registry number 1071-

HonéE VH\J\QH

Figure 1. Chemical structure of glyphosate

83-6 and homologation number 05 43 087. This product
is made by MONSANTO firm and distributed by Agro
Consulting International, Algeria.

Linseed Oil Resource. Linum usitatissimum oil was
obtained from a local commercial market El-Captain
(El-Obour City, Cairo, Egypt), a company for Extract-
ing Natural Oils, Plants and Cosmetics. All the other
reagents used in this study were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO).

Total phenolic acids content. Total phenolic acids
content was measured using Folin—Ciocalteu reagent, fol-
lowing Wolfe and others (Wolfe e al, 2003). The total
phenolic acids content of plant fragments was expressed
in mg of gallic acid equivalents per gram of plant dry
matter (mg GAE/g DM) through the calibration curve
with gallic acid.

Total flavonoids content. Total flavonoid content
was measured using a colorimetric assay according to
the method of Pourmorad and others (Pourmorad ef
al, 2006). The concentrations of flavonoids, calculated
based on a standard curve, were expressed in mg querce-
tin equivalent to (QE)/g dry matter (DM).

Total tannins content. Total tannins content was
estimated according to the protocol developed by Ju-
Ikunen-Tiitto (Julkunen-Tiitto, 1985). The results are ex-
pressed in mg of catechin equivalent (CE)/g DM.

DPPH radical scavenging activity. The antioxidant
activity of LuO was measured in context of radical scav-
enging ability using the DPPH method of Blois (Blois,
1958). The antiradical activity was expressed as IC,;
(mg/ml). The percent inhibition of DPPH free radical
was calculated as follows:

B (A blank—A sample ) -

” A blank

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) activ-
ity. The reducing power of a sample was determined
using the method of Pan and others (Pan ¢ a/, 2008),
where absorbance of a sample was measured at 700 nm.
An increase in absorbance of the reaction mixture indi-
cated increased reduction of Fe™.

Animals and experimental design. All the protocols
used in this study were approved by the Ethical Com-
mittee of Directorate General for Scientific Research
and Technological Development at Algerian Ministry
of Higher Education and Scientific Research, permit no
PNR/SF 08/2012. Twenty-four male albino Wistar rats
weighing 250113 g (aged 8-9 weeks) were provided by
Pasteur Institute (Algiers, Algeria). They were housed
in cages at room temperature of 23+2°C and kept un-
der standard conditions of an average relative humidity
of 40% and a natural photoperiod. The rats were fed a
standard laboratory diet (standard food, supplied by the
“ONAB of Bejaia”, Algeria) and water was available ad
libitum. The animals were habituated to these conditions
for one month prior the experiments. The rats were ran-
domly divided into four groups of six animals each:

Control: rats had free access to water and commercial stand-
ard pelleted food;

RDP (RDP-Treated group): received RDP in their drinking
water (269.9 mg/kg/B.W);

IuO (LuO-Treated group): rats were force-fed with LuO (0.5
g/kg BW);

RDP+ LuO (RDP+LuO-Treated group): rats received both
RDP and LuO.

The dose of RDP used in this study represented 1/18
of LD, (269.9 mg/kg B.W.). This dose was used in pre-
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vious investigations as it is toxic, but not lethal to rats
(El-Shenawy, 2009). The dose of LuO (0.5 g/kg B.W.)
gave a good protection against Roundup toxicity (Hen-
dawi et al., 2016). During the treatment period (30 days),
food intake and water consumption, as well as body
weight of the animals, were monitored regularly. At the
end of the experiment, the animals fasted overnight and
their total body weight was recorded. They were then
sacrificed by cervical decapitation without anesthesia in
order to minimize the animals’ stress.

Biochemical analysis. Rats’ blood was collected into
non-heparinized tubes and centrifuged for 15 min at
3000 rpm at 4°C. Serum samples were stored at —20°C
for subsequent analysis of glucose, alanine aminotrans-
ferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alka-
line phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH),
gamma-glutamyl transferase (GGT), total bilirubin, total
proteins, albumin, cholesterol, triglycerides, HDL, LDL,
creatinine, urea and uric acid. All parameters were es-
timated using commercial kits from COBAS INTE-
GRA400 (glucose, ref. 2172682; AST, ref 2056097
ALT, ref. 2056119; ALP, ref. 20766739 and 20759961;
LDH, ref. 2055503; GGT, ref. 20759996; total bilirubin,
Ref. 20737488; total proteins, ref. 2053039; albumin, ref.
20737461; Cholesterol, Ref. 20763012; Triglycerides, Ref.
2144620, HDL, Ref. 03038637; LDL, Ref. 03038866;
creatinine, Ref. 20764345; urea, Ref. 2055660; uric acid,
Ref. 2054728).

Tissue preparation. After the animals were sac-
rificed, their livers and kidneys were immediately re-
moved, washed in a 0.9% NaCl solution and weighed.
The relative weight of these organs (%) was calculated
as g/100 g body weight. Then, one lobe of liver and an-
other of kidney were used for histological examination.
The remaining lobes of liver and kidney were homog-
enized on ice in Tris-Buffered Saline (1:2 »/y; 1 g of tis-
sue with 2 ml TBS: 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH
7.4) and the cell suspension was centrifuged (9000 rpm,
15 min at 4°C). The supernatants were divided into ali-
quots and then stored at —20°C for oxidative parameters
analysis.

Histopathological examination. Samples of tissues
(livers and kidneys) were fixed in 10% formaldehyde.
They were dehydrated in a series of increasing alcohol
concentrations (70-100%) (LEICA TP1020) and embed-
ded in paraffin. The tissues were cut in 5 pm thick slices
using microtome (LEICA RM2235), then deparaffinized
and stained with hematoxylin and eosin (H&E) and ex-
amined using LEICA DM 1000LED microscope, follow-
ing the method of Hould (Hould, 1984).

Measurement of lipid peroxidation levels. Malondi-
aldehyde (MDA), which is the end product of oxidation
of polyunsaturated fatty acids, was assessed as a marker
for lipid peroxidation. MDA reacts with thiobarbituric
acid (TBA) as TBARS to produce a red colored complex
that has a peak absorbance at 532 nm (Buege & Aust,
1978). The amount of TBRAS in a sample was calculat-
ed using an extinction coefficient of 1.56X105M/cm and
expressed in nmol MDA/mg of protein.

Measurement of advanced oxidation protein prod-
uct contents. The advanced oxidation protein product
(AOPP) is a marker of oxidant-mediated protein dam-
age. Its level was determined according to the method of
Kayali and others (Kayali e a/, 2006) by the formation
of dityrosine-containing and cross-linking protein prod-
ucts. The absorbance of the reaction mixture was imme-
diately recorded at 340 nm. The concentration of AOPP
was expressed in nmol/mg of protein.

Content of reduced glutathione. Reduced glu-
tathione (GSH) content of liver and kidney homogenates
was determined using a colorimetric technique described
by Ellman (Ellman, 1959) and modified by Jollow and
others (Jollow e# al, 1974), which is based on measur-
ing optical absorbance at 412 nm that reflects the reduc-
tion of DINB [5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)] by
-SH groups of glutathione. The total GSH content is ex-
pressed in nmol GSH/mg protein.

Content of vitamin C. Vitamin C (ascorbic acid) lev-
el measurement was performed as described by Jacques-
Silva and others (Jacques-Silva ef al,, 2001), using the oxi-
dation of vitamin C with copper to form dehydroascor-
bic acid. This product was further treated with 2 4dini-
trophenylhydrazine to form an osazone, which, when
treated with sulphuric acid, resulted in a colored product.
Absorbance of the sample was measured at 540 nm and
the result was expressed in mmol of ascorbic acid/mg
of protein.

Measurement of antioxidant enzyme activities.
The glutathione peroxidase (GPx) (E.C.1.11.1.9) activity
in a sample was measured using the method of Flohé
and Giinzler (Flohé & Giinzler, 1984), based on the re-
duction of hydrogen peroxide (H,O,) in the presence of
reduced glutathione (GSH). The absorbance of the sam-
ple was recorded at 420 nm. Specific GPx activity was
expressed in mmol GSH/mg protein.

The glutathione-S-transferase (GST) (E.C.2.5.1.18) ac-
tivity in the tissues was measured spectrophotometrically
using the method of Habig e# al, (1974). It is based on
the conjugated reaction of glutathione and 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) which, in turn, results in a new
molecule that absorbs light at 340 nm. The GST activity
is expressed in pmol CDNB/GSH /min/mg protein.

The catalase (CAT) (E.C.1.11.1.6) activity was meas-
ured according to Aebi (Aebi, 1984). This assay is based
on the ability of the enzyme to degrade hydrogen per-
oxide followed by the decrease in absorbance at 240 nm
using a UV /visible light measured for 1 min. CAT activ-
ity is expressed in umol H,O, consumed/min/mg pro-
tein.

The superoxide dismutase (SOD) (E.C.1.15.11) ac-
tivity in a sample was determined with the method of
Beyer Jr and Fridovich (Beyer Jr & Fridovich, 1987),
using nitrotetrazolium blue tetrazolium (NBT) test and
photo-reduction of riboflavin/methionine, which gener-
ates superoxide anion. In aerobic conditions, the mixture
of riboflavin, methionine and NBT is blue. The presence
of SOD inhibits the oxidation of NBT and changes the
absorbance at 560 nm. The changes in samples absorb-
ance were recorded after 20 min of incubation of the
reagents and tissue samples. Units of SOD activity were
expressed as the amount of enzyme required to inhib-
it the reduction of NBT by 50%. The activity was ex-
pressed as units/mg of protein.

Content of protein carbonyl groups. Protein car-
bonyl levels in the samples were estimated with the
method described by Levine and others (Levine ef al,
1990). The homogenates were incubated with 24-dini-
trophenylhydrazine (DNPH) in 6M guanidine hydrochlo-
ride. As DNPH binds selectively to the protein carbonyl
groups the absorbance at 370 nm changes. The level of
protein carbonyls was expressed in nmol/ mg of protein.

Protein content estimation. The protein content of
tissue samples was measured spectrophotometrically at
595 nm using the method of Bradford (Bradford, 1976),
with bovine serum albumin as a standard.

Statistical analysis. All data were expressed as means
*standard error means (S.EDNL) for six rats in each
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Table1. Amounts of total phenols content, total flavonoids, con-
densed tannins and anti-radicular DPPH scavenging activity in
LuO

Studied parameters Values

'Il_'ﬁgl phenolic acids content (mg GAE/100 g of 0.11001
Total flavonoid content (mg QE/g LuO 0.32+0.01
Condensed tannins (mg CE/g LuO) 0.25+0.02
50% scavenging concentration (mg/ml) on DPPH 22854256
radical

FRAP test (EC50 mg/ml) 10.36+1.59

n=3, GAE, gallique acide equivalents; QE, quercetin equivalents; CE, cat-
echin equivalents.

group. The statistical analysis (comparison between all
the groups) was performed with one-way ANOVA fol-
lowed by Student’s #test to evaluate the significance of
differences. P<0.05 was considered statistically signifi-
cant.

RESULTS

Antioxidant activity of LuO

The total phenolic content of LuO product was 0.11
mg of CAE per 100 g of extract as shown in Table 1.
The total flavonoid content is expressed as 0.32 mg of
quercetin equivalent per gram of LuO. In addition, IuO
contained 0.25 mg of condensed tannins, expressed as
mg of catechin equivalent per gram. The antioxidant ac-
tivity (DPPH) IC., was 22.85 mg/ml, and ferric reducing
antioxidant power (FRAP) was IC,,;=10.36 pg/ml, show-
ing the reductive potential of LuO.

Effects of treatment on general rat health

During the experimental period no deaths were ob-
served in any group. The rats in the control and LuO
groups showed no signs of systemic toxicity. However,
the rats in RDP group showed clinical signs such as
anorexia, loss of body weight, exhaustion, and inflam-
mation of the salivary glands (the cause of drooling).
All these clinical signs were related to the acute toxic-
ity of RDP. Furthermore, the rats in RDP+LuO group

showed some symptoms of anorexia and loss of body
weight.

Effect of treatment on body, liver and kidney weight,
food intake and water consumption

As shown in Table 2, the final body weight and the
absolute liver and kidney weight of rats decreased sig-
nificantly in the RDP, LuO and RDP+LuO groups of
(—38%, —13% and —25%), (—21%, —14% and —22%),
(-21%, —14% and —22%) and (—14%, —13% and
—13%), respectively, compared to the control group.
This decrease was associated with the reduction in
food intake and water consumption in RDP, LuO and
RDP+LuO groups (—19%, —14% and —33%), (—24%,
—9% and —37%, respectively), when compared to the
control group. However, the administration of LuO
correlated with a significant increase in absolute liver
and kidney weight when compared to rats from the
RDP group.

Effect of treatment on serum biochemical parameters

As shown in Table 3, administration of RDP caused
hepatic toxicity in rats. Serum glucose levels in rats from
the RDP group tended to be higher than in control.
Furthermore, the enzymatic activity of AST, ALT, ALP,
IDH, total bilirubin and GGT was significantly higher
in rats exposed to RDP than in the control group (48%,
37%, and 43%, 58%, 29% and 115%, respectively). In
addition, urea and creatinine levels increased significantly
in RDP group compared to the control group (11% and
16%), indicating nephrotoxicity. The levels of total pro-
tein and albumin in the serum were significantly lower
in the RDP group. Similarly, the serum lipid profile in
the RDP group showed a significant decrease in total
cholesterol and triglycerides as compared to the control
group (8% and 21%). However, the co-administration
of LuO alleviated the RDP effect on blood biochemical
variables.

Antioxidant defense status in the liver and kidney

Table 4 and Table 5 summarize the effects of RDP ex-
posure and LuO administration on antioxidant defense sys-
tems in rat liver and kidneys. An increase in MDA (46%,
17% respectively), AOPP (18%, 14% respectively), and
PCOs (25%, 15% respectively) was observed in the RDP
and LuO-RDP groups compared to the control On the

Table 2. Effects of treatments on body weight (g), absolute (g) and relative liver and kidneys weights (g/100 g bw), daily food intake

(g) and drinking water consumption (ml) in experimental groups.

Studied parameters Control RDP LuO RDP+LUO
Initial Body weights (g) 249.6+2.7 250.33+4.64 250.5+7.29 249.66+7.86
Final Body weights (q) 299.5+11.4 ;i%%’g& 257.5+11.94 23;;5:38368
Absolute liver weights () 900043 Sziﬁ%ﬁ 7.79£0.21 gy
Absolute kidney weights (g) 1.85+0.09 1;23%?; 1.61+0.07 1;23%25
Food intake (g/day/rat) 2166+ 069 ‘z‘lﬁ‘d(‘)gm 18.69:0.66 ‘4’;5:5(;6%3“'
Quantities of drinking water consumption (ml/day/rat) 32,65+ 2.34 zzfggg::; 29.52 +2.44 205;5_&5%% "
Quantities of RDP ingested (mg/day/rat) - 67.75 £7.79 - 55,{:3:9(;(?6522”

Values are given as mean +SEM for groups of 6 animals each. Significant difference: LuO, RDP groups compared to the control (**p<0.01,

*¥*p<0.001), RDP+LuO compared to the RDP group (*¥p<0.01, #p<0.001).
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Table 3. Effects of treatments on serum biochemical parameters

Parameters studied Control RDP LUO RDP+LUO
Glucose 0.99:0.01 1'29:%(.)623" 096002 "223%23’
ASAT 221.06+24.12 330;20%02&06" 272.42+6.21 26%1‘3 _10‘5'7 3
ALAT 665175 9;523'_(7;3;’" 7266+1.14 oIt
LDH 2188+223.16 i 240612401 o
ALP 104.13853 bl 106.4£3.02 -l
GGT 801055 00001 7.96 £12 b
BT 1.03+0.07 ‘-’3’3:;‘)%]‘3' 066005 0;%%’68‘;'2"
Prot.T 83.85+1.11 7;?&%545" 8556+1.93 Sap bty
Alb 33422227 G o 35.85:1 oo
Cholesterol 1.5:0.05 L vl 1492005 reyoo
Triglycerides 0.57£0.02 eyl 0582001 =13
HDL 1422006 v 120,08 o
LoL 0.14£0.005 = 0.10 £0.009 oo
Urea 12354047 ! 3b7 & 11.64+023 1 2’-’4__5(;—.‘&535"
Creatinine 34,66:0.71 40;‘-6};3?’“ 3233131 38-;23‘1"5’2"

Values are given as mean +SEM. for groups of 6 animals each. Significant difference: LuO, RDP groups compared to the control
(*p<0.05,**p<0.01,"*p<0.001), *RDP+LuO compared to the RDP group (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Table 4. Antioxidant defense status in liver of treated and control rats.

Studied parameters Control RDP Lo RDP+LUO
MDA 3433171 23.43£1.34%
(nmol/mg protein) BAN3 p=0.005 16135133 0.0002
OPP 0.046+0.002** 0.04+0.002¢

(nmol/mg protein) 0.039+0.002 =001 0.038+0.001 =002
PCO 100.53+2.8*** 82.83 +4.75%
(hmioljivig iot) 80.46+3.68 p=0.0007 81.16+2.25 =0.004
GSH 1.85+0.16"* 3.11£0.14%
(umol/mg prot.) 26014 p=0.003 2394012 p=0.00003
Vitamin C 0.94+0.02* 1.0+0.006*
(mmol ascorbic acid/mg of protein) 103001 p=0.03 1020:01 p=0.03

: < 134.83+8.46""* 347.66+21.41%¢
CAT (umol H202/min/mg protein) 347.5+35.67 p=0.00002 328.83+23 p=0.00003

: ; 1.91+0.18"** 1.32+0.12%
GPx (nmol GSH/min/mg protein) 1.05+0.13 p=0.001 0.95+0.12 p=001
GST 0.05+0.002*** 0.08+0.01%
(nmol/mg protein) 0:132002 p=0.001 0120007 p=0.006
SOD 166.83+19.74*** 273.66+17.71%¢
(U/mg de protein) 20%160125 p=0.0002 293:33%20.38 p=0.001

Values are given as mean =SEM. for groups of 6 animals each. Significant difference: LuO, RDP groups compared to the control
(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001), *RDP+LuO compared to the RDP group (*p< 0.05, #p<0.01, **p<0.001).
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Table 5. Antioxidant defense status in kidney of treated and control rats.
Studied parameters Control RDP LuO RDP+LUO
MDA 32.92+1.31% 20.76+2.72%¢
(nmol/mg protein) 28.07+1.18 0. 18.89+1.92*** p=0.001
AOPP 0.024+0.0007* 0.02+0.002¢
(nmol/mg of protein) 0:027:£0.001 p=0.05 902310002 p=0.08
PCO 86.16+4.14" 74.66x3.77¢
(hmolimg prot) 74.83+3.66 =003 7333+358 p=0.03
GSH 0.63+0.03** 0.68+0.01
(umol/mg prot.) 0755003 p=0.01 072£0.03 p=0.14
: 0.029+0.014* 0.035+0.018

Vitamin C 0.43+0.010 p=0.05 0.038 £0.015 p=0.36
CAT 418.5+52.02"* 471.01+35
(Hmol H202/min/mg protein) 605+ 8.72 p=0.002 571.83 £68.04 p=0.21
GPx 0.76+0.06* 0.45+0.05%
(nmol of GSH/min/mg protein) 05720.07 p=0.05 0564004 p=0.002
GST 0.051+0.002* 0.054+0.006
(nmol/mg protein) 0.0650.004 p=0.05 D05630:005 P=0.36
SOD 73.83+7.3"** 134.5+7.31%¢
(U/mg de protein) 162.16+13.03 p=0.00002 197.83+21.45 Pp=000004

Values are given as mean +SEM. for groups of 6 animals each. Significant difference: LuO, RDP groups compared to the control

(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001),*RDP+LuO compared to the RDP group (‘p<0.05, #p<0.01#*p<0.001).

Figure 2. Effect of Roundup (RDP) and Llnssed oil co-administrated with RDP on h

in the liver.

Controls (A, x40), treated with RDP (B to D, x40), LuO co-administrated with RDP (E, x40) and LuO (F, x40) after 4 weeks of treatment, as
revealed by photomicrograph of H&E. Vascular congestion (red arrow), mononuclear infiltration (black circle), dilation of sinusoids (black
arrow), and hemorrhage (yellow arrow), necrosis (4 ) and degeneration and ballooning of hepatocyte (red circle).
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Figure 3. Effect of Roundup (RDP) and Linssed oil co-administrated with RDP on histopathok()gical damages in the liver.

Controls (A, x40), treated with RDP"(B, x40), LuO co-administrated with RDP (C, x40) and LuO

x40) after 4 weeks of treatment, as re-

vealed by photomicrograph of H&E. Space of Bowman (black arrow), tubular dilatation (yellow arrow), hemorrhagic (circle) and atrophied

and collapsed malpighian (red arrow).

other hand, the activity of enzymatic and non-enzymatic
antioxidants significantly decreased in the RDP and IuO-
RDP groups as compared to the control: GSH (—28%,
—15% respectively), Vit C (—6%, —14% respectively), CAT
(—61%, —30% respectively), GST (—60%, —14% respectively)
and SOD (—43%, —54% respectively), and the level of GPx
increased (80%, 31% respectively). In general, administra-
tion of LuO significantly improved the antioxidant param-
eters in the studied organs of rats treated with RDP.

Histopathological Results

Histopathological changes in rat liver and kidney re-
sulting from RDP treatment are shown in Figs 2 and 3,
Tables 6 and 7, respectively. The control rats presented

Table 6. Sem:lguantitative scoring of
linseed oil (L

normal hepatic morphology with distinct hepatocytes with
prominent nuclei and no tissue damage (Fig. 24). In con-
trast, liver sections of Roundup-treated rats showed severe
structural damage characterized by mononuclear cell infil-
tration, periportal expansion, ballooning and degeneration
of hepatocytes, necrosis, vascular congestion and sinusoi-
dal dilatation (Fig. 2B to D). However, the livers of the
rats from the LuO and RDP treated group had healthier
histology than the rats from RDP-only treated group (Fig.
2E). No histological alteration in the liver was observed
between the LuO and control groups (Fig. 2F). The his-
topathological kidney examination showed normal histol-
ogy in the control group (Fig. 3A). However, the kidneys
of rats exposed to Roundup exhibited glomerular dam-

ng of hi hol -q{cal changes in the liver sections of control and rats treated with Roundup (RDP),
) or their combination (RDP+LuO) after 4- week treatment.

Studied parameters

Control

Luo RDP+LuO

Mononuclear cell infiltration

- +

Hepatic hemorrhage

Necrosis

Vascular congestion

Ballooning and degeneration of hepatocyte

SESESRSEAL

(=) indicates normal, (+) indicates mild, (++) indicates moderate, and (+++) indicates severe.
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Table 7. Semi quantitative scoring of histopathological changes in the kidney sections of control and rats treated with Roundup
(RDP), linseed oil (LuO) or their combination (RDP+LuO) after 4- week treatment.

Studied parameters Control RDP Luo RDP+LuO
Atrophied Malpighian - ++ = 3
Tubular dilatation o +++ - .
Hemorrhagic = ++ = 2

(-) indicates normal, (+) indicates mild, (++) indicates moderate, and (+++) indicates severe.

age characterized by reduced Bowman space, atrophied
and collapsed Malpighian glomeruli, tubulo-interstitial in-
volvement of hemorrhagic suffusion zones, and dilation
of proximal convoluted tubules (Fig. 3B). However, the
co-administration of LuO with RDP resulted in a reduc-
tion in Bowman’s space and normal cell morphology in
the kidney when compared to Roundup-treated group
(Fig. 3C). No histological alteration in the kidneys was ob-
served between the LuO and control group of rats (Fig.
3D).

DISCUSSION

Exposure to toxic substances such as pesticides in the
environment can contribute to the emergence of oxida-
tive stress in biological systems and metabolic imbalance
(Djeffal et al, 2015). Many studies have been conducted
to relate Roundup® use to liver damage and renal failure
in animals (Tang ¢ a/, 2017) and a number of human
diseases (Seneff & Orlando, 2018). Natural antioxidants
have been considered to play an important role in coun-
teracting the oxidative stress induced by various xenobi-
otics in tissues (Bouasla e a/, 2014). In our experiments,
the phytochemical analysis of flaxseed oil revealed the
presence of phenolic acids compounds, flavonoids and
condensed tannins, with a noticeable antioxidant activity.
The antioxidant activity of LuO has been evaluated on
the basis of radical scavenging effect on the free radi-
cal DPPH, which has been widely accepted as a tool for
estimating the activities of antioxidants on free radicals
(Beroual ef al,, 2017).

The obtained results demonstrated that exposure
to Roundup® TURBO at 269.9 mg RDP/kg/day b.w.
in drinking water for 30 days caused a significant de-
crease in the rats’ body weight and their liver and kid-
neys weight. These results were consistent with previous
studies in adult rats exposed to various pyrethroid insec-
ticides widely used in agriculture: imidacloprid, deltame-
thrin and methomyl (Kapoor e al, 2011; Saoudi e al.,
2011; Djeffal ef al., 2015). We supposed that the decrease
in body weight observed in RDP-treated rats was prob-
ably due to the lower food intake, as RDP exposure may
account for a reduced water and food intake. Our results
are in agreement with those published by Tang and oth-
ers (I' ang et al, 2017) who have stated that the expo-
sure to Roundup evokes a significant reduction in body
weight, in liver and kidneys weight. Moreover, most
physiological functions were modified in correlation
with significant changes in food and water consumption.
These observations were similar to those of the Caglar
and Kolankaya (Caglar & Kolankaya, 2008) and Barkat
and others (Barkat e a/, 2015). RDP and LuO treated
rats also showed a significant reduction in body weight
compared to control rats.

Flax is low in carbohydrates but extremely high in
both soluble and insoluble fiber (Zhang e al, 2008). In
traditional medicine, linseed oil is used in the diet be-

cause taking flaxseed oil gives a feeling of fullness that
lasts for a long time. As a result, the co-administration
of LuO to RDP-treated group prevents the decrease in
rats’ absolute weight of liver and kidneys.

In the present study, a significant increase in blood
glucose levels was recorded in Roundup-treated rats.
This hyperglycemia may be due to an increase in insulin
production and lesions in the islets of Langerhans and
acinar cells caused by oxidative stress damage (Tizhe e#
al., 2018). Many authors report that the elevation of gh-
cose rate in organophosphorus may indicate the disrup-
tion of carbohydrate metabolism emanating from the in-
creased degradation of hepatic glycogen (Al-Attar, 2015).
On the other hand, the RDP-treated rats exhibited a sig-
nificant increase in TG, serum cholesterol, and LDL-C
compared to the control rats. Hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia can be explained by an increase in
lipid rate peroxidation and free radicals release. MDA
tested in the liver and kidneys in RDP-treated rats sug-
gested a high lipid peroxidation. HDL-C could protect
IDL-C against oxidation in vivo, since the lipids of
HDL-C are preferentially oxidized before those of LDL-
C (Bowry et al, 1992). Our results agree well with those
obtained by (Al-Attar, 2015; Meligi & Hassan, 2017).

Flaxseed oil is rich in alpha-linolenic acid (ALA). It
was shown that ALA supplementation improves glucose
tolerance and reduces insulin resistance (Goncalves e al.,
2018). The obtained results indicate that LuO adminis-
tered orally attenuates the extensive changes in the ener-
getic profile parameters such as glucose and lipid profile
in RDP—treated rats (Costa e al, 2018; Pilar ef al., 2017).

The liver is the first organ that protects the body from
xenobiotics. Leak of liver enzymes such as ALT, AST,
and ALP into the blood serum is a sign of hepatocellular
damage and hepatic dysfunction (Bischoff e al, 2018).
In our results, a significant increase in the activity of
ALT, AST, ALP, LDH, and GGT occurred in the serum
of RDP-treated rats as compared to the control ones.
This elevation is probably due to a disruption of enzyme
metabolism due to increased membrane permeability
and leakage of these enzymes from hepatocytes into the
blood (Dar et al, 2019). The present results were in line
with the previous reports, which demonstrated that an
increase in hepatic parameters was induced in rats ex-
posed to Roundup and deltamethrin (Dar e al., 2019;
Saoudi e# al, 2011). Nevertheless, Caglar and Kolan-
kaya (Caglar & Kolankaya, 2008) observed a decrease
in transaminase activity in rats that received glyphosate-
based herbicide during 5 to 13 weeks. This discrepancy
is probably due to the body adaptation during long ex-
posure to the chemical. A significant increase in bilirubin
blood levels was also observed in the Roundup -treated
rats compared to the control group, confirming liver
damage and its histopathological changes. Our data are
in line with the observation that pesticides exposure ex-
hibits clear-cut abnormalities in the biomarkers of tissue
damage (Kanbur e al, 2015; Khan e a/,, 2013). In our
study, long-lasting exposure to RDP caused a significant

94



Vol. 67

Ameliorative effects of Linum usitatissimum oil 61

decrease in total protein and albumin levels in serum.
These results are consistent with the findings of many
other studies (Barkat ef al, 2015; Uchendu e# al, 2017),
in which total protein and albumin levels in rats treated
with organophosphorus pesticides were decreased. Ir-
reversible changes induced by ROS, such as the forma-
tion of carbonylated proteins and the accumulation of
these products in tissues, are usually associated with a
permanent loss of protein function and are considered
as indicators of oxidative damage and protein dysfunc-
tion (Fagan e al, 1999). It is interesting to note that the
co-administration of RDP and LuO partially suppressed
the hepatotoxic effect of RDP. The reduction in activ-
ity of the key hepatic enzymes indicates the regeneration
process of hepatocyte membranes. An increase in blood
bilirubin and normalization of both albumin and total
proteins was also noticed. Similar results demonstrated
that LuO attenuated severe changes in hepatic biochemi-
cal parameters in rats treated with pesticides (Chavan e?
al., 2013; Hana & Sae, 2013; Hendawi e al, 2016). An-
other organ vulnerable to pesticide damage is the kid-
ney, due to larger perfusion and increased concentration
of excreted compounds that occur in renal tubular cells
(Messarah e al, 2013). Serum levels of creatinine and
urea were used as indicators of renal function. Elevat-
ed blood urea is known to be linked with an increased
protein catabolism as a result of increased synthesis of
arginase enzyme involved in urea production (Saoudi e#
al., 2011). In this study, increased serum creatinine and
urea levels in rats treated with RDP reflected renal fail-
ure. Our results are similar to those obtained by Dedeke
and others (Dedeke e# a/, 2018) who monitored changes
in the kidney biomarkers in rats exposed to RDP. Uric
acid is a final product of purine degradation and is elimi-
nated in the urine. In our study, the increase in serum
uric acid may be explained by a strong degradation of
nucleic acids (DNA and RNA). Therefore, the high level
of circulating uric acid may be an indicator of the effec-
tiveness of cellular defense against the deleterious effects
of free radicals. This may be the cause of the increase of
uric acid in Roundup -treated rats (El-Shenawy, 2009).
LuO administrated to rats was found to inhibit the
RDP poisoning effects on the renal dysfunction mark-
ers (Hana & Saed, 2013). Indeed, the imbalance between
antioxidants and pro-oxidants causes damage to the in-
tegrity of the cell membrane (Slama e# a/, 2018). The im-
pact of ROS on biological membranes is analyzed using
a test determining the degree of lipid peroxidation and
protein oxidation. The increase in ROS level in the cell
may be due to either overproduction of these reactive
substances, or a decrease in the cell’s capacity to neu-
tralize them (Kirschvink e# al, 2008). Our research work
demonstrated a significant increase in the level of MDA
and AOPP in the liver and kidney in the RDP-treated
group compared to the control group. The aromatic
amino acids with a thiol group are the most sensitive to
the oxidation and are a particular ROS target in proteins
(Aydin e al, 2010). Moreover, our results showed an in-
crease in PCO, whose elevation may be due to the for-
mation of adducts between certain amino acid residues
and lipid peroxidation products such as MDA (Stadt-
man & Levine, 2006). These results are in correlation
with previous reports (Abarikwu ef a/, 2015; Hamdaoui
et al, 2016; Tang et al, 2017; Yazdinezhad et al, 2017),
which suggested that organophosphate (glyphosate and
chlorpyrifos) metabolism might generate reactive oxygen
species (ROS), which in turn could lead to enhanced li-
pid peroxidation and protein oxidation. However, LuO
supplementation causes a significant decrease in oxida-

tive damage of protein and lipid peroxidation content
in RDP/LuO rats. Accordingly, in our study, the LuO
protection against RDP could be based on the pres-
ence of the above-mentioned antioxidants. The linseed
oil could transfer phenolic hydrogen to a peroxyl free
radical of a peroxidized n-3 polyunsaturated fatty acid
(PUFA) (Yang, 2012). Similar findings are reported by
Karaca and Eraslan (Karaca & Eraslan, 2013) and Pilar
and others (Pilar ef a/, 2017). In fact , the body is able
to produce endogenous antioxidants to reduce the dam-
age caused by ROS, including GSH, Vit C and certain
enzymes, such as SOD, CAT, GST and GPx (Khaldi
et al., 2018). This thiol is abundant in living organisms
in its reduced form (GSH). The reaction of glutathione
with free radicals generates superoxide anion and glu-
tathione in its oxidized form (GSSG). This could explain
the fact that the cell attempts to maintain a low level of
GSSG under physiological conditions and that some or-
gans such as the liver and kidneys eliminate GSSG under
oxidative stress (Cossu ef al, 1997). Vit C plays a role of
a protector of the cell compartment against free radicals
(Djeffal e al, 2015). RDP-treated rats exhibited a sig-
nificantly lower level of this antioxidant in the renal and
hepatic tissues compared to the control rats. Our results
revealed that the RDP administered in rats’ drinking wa-
ter caused a decrease in glutathione and vitamin C levels
in the liver and kidneys. This was due to the oxidation
of GSH to GSSG to protect cells against oxidative dam-
age (El-Shenawy, 2009; Hamdaoui e a/, 2016; Kasmi e
al., 2018).

The treatment with LuO was confirmed to increase
the level of GSH and vit C. This result may be due to
the protection mechanism of linseed oil against Roundup
-induced toxicity by the reduction of GSSH and stabi-
lized GSH level. The GPx and GST antioxidant enzymes
found in the cytoplasm play a major role in the conver-
sion of H,0,and organic hydro-peroxides into water and
alcohol using GSH as a cofactor (Slama e# a/, 2018). The
significantly lower levels of GST in hepatic and kidney
tissues in Roundup-treated rats may be a consequence of
the decreased GSH level that is used to inhibit the en-
zymes and induce their inactivation in the case of exces-
sive production of H,O, due to lipid peroxidation (Bhon-
dave e al, 2014). In fact, the results of our experiment
also showed a highly significant increase in GPx of rats
after exposure to RDP. However, (Djeffal e al, 2015)
have described an increase in GPx activity, suggesting
that elevated enzymatic activity counteracts the oxida-
tive stress induced by methomyl, and affirming that it is
a way of adaptation of the body. The activities of GPx
and GST enzymes are in concordance with the study of
(Abarikwu e# al, 2015). CAT and SOD antioxidant en-
zymes are the first line of defense against the detrimental
effects of free radical damage. They also convert super-
oxide radicals into H,O,. This function is only effective
if it is followed by the actions of CAT, since the H,0,
produced by SOD is subsequently cleaned by the CAT
(Zemmouti ef al, 2017). This explains why in this study
we found a decrease in enzymatic activity of SOD and
CAT in the treated rats compared to the control group,
in all the studied tissue compartments (Abdel-Daim e#
al, 2019; Turkmen e al, 2019). Rats co-treated with
LuO showed a significant improvement of the antioxi-
dant enzymes GPx, GST, CAT and SOD activity when
compared to RDP-treated rats. These findings constitute
further evidence of LuO powerful antioxidant potential
(Hendawi e al, 2016; Pilar et al, 2017; Xu et al, 2017,
Wei Yang ef al, 2012).
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Histopathological studies corroborated the biochemi-
cal analysis. In particular, Roundup -exposed rats showed
the infiltration of inflammatory cells, presence of degen-
erating and ballooning hepatocytes, necrosis, glomerular
damage, and dilation of proximal convoluted tubules im-
pairment in rats’ hepatic and kidney cells. These results
are in agreement with those obtained in other studies
(Abarikwu e# al., 2015; Al-Attar 2015; Hamdaoui e al,
2016; Larsen et al, 2012; Tang et al, 2017; Turkmen e#
al, 2019), showing that Roundup evoked histopathologi-
cal changes in liver and kidney tissue in rats. The protec-
tive activity of LuO has been demonstrated in rats with
RDP-induced hepatic and renal toxicity. This is due to
its high levels of omega-3 and ALA, which can protect
against the oxidative damage of liver and kidney cell
membranes »a the free radical scavenging (Yang e al,
2012). Furthermore, a protective effect of linseed has
been reported against thiacloprid, cadmium, astaxanthin
and hepatic steatosis (Goncalves ¢ al, 2018; Hendawi e#
al,, 2016; Karaca & Eraslan, 2013; Xu e a/, 2017).

CONCLUSION

In conclusion, the present study showed that Round-
up was able to induce oxidative damage in adult rats by
increasing lipid peroxidation, protein carbonylation, and
protein oxidation associated with decreased antioxidant
enzymatic activity, reduced glutathione content in the liv-
er and kidneys. Given the biochemical effects of RDP in
serum, there is a risk of cytotoxicity in farmers and oth-
er people who may be in contact with RDP-containing
pesticides. Furthermore, the aggravation of inflamma-
tion and oxidative stress was confirmed with histological
changes observed in our study. The use of linseed oil
as an antioxidant proved effective in reducing oxidative
stress in liver and kidney and preserved the integrity of
tissue structure.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the propensity of Roundup (RDP) to induce oxidative stress in the liver and brain of
male Wistar rats and its possible attenuation by zinc sulfate. Rats were randomly divided into four groups: group I served as
control rats, group II was treated with 269.9 mg RDP/kg bw administered in drinking water, group III rats have received Zn
(277 mg/1) through oral way as zinc sulfate (ZnSO,), and group IV animals were treated with RDP and Zn. The exposure of
rats to RDP, during 30 days, caused the increase of the following serum hepatic markers: glucose, aminotransferases (ALT,
AST), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), gamma-glutamyl transferase (GGT), and total bilirubin
(TB), along with reduced total protein content and albumin. Besides, this toxicity associated with an increase of lipid per-
oxidation (malondialdehyde) and advanced oxidation protein product (AOPP). Also, the antioxidant defense system such
as reduced glutathione (GSH), glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT), and superoxide dismutase (SOD) in both
the brain and liver is reduced compared with the control group, while the level of glutathione peroxidase (GPx) activity is
increased. The treatment with zinc significantly restored the majority of these biochemical and oxidative stress parameters to
normal levels, as well as improved the inhibition of AChE activity in the brain caused by RDP, thus emphasizing the protec-
tive potential of zinc in restoring the altered hepatic and cerebrum histoarchitecture. In conclusion, this study indicates that
Zn protects against the toxicity of Roundup by providing hepatoprotective and neuroprotective effects.

Keywords Brain - Liver - Oxidative stress - Rat - Roundup - Zinc

Introduction

Pesticides are used worldwide to destroy harmful species,
the most common being herbicides. However, they gen-
erally damage the ecosystem and therefore alter the food
chain (Maroni et al. 2000). Chronic exposure of non-target
organisms, such as animals and humans, to such xenobiotics
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leads to a large number of diseases. In fact, this can lead to
biochemical disturbances, causing cellular and genetic dam-
ages (Tuzmen et al. 2008). Roundup (RDP) is a glyphosate-
based formulation that represents one of the most commonly
applied herbicides in the world, in particular agriculture for-
estry, industrial weeds control, and aquatic environments
(Williams et al. 2000). It can be considered as one of the
most popular commercial formulations in which glyphosate
is included as N-(phosphonomethyl)glycine (Fig. 1) (active
ingredient) and contains another surfactant. Glyphosate is
slightly to moderately toxic to animals, but Roundup, the
commercial formulation, is considered to be more toxic, per-
haps due to the addition of polyoxyethylene amine (POEA)
surfactants (Bradberry et al. 2004; Williams et al. 2000).
Several studies have demonstrated that RDP is toxic to rats
and can give rise to morphology and functional changes in
tissues. Dai et al. (2016) and Turkmen et al. (2019a) demon-
strated that exposure to RDP induces biochemical changes
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Fig.1 Chemical structure of glyphosate

and histological alterations in the liver, kidney, brain, heart,
and testis of rats. The experimental studies have shown that
RDP has an inhibitory effect on acetylcholinesterase (AChE)
in rat brains exposed in vivo (Cattani et al. 2017) and in vitro
(Larsen et al. 2016). In contrast, several studies proved that
the neurotoxicity of RDP is not entirely caused by the disor-
der of the cholinergic system. Indeed, oxidative stress may
be another key mechanism underlying the neuroinflamma-
tion of this herbicide (de Souzaet al. 2019). Oxidative stress
in cells caused by overproduction of reactive oxygen species
(ROS) or insufficient antioxidant defense (especially in older
people) can damage cellular proteins, lipids, and DNA and
activate the apoptotic pathways (Rouag et al. 2020). Cur-
rently, oxidative stress is one of the most important subjects
in pesticide toxicology (Berrouague et al. 2019). The study
of Turkmen et al. (2019b) and Hamdaoui et al. (2019) on
rats has shown an alteration of certain antioxidant enzymes
such as catalase (CAT) following exposure to 2,4-D and
alteration of superoxide dismutase (SOD), glutathione per-
oxidase (GPx), glutathione S-transferase enzymes, and non-
enzymatic antioxidants such as reduced glutathione (GSH)
and vitamin C (Vit C). Protection against free radicals can
be achieved through supplementation of dietary and endoge-
nous antioxidants. The trace elements present in many foods
play a crucial role in various pathologies. Zinc is a structural
constituent of many proteins, hormones, and hormone recep-
tors, which plays a fundamental role in a wide range of bio-
chemical processes, and it is an important modulator in the
mammalian central nervous system (CNS). In addition, zinc
exhibits both neurotoxic and neuroprotective effects (Nowak
2000). A wide range of biological activities such as immune
response regulation (Wintergerst et al. 2007); epithelial cell
integrity (Lansdown et al. 2007); cell signaling; the proper
function of more than 300 enzymes from all enzyme fami-
lies (Maret 2019); metabolism of carbohydrates, proteins,
and lipids; antioxidant defense; regulation of insulin biosyn-
thesis, storage, and secretion (Nazarizadeh and Asri-Rezaie
2016); and regulation of mRNA expression (Maret 2013)
are tightly correlated with zinc. Zn is an important cofactor
of many antioxidant enzymes, such as induction of metal-
lothioneins that protects cellular components from oxida-
tion (Semercioz et al. 2017), protection of sulthydryl groups
from oxidation, maintenance of reduced intracellular level of
glutathione, and reduction of the production of lipid peroxi-
dation products (Bashandy et al. 2018). Zinc is an essential
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component of Cu/Zn SOD which controls free radicals and
oxidative stress (Cruz et al. 2015). On the other hand, zinc
deficiency has been shown to have adverse effects on growth
rate, hematological parameters, and essential elements (El
Hendy et al. 2001). Furthermore, a decrease in its levels is
also responsible for various neurological deficits and disease
conditions (Takeda 2001). Studies from our laboratory have
also shown beneficial effects of zinc in containing adverse
effects of organophosphate (methidathion) on hematologi-
cal, biochemical, and liver functions (Barkat et al. 2015).
However, at the best of our knowledge, no studies are avail-
able showing comparisons of RDP exposure compared to
rats treated with zinc. Therefore, the present study was con-
ducted to assess some biochemical parameters, antioxidant
status, and histopathological alterations in the liver and brain
of RDP-exposed rats. It also tried to determine whether the
treatment with Zn could alleviate RDP-induced toxicity.

Materials and methods
Chemicals

The herbicide used in this study was a commercial formula-
tion (Roundup® TURBO) containing the active ingredient
glyphosate (450 g/1; chemical name: N-(phosphonomethyl)
glycine; molecular formula: C3HSNOSP; CAS RN 1071-83-
6). All other chemical products used in this study were pur-
chased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Animals

This study was performed on healthy male albino Wistar rats
of age 8-9 weeks old (250 + 13.12 mg) obtained from Pas-
teur Institute (Algiers, Algeria). Rats were housed in cages
ata room temperature of 23 +2 °C and kept under standard
conditions of an average relative humidity of 40% and a nat-
ural photoperiod. They were fed a standard laboratory diet
purchased from ONAB of Bejaia, Algeria, with free access
to water. All the protocols used in this study were approved
by the Ethical Committee of Directorate General for Scien-
tific Research and Technological Development at Algerian
Ministry of Higher Education and Scientific Research, per-
mit no. PNR/SF 08/201.

Experimental protocol

The rats were randomly divided into four groups of six ani-
mals each (n=6): group I (C) served as a control, group II
(RDP) received through drinking water 269.9 mg/kg bw of
RDP, group III (Zn) received zinc sulfate (277 mg/1) through
oral way, and group IV (RDP +Zn) received RDP and Zn in
the same way as in groups II and III.

100



Comparative Clinical Pathology

The dose of RDP was selected on the basis of a previous
study of El-Shenawy (2009), with 1/18 of LDs, (269.9 mg/
kg bw). The dose of zinc used was chosen according to a
method which has been suggested to protect against the oxi-
dative stress induced by pesticide in several tissues (Barkat
et al. 2015). During the treatment period (30 days), the body
weight of the animals was recorded regularly every 1 week.
At the end of the experiment, the animals fasted overnight
and their total body weight was recorded. They were then
sacrificed by cervical decapitation without anesthesia in
order to minimize the animals’ stress. Anesthesia in rats was
avoided for several reasons, including the metabolic rate and
the high risk of hypothermia and hypoglycemia. Moreover,
anesthetic agents influence physiological parameters, further
interfering with experimental results (Gargiulo et al. 2012).

Biochemical analysis

Blood was collected into non-heparinized tubes (3 to 3.5 ml)
and centrifuged for 15 min at 3000 rpm at 4 °C. Serum sam-
ples were stored at—20 °C for subsequent analysis of alanine
aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase
(LDH), gamma-glutamyl transferase (GGT), total bilirubin,
total proteins, albumin, glucose, and levels were estimated
using commercial kits from COBAS INTEGRA 400 (AST,
ref. 2,056,097; ALT, ref. 2,056,119; ALP, refs. 20,766,739
and 20,759,961; LDH, ref. 2,055,503; GGT, ref. 20,759,996,
total bilirubin; total proteins, ref. 2,053,039; albumin, ref.
20,737,461 and ref. 20,737,488; glucose, ref. 2,172,682).
Enzyme activity was expressed in international units per
liter (TU/1).

Tissue preparation

Liver and brain were immediately removed, washed in 0.9%
NacCl solution, and weighed. The relative mass of organs
(%) was calculated as g/100 g body mass. Then, we took
the lobe of liver and brain which has brown or white spots
for histological examination. The other samples of liver and
brain were homogenized on ice cold in Tris-buffered saline
(1:2 w/v; 1 g tissue with 2 ml TBS: 50 mM Tris, 150 Mm
NaCl, pH 7.4), and the cell suspension was centrifuged at
9000 rpm for 15 min at 4 °C. The supernatants were divided
into aliquots and then stored at—20 °C for analysis of oxida-
tive stress parameters.

Histopathological examination

Samples of tissue (livers and brains) were immediately
fixed in 10% formaldehyde. They were dehydrated in a
series of increasing alcohol concentrations (70-100%)
(Leica TP1020) and embedded in paraffin. The paraffin

sections were cut into 5-um thick slices by microtome (Leica
RM2235), then deparaffinized and stained with hematoxylin
and eosin (H&E) for light microscopic examination (Leica
DM 1000LED) according to the method of Hould (1984).

Measurement of lipid peroxidation

Malondialdehyde (MDA), the end product of lipid peroxida-
tion, was assessed as a marker for lipid peroxidation, and
it reacts with thiobarbituric acid (TBA) as thiobarbituric
acid-reactive substance (TBARS) to produce a red-colored
complex that has peak absorbance at 532 nm. This assay is
performed according to the method of Buege and Aust (1978)
in liver and brain tissues. A quantity of 375 ml of the superna-
tant was homogenized by sonication with 150 ml of TBS and
375 l of trichloroacetic acid—butylhydroxytoluene (TCA-
BHT) to precipitate proteins and then centrifuged (1000 g,
10 min, and 4 °C). Afterwards, 400 ml of the obtained super-
natant was mixed with 80 ul of HCI (0.6 M) and 320 ml of
TBA dissolved in Tris. The mixture was then incubated at
80 °C for 10 min. The absorbance of the resultant supernatant
was read at 53 nm. Next, the amount of TBARS was calcu-
lated by using an extinction coefficient of 1.56x 10° M/cm
and expressed in nmol MDA/mg of protein.

Measurement of advanced oxidation protein
product

The advanced oxidation protein product (AOPP) was deter-
mined according to the method of Kayali et al. (2006). It
is a marker of oxidant-mediated protein damage. It was
determined by the formation of dityrosine-containing and
cross-linking protein products. Briefly, 0.4 ml of the kidney
extract supernatant was treated with 0.8 ml phosphate buffer
(0.1 M; pH 7.4), after 2 min, and 0.1 ml of 1.16 M potassium
iodide was added to the tube followed by 0.2 ml of acetic
acid. The absorbance of the reaction mixture was immedi-
ately recorded at 340 nm. The concentration of AOPP was
expressed in nmol/mg of protein.

Measurement of antioxidant non-enzyme activities

Reduced GSH concentrations in liver and brain homoge-
nates were determined using a colorimetric technique by
Ellman (1959) and modified by Jollow et al. (1974). Deter-
mination of GSH is based on the development of a yellow
color when 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
is added to compounds containing sulfhydryl (SH) groups.
Briefly, 0.8 ml of the liver supernatant was added to 0.2 ml
of 0.25% sulfosalicylic acid then tubes were centrifuged at
2500 g for 15 min. The resulting supernatant (0.5 ml) was
mixed with 0.025 ml of 0.01 M DTNB and 1 ml phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.4). Finally, absorbance at 412 nm was
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recorded. The amount of GSH was expressed as nmol of
GSH/mg of protein.

Measurement of antioxidant enzyme activities

GPx activity was measured according to the procedure of
Flohé and Giinzler (1984). This method is based on the
reduction of hydrogen peroxide (H,0,) in the presence
of reduced GSH. The latter is transformed to glutathione
disulfide (GSSG) under the influence of GPx. The reaction
mixture which contained 0.2 ml of the homogenate, 0.4 ml
of GSH (0.1 mM), and 0.2 ml of Tris-buffered saline (pH
7.4) was allowed to equilibrate for 5 min at room tempera-
ture. The reaction was started by adding 0.2 ml of H,O,
(1.3 mM) and set for 10 min of rest, and the reaction was
stopped by the addition of 1 ml of 1% TCA. The mixture
was allowed to stand for 30 min in an ice bath prior to cen-
trifugation at 2000 g for 10 min. Then, 0.48 ml of the super-
natant, 2.2 ml of Na,HPO, (0.32 M), and 0.32 ml of DTNB
(1 mM) were added and the yellow color developed was read
at 412 nm immediately within 5 min. The specific activity
of this enzyme is expressed as mmol of GSH/mg of protein.

Glutathione S-transferase (GST) activity of tissues was
measured spectrophotometrically by the method of Habig
et al. (1974). 1-Chloro-2.4-dinitrobenzene (CDNB) was
used as an electrophilic substrate that binds to GSH with
the participation of the enzyme and forms a colored GSH-
substrate complex. Briefly, the volume of 1 ml which con-
tained 830 ul of phosphate buffer (pH 6.5, 0.1 M), 50 ul of
CDNB (0.02 M), 100 ul of GSH (0.1 M), and 20 pl of the
homogenate was then read in the absorbance every minute
during 5 min at 340 nm. The GST activity was expressed in
terms of pumol CDNB/GSH/min/mg of protein.
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The CAT activity was measured according to Aebi
(1984). This assay is based on the ability of the enzyme to
induce the disappearance of hydrogen peroxide. Then, 780 pl
of phosphate buffer (pH 7.5), 200 pl of hydrogen peroxide
(500 mM), and 20 pl of the supernatant were mixed in a final
volume of 1 ml. Absorbance was recorded at 240 nm every
15 s for 1 min. The enzyme activity was calculated by using
an extinction coefficient of 0.043 mM/cm and was expressed
as mmol of H,0,/min/mg of protein.

The SOD activity was determined using a method of Beyer
and Fridovich (1987). SOD activity was evaluated by meas-
uring its ability to inhibit the photoreduction of nitroblue
tetrazolium (NBT) (Fig. 2). Briefly, 1 ml of EDTA (0.1 mM)/
methionine (13 mM), 1830 ul of phosphate buffer (pH 7.8),
85 ul of NBT (75 uM), and 22 pl of riboflavin (2 uM) were
mixed in a final volume of 3 ml (blank). To this same reac-
tion mixture, 50 ul of liver homogenate was added (sample
tube). The developed blue color in the reaction was measured
at 560 nm against a white tube stored in the dark. The units
of SOD activity were expressed as the amount of enzymes
required to inhibit the reduction of NBT by 50%, and the
activity was expressed as units per milligram of protein.

Measurement of acetylcholinesterase activity

The AChE method used is that described by Ellman et al.
(1961). The acetylcholinesterases contained in the tissue
react with acetylthiocholine (ASCh) by releasing acetate
and thiocholine (SCh) (Fig. 3). The latter reacts, in turn,
with 5-5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) (DTNB) by donating
TNB produced from yellow color. Briefly, 1000 pl of phos-
phate buffer (pH 7.5, 0.1 M) and 5 ul of DTNB were mixed
with 50 ul of ASCh. The absorbance is read at 412 nm at

H#H

RDP Zn RDP+Zn
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Fig.3 Changes in AChE activ- 120 -+
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a time interval of 25 min every 3 min. AChE activity was
expressed as nmol/min/mg of protein and calculated with
the following formula:

ADO/At % 169.18

AChE =
P

Protein estimation

The protein content of tissue samples was measured spec-
trophotometrically at 595 nm by the method of Bradford
(1976) using bovine serum albumin as a standard. We assay
the proteins to calculate the specific activities (expressed as
units per milligram of protein).

Statistical analysis

All data were expressed as means + standard error of the
mean (SEM) for six rats in each group. The statistical

analysis (comparison between all the groups) was per-
formed with one-way ANOVA followed by Student’s ¢ test
to evaluate the significance of differences. A p value < 0.05
was considered statistically significant.

Results
Effect of treatment on body, brain, and liver weights

The results obtained show that there is a significant
decrease in the body and in the absolute and relative
weights of the liver and brain of rats treated with the her-
bicide RDP compared to the control group (Table 1).

On the other hand, recovery is recorded by a signifi-
cant increase in the absolute and relative liver and brain
weights in rats treated with the combination of RDP + Zn
compared to rats treated only with Roundup.

Table 1 Effects of treatments

> Parameters studied Control RDP Zn RDP +Zn

on body weight (g), absolute

(8)‘“';" '(Cg‘;‘fg “‘l”ef)“';d ,']"ai“ Initial body weights () 2496427  250.33+4.64  250.6+5.9 250+8.2

weights g bw), daily . . 2sx

food intake (g), and drinking Final body weights (g) 2995+11.4 235.5+4 . 264.83£84  243.6+5

water consumption (ml) in the Absolute liver weights (g) 9.00+0.43 5.55+0.23 8.69+038  6.91+0.19"

experimental groups Absolute brain weights (g) 1.246+0.03 1.029+0.07 1.333+£0.01  1.282+0.04"
Relative liver weights (g/100 g bw) 3.1£0.02 2.56+0.10""  2.98+0.05 295+0.08"
Relative brain weights (g/100 g bw) 0.463+0.01 0.506+0.04 0.468+£0.02  0.576+0.04"

Values are given as mean+SEM for groups of 6 animals each. Significant difference: Zn and RDP groups

compared to the control (“p<0.01,

##p <0.001)

see

p<0.001), and RDP+Zn compared to the RDP group (*p<0.01,
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Table 2 Effects of treatments on

. e Parameters Control RDP Zn RDP+Zn
serum biochemical parameters studied

Glucose 0.99+0.01 1.09+0.03" 0.97+0.01 0.98+0.02"*
ASAT 221.06+24.12 330.42+20.06" 243.16+15.85 232.5+23.11%
ALAT 66.5+1.75 91.5+7.20" 72.16 +4.40 62.16+4.50"
LDH 2188+223.16 3472.6+£205.67"" 2413 +268.61 2858.16+233.98"
ALP 104.13+8.53 149.13+13.617° 79.04+£4.26 101.04+12.72%
GGT 8.01+0.55 17.3+1.38" 7.8+1.28 11.41£1.62""
Bil. T 1.03+0.07 133+0.13" 0.71+0.05 0.81+0.05"
Prot.T 83.85+1.11 75.8+2.25" 79.8+0.5 82.48+1.62"
Alb 33424227 2698 +1.62° 34.09+0.75 33.18+1.01%%

Values are given as mean +SEM for groups of 6 animals each. Significant difference: Zn and RDP groups
compared to the control ((p<0.05, “p<0.01, “"p<0.001), and RDP+Zn compared to the RDP group

(*p <0.05, #p<0.01)

Effect of treatment on serum biochemical
parameters

Our data indicated that the use of RDP can cause liver
toxicity. As shown in Table 2, compared to the control,
rats exposed to RDP had a significant increase in concen-
trations of hepatic enzymes AST, ALT, LDH, ALP, GGT,
and Bil. T. In addition, rats treated with RDP showed a
significant increase in blood glucose level compared to the
normal rats, while the levels of total protein and albumin
were significantly reduced in the RDP group compared to
the control. Supplementation of Zn restored all biochemi-
cal parameters studied.

Fig.4 Effect of Roundup (RDP)
and zinc co-administered on
histopathological damages in
the liver. Controls (A,x40),
treated with RDP (B, x40), Zn
co-administrated with RDP

(C, x40) and Zn (D, x40)

after 4 weeks of treatment, as
revealed by the photomicro-
graph of H&E. Hepatocyte
(black arrow), vein conges-
tion (red arrow), dilation of
sinusoids (yellow arrow),
mononuclear infiltration (black
circle), degenerative changes in
hepatocytes (red circle)
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Histopathological results

Histopathological changes in the rat liver and brain resulting
from RDP treatment are shown in Figs. 4 and 5. The con-
trol rats presented normal hepatic morphology with distinct
hepatocytes with prominent nuclei and no tissue damage
(Fig. 4A). On the other hand, liver sections of Roundup-
treated rats showed severe structural damage character-
ized by mononuclear cell infiltration with degeneration of
hepatocytes, vascular congestion, and sinusoidal dilatation
(Fig. 4B). In contrast, Zn administration revealed reduction
inflammatory cell infiltration, a lesser degree of sinusoidal
dilatation, and morphology of normal cells compared to
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Fig.5 Effect of Roundup (RDP)
and zinc co-administered on
histopathological damages in
the brain. Controls (A, x40),
treated with RDP (B, X 40), Zn
co-administrated with RDP
(C, x40) and Zn (D, x40)
after 4 weeks of treatment, as
revealed by the photomicro-
graph of H&E. Neurons (black
circle), neuronal degeneration
(red circle), vacuoles (black
arrow), focal gliosis around
neurons (red arrow)

RDP (Fig. 4C). No histological alteration in the liver was
observed (Fig. 4D). In the control group (Fig. 5A) and the
group to which Zn was administered (Fig. 5D), histopatho-
logical changes were observed to be normal in the brain.
Degenerative changes and focal gliosis (Fig. 5B) were
encountered in the brain tissues in the glyphosate-based
herbicide (GBH) group. In the GBH group, to which Res
was administered, very few histopathological changes were
observed in the brain and heart tissues (Fig. 5C).

Effects of treatments on liver and brain oxidative
stress parameters

Roundup exposure considerably increased the levels of MDA
and AOPP and decreased the levels of GSH, CAT, and GST in
the liver and brain tissues of the treated group compared with
the control group, while the activities of GPx were increased
in the RD group compared to the control group. Moreover,
Zn administration resulted in a significant improvement in
the activity of enzymatic and non-enzymatic activities, and
antioxidants significantly decreased in the Zn+RDP group
compared to the RDP group (Table 3). Treatment with RDP
caused a significant reduction of SOD activity compared
to the control group. However, the co-administration of
RDP +Zn produced recovery in SOD activity by a significant
augmentation of SOD compared to the treated group (Fig. 2).

Effects of treatments on acetylcholinesterase
activity

AChE activity showed a significant decrease in the brain of
rats exposed to RDP compared to the control group in the
brain (Fig. 3). However, Zn administration brought about an
important improvement in the RDP group.

Discussion

Oxidative stress is an important factor involved in the toxic
effects of numerous environmental contaminants. But, some
toxicological studies consider that organophosphate causes
toxicity in several organs (Messarah et al. 2013) and pre-
sents oxidant potential (Cattani et al. 2017; Turkmen et al.
2019a). Additionally, considering that the oxidative stress
may be involved in the tissue damage induced by herbi-
cides containing glyphosate, the use of trace element with
antioxidant properties could prevent or remedy the oxida-
tive events arising from the herbicide exposure. The pre-
sent study investigates the effects of RDP intoxication on
the drug-metabolizing enzymes, which play an important
role in the bioactivation and metabolism of Roundup in the
liver and brain. An additional aim of this study was also to
determine whether zinc might mitigate the toxicity of this
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Table 3 Antioxidant defense

status in the liver and brain of Parametes Contral RDP 21 RDE+-Zn
treated and control rats studied
MDA (nmol/mg of protein)
Liver 23.41+3.13 343341717 14.46+0.73 23.30+2.09"
Brain 16.97+0.86 23.82+0.8"" 9.73+1.58 12.38+ 1.05"
AOPP (nmoVmg of protein)
Liver 0.039+0.002 0.046+0.002" 0.038 +0.0009 0.34+0.001°*
Brain 0.010+0.0004 0.013+0.008" 0.007 +0.0006 0.006 + 0.0006"
GSH (pmoVmg of protein)
Liver 2.6+0.14 1.85+0.16" 2.22+0.16 2,69 +0.14™
Brain 0.22+0.01 0.18+0.009" 0.41+0.02 0.31+£0.01"
CAT (umol H,O,/min/mg of protein)
Liver 347.5+35.67 134.83 4846 310.08+26 292.83 +25.98"
Brain 170.74+33.21 81.21+8.00" 161.17 +13.89 119.81+16.03"
GPx (nmol of GSH/min/mg of protein)
Liver 1.05+0.13 1.91+0.18" 1.19+0.17 1.17£0.17%
Brain 0.24+0.02 0.51+0.04"" 0.29+0.06 0.28 +0.03%
GST (nmol/mg of protein)
Liver 0.13+0.02 0.05+0.002"" 0.04+0.006 0.06+0.01
Brain 0.018+0.001 0.009+0.001" 0.029+0.004 0.029 +0.004

Values are given as mean+SEM for groups of 6 animals each. Significant difference: RDP groups com-

P

pared to the control (‘p<0.05, “*p<0.01,
(*p <0.05, #p<0.01, *p <0.001)

p<0.001), and RDP+Zn compared to the RDP group

pesticide by altering the activities of some or all of these
drug-metabolizing enzymes, thus providing a rationale for
the protective efficacy of this metal.

During the experimental period, no deaths were observed
in any of the different groups. The rats in the control and Zn
groups did not show any sign systemic of toxicity. However,
RDP group of rats showed clinical signs such as anorexia,
loss of body weight, exhaustion, and inflammation of the
salivary glands (the cause of drooling). All these clinical
signs were related to the acute toxicity of organophosphate.
Also, the RDP +Zn group showed some of the symptoms
(anorexia and loss of body weight), and our results are con-
sistent with those in the research of Bradberry et al. (2004).
During our experimentation, we found a reduction in the
body weight of the toxic group, and a reduction in the abso-
lute and relative liver and brain weights was also recorded
in rats treated with RDP. This weight variation is probably
due to atrophy, and the latter can be explained by stimulating
the toxic effects of herbicides to increase the detoxification
mechanism. These results were consistent with previous
studies in rats exposed to Roundup (Abarikwu et al. 2015;
Hamdaoui et al. 2019). In addition, the combined adminis-
tration of RDP and Zn resulted in an improvement in body
weight and absolute and relative liver and brain weights
compared to rats treated with RDP only. This improve-
ment can be explained by the protective role of zinc against
Roundup toxicity. The presence of zinc prevents the forma-
tion of free radicals and thus maintains the integrity and
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function of tissues. In this sense, Goel et al. (2005) showed
that the protective effect of zinc supplementation in ani-
mal’s exposure to chlorpyrifos, an organophosphate, could
be attributed to its ability to reduce collagen accumulation
in the tissue, and it plays a vital physiological role in reg-
ulating cell structure and function. The liver is the target
organ of organophosphate toxicity (Al-Attar 2015), and the
leakage of hepatic enzymes such as ALT, AST, ALP, and
LDH is commonly used as an indirect biochemical index
of hepatocellular injury (Mard et al. 2017). Roundup treat-
ment groups showed a significant increase in glucose and
enzymatic activity of transaminases (AST, ALT), LDH,
ALP, GGT, and bilirubin, with a reduction in total pro-
tein and albumin levels. Several studies have reported the
impact of oxidation protein on the disturbance of glucose
metabolism and the risk of type 2 diabetes (Lasram et al.
2009). The hepatic toxicity of Roundup is related to its pro-
oxidant effect, which may explain the involvement of liver
cells. Free radicals produced during the metabolism of RDP
damage the plasma membrane and release these enzymes in
the blood. Our present results are in agreement with those
of Dar et al. (2019) who reported similar results of elevated
AST, ALT, and LDH activities in the serum. Djaber et al.
(2020) reported that administration of Roundup in drink
water caused a significant elevation in the levels of glucose,
AST, ALT, ALP, LDH, GGT, and bilirubin and a reduction
of total protein concentration in the serum. The results of
this study showed that Zn supplementation alleviated the
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extensive changes in biochemical profiles in rats exposed to
RDP. Previous studies showed that high levels of extracel-
lular zinc can improve insulin metabolism and lower blood
glucose by various mechanisms. The effect of zinc on blood
sugar is provided by an interaction with insulin receptors
or regulation of the insulin-signaling pathway (Gatiatulina
et al. 2020). Treatment of rats with Zn protects liver tis-
sue from RDP injury by stabilization of enzymatic activity.
There are reports of the hepatoprotective effect of zinc in
hepatic lesions induced by nickel as a method of treatment of
zine (Sidhu et al. 2004b). Our results also showed a signifi-
cant improvement in the level of albumin and total protein
after zinc supplementation.

The oxidative damage to DNA, lipids, and proteins
induced by pesticides appears to be a consequence of the
generation of ROS (Berrouague et al. 2019). The targets of
lipid oxidation are the polyunsaturated fatty acids (PUFAs).
This reaction leads to the formation of unstable hydrop-
eroxides. These are rapidly decomposed to produce many
secondary products such as free lipid radicals that help to
increase the oxidation of other molecules such as proteins,
nucleic acids, and other lipids (Cillard and Cillard 2006). In
the present study, RDP administration indicated an increase
in MDA and AOPP levels as compared to the control in
liver and brain. This excessive production of MDA may be
explained by the fact that the body’s defenses have failed and
they have become insufficient to neutralize ROS. This neu-
tralization failure resulted in oxidative damage in the form
of membrane lipid peroxidation (LPO). In this context, Turk-
men et al. (2019a) noted an increase in liver, kidney, heart,
and brain MDA levels in rats” administration of glyphosate-
based herbicide. They proved that the ROS formation could
occur as a result of oxidative stress. Moreover, Hamdaoui
et al. (2019) indicated the toxic effects of this herbicide
on lipid peroxidation and AOPP in the liver and erythro-
cyte, which can be due to enhanced ROS production and
decreased antioxidant levels. The normalization of LPO lev-
els with zinc administration is naturally attributed to its pre-
ventive antioxidant property which prevents the formation
of ROS or intercepts the species responsible for the initiation
of lipoperoxidation or can also intercept radical propaga-
tors of lipid peroxidation and delay peroxidation (induction
period) (Schafer and Buettner 1999). In order to resist the
disorder caused by oxidative stress, the body has a complete
set of enzymes and endogenous antioxidants to resist this
aggression. The latter is considered the first line of defense
against oxidative damage (Rouag et al. 2020). However, the
organophosphate affects these enzymes (such as SOD, CAT,
GPx, and GSH endogenous antioxidant) (Messarah et al.
2013). Therefore, it seems necessary to measure their activ-
ity to evaluate the effect of Roundup as an oxidative stress
inducer. In our study, exposure to RDP caused a significant
decrease in the cellular content of reduced GSH. The present

observations could be attributed to the activation of GGT to
replenish intracellular glutathione on the sinusoidal surface
of the liver cells, because of the GSH-degrading enzyme,
gamma glutamyl transferase, and thus, a decreased concen-
tration of glutathione, and it is an important component of
the detoxification mechanism (Sidhu et al. 2004a). GSH is
involved in herbicide detoxification via the GST system,
and as a co-substrate of antioxidant enzymes such as GPx
(Berrouague et al. 2019). The significant exhaustion of GSH
levels in this study confirms the potential of RDP to induce
oxidant stress in the liver and brain. It is also found that
the increase in lipid peroxidation expressed by MDA is a
consequence of exhaustion of GSH reserves that are capa-
ble of moderating membrane lipid peroxidation. Turkmen
et al. (2019b) found similar results in terms of decreased
GSH level in the liver, heart, kidney, and brain. However,
another study reported by Larsen et al. (2012) revealed that
the levels of GSH in the liver, kidneys, and small intestine
of rats exposed to glyphosate increase. Normalization of the
level of GSH in the RDP+Zn group is apparently has been
suggested that zinc can bind to sulthydryl groups and protect
them against oxidation (Ferretti et al. 2007). These results
seem to be in agreement with the previous findings (Barkat
et al. 2015; Goel et al. 2005a). In the present study, we have
observed increased levels of GPx in rats’ treatment with
RDP in drink water. This elevation in the activity of GPx
could be explained by an activation of the compensatory
mechanism through the effect of the RDP on target cells,
and its extent depends on the severity of oxidative stress
and hence on the dose and the route of stress or administra-
tion (Altuntas et al. 2004). Our results corroborated with
previous studies (Ahmed et al. 2000; Altuntas et al. 2004;
Sharma et al. 2005) which found an increased activity of
these enzymes after an administration of organophosphorus
pesticides such as dimethoate, malathion, and diazinon.

Furthermore, a significant decrease in the SOD, CAT, and
GST activities has been observed in RDP-treated rats, which
could possibly be owed to the consumption of CAT in con-
verting H,O, to H,O. In addition, GST enzymes are utilized
more to incorporate tripeptide GSH to the substrate (Astiz
et al. 2009; Djaber et al. 2020; Djeftal et al. 2015; Rebai
et al. 2017). However, modulation of enzymatic activities by
zinc is apparently due to antioxidative potential or regula-
tion of activities at the transcriptional level. Zinc has also
been shown to regulate the catalase activity in other toxic
conditions (Bhardwaj and Dhawan 2019; Elwej et al. 2018;
Mard et al. 2017).

The reduction of AChE activity observed in this study on
brain exposed to RDP is in agreement with previous studies,
showing that GLP is an inhibitor of AChE in human serum
(El-Demerdash et al. 2001), in erythrocytes (Kwiatkowska
et al. 2014), and in both plasma and brain in rats (Larsen
et al. 2016). Long-term inhibition of AChE by OP in the
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brain can lead to excessive acetylcholine in cholinergic syn-
apses, resulting in prolonged excitation of postsynaptic neu-
rons, excitotoxic damage, and degeneration of the cholinergic
system (Gallegos et al. 2018). Similarly, Bali et al. (2019)
showed that mice administered with GBH had decreased
activity of AChE in the total brain, PFC, and hippocampus
following both sub-chronic and chronic treatments. There-
fore, although Gly is a weak inhibitor of AChE activity com-
pared to other OPs (Larsen et al. 2016), zinc treatment to
RDP-treated rat increased the AChE activity in the brain.
This may be because zinc acts as a neuromodulator in vari-
ous signal transduction processes, or its strong antioxidant
behavior regulates neuronal metabolism (Singla and Dhawan
2014).

According to the conducted histopathologic examination,
RDP caused substantial changes in the liver and brain from
the aspect of histopathology. The liver histopathological find-
ing of this study showed inflammatory reaction, dilatation of
the sinusoids, degeneration of hepatocytes, and activation of
Kupffer cells. Also, we demonstrated that chronic exposure
to RDP induced neuronal changes and focal gliosis which
were observed around the neurons in the brains of rats. Cur-
rent observations show that in response to RDP treatment, the
overall histoarchitecture of liver and brain tissue has structural
changes, which could be explained by the fact that Roundup
mainly exhibits toxic effects by the generation of reactive oxy-
gen species. The resulting effect was the production of large
amounts of lipid peroxidation, which damages various com-
ponents of the cell membrane. The necrosis observed in these
animals is very consistent with the results of our biochemical
studies. We noticed that the increased levels of lipid peroxi-
dation indicate liver and brain damages. Similarly, Turkmen
et al. (2019b) identified histopathologic changes induced by
G-based herbicide in male rats. Zinc improved the histological
changes of the hepatic and cerebellum induced by RDP. Zn
exerts its antioxidant properties through the regeneration of
enzymes bound to the membrane. It effectively compensates
or repairs DNA and tissue damage by eliminating apoptosis
signals and inhibiting LPO and protein oxidation (Sidhu et al.
2004a; Varghese et al. 2009). Our results are consistent with
those of Sidhu et al. (2004a b) who observed this hepato-
protective effect of zinc during the evaluation nickel toxicity
potential and those of Yan et al. (2019) who showed that the
structure of liver cells and hepatic lobules is intact and the
fat bubbles are significantly reduced, which are due to the
protective effect of Zn against alcoholic liver injury. Likewise,
Elwej et al. (2018) noted that Zn and Se improved cerebellar
histological changes induced by barium.

In conclusion, the present data provide hepatotoxicity and
neurotoxic effects of RDP in Wistar rats as demonstrated by
inhibition of AChE activity, increased LPO and AOPP, dis-
ruption of the antioxidant system, and histological damage in

@ Springer

target organs. However, supplementation of ZnSO, reduces
the toxicity of this herbicide in rats, which is targeted by
improved biochemical parameters and hepatic and cerebel-
lar histoarchitecture. Based on this study, the results suggest
that nutritional supplementation of ZnSO, could act as a
protective agent against exposure to RDP.
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