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Résumé

Le cadmium (Cd), métal lourd, s’accumulant dans les tissus cibles comme le foie,
reins, prostate et testicules et induisant des désordres métaboliques, hématologique et
histologique. L’atténuation de la toxicit¢é du Cd nécessite le recours a I'usage des
plantes aromatiques. L’objectif de cette étude est d’évaluer les éventuels effets
préventifs de la plante Myrtus communis (M.c) contre la toxicité induite par Cd chez
le rat. L’activité anti-oxydante contre les radicaux libres et I’identification des
composés bioactifs par HPLC ont été réalisés sur I’extrait brut des feuilles M.
communis, Une étude in vivo a été réalisée sur six groupes de rats males (10 / groupe)
durant une période de 60 jours. GR1 (t€émoins), GR2 (CdCIl, a 18 mg/kg), GR3
[CACL-EHM (1g/kg)], GR4 [CdCL-EA (1g/kg)], GRS (EHM) et GR6 (EA).
L’accumulation tissulaire des résidus de Cd a été évaluée par spectrométrie
d’absorption atomique (SAA). Le poids des animaux et les parametres biochimiques
(glycémie, I'urémie, créatinémie, transaminases et la formule sanguine) ont été
déterminés. Les marqueurs tumoraux, antigene spécifique de la prostate (PSA) et
testostérone, ont été dosés par la méthode immuno-enzymatique ELISA. Les
rendements d’extraction étaient 31.4 % (EA) et 44.4 % (EHM). L’activité anti-
oxydante (IC50) était 0.014 mg/ml (EHM) et 0.45 mg/ml (EA). L’ analyse de I’extrait
des feuilles par HPLC a permis I’identification de 30 composants avec une
prédominance de flavonoides (29.5 % génistéine, 16.56 % méthyl-quercétine et
13.26 % kaempférol). Les animaux du GR2 (Cd) ont montré un poids 173.22 + 1.96 g
par rapport aux GR3 (170.80 + 4,55 g) et GR6 (188.77 + 4.02 g). La glycémie, urée,
créatinine et transaminases étaient élevées dans GR2 par rapport aux témoins et autres
groupes traités avec I’extrait des feuilles de M.c. Les dosages sériques de PSA et de
testostérone ont révélé des concentrations respectives 0.45 et 1.49 + 0.27 ng/ml chez
GR2 (Cd) par rapport aux GR3 et GR4 traités respectivement avec Cd-EHM (0.07 et
0.85 £ 0.1 ng/ml) et Cd-EA (< 0.07 et 0.18 + 0.07 ng/ml). Le taux d’hémoglobine
était 10.3+£0.15 g/dl  (GR2) par rapport GR3 (12,38+0,30 g/dl). L analyse par SAA a
révélé une accumulation du Cd dans les tissus rénal, hépatique, prostatique et
testiculaire (GR2) alors qu’elle était moindre (GR3 et GR4). L’étude
anatomopathologique (GR2) a révélé une stéatose hépatique, une disparition des
glomérules, une réduction du nombre de tubes séminiferes et des spermatozoides et
des Iésions du tissu prostatique. Le traitement des rats, préalablement exposés au Cd,
avec les extraits des feuilles de M.c. a amélioré 1’organisation cellulaire et tissulaire.
Les résultats de cette étude suggerent que, grace a ces propriétés pharmacologiques,
les feuilles de Myrtus communis pourraient étre utilisées dans la prévention contre les
désordres métaboliques et 1ésions tissulaires induites par les polluants organique et
métallique.

Mots clés : Cadmium-Prostate-Testicule-Myrtus communis-PS A-Testostérone.




Abstract

Cadmium (Cd), a heavy metal, accumulates in target tissues such as the liver, kidneys,
prostate and testes and induces metabolic, hematological and histological disorders.
Mitigating the Cd toxicity requires the use of aromatic plants. The objective of this
study is to evaluate the possible preventive effects of the plant Myrtus communis
(M.c.) against the Cd toxicity induced in rats. The antioxidant activity against free
radicals and the HPLC identification of bioactive compounds were carried out on M.c.
crude extract. In vivo study was performed on six groups of male rats (10 / group)
over a period of 60 days. GR1 (controls), GR2 (CdCI2 at 18 mg / kg), GR3 [CdCI2-
EHM (1 g / kg)], GR4 [CdCI2-EA (1 g/ kg)], GRS (EHM) and GR6 (EA). Tissue
accumulation of Cd residues was assessed by atomic absorption spectrometry (AAS).
The weight of the animals and the biochemical parameters (glycemia, uremia,
creatinemia, transaminases and blood formula) were determined. The tumor markers,
prostate specific antigen (PSA) and testosterone were determined by the enzyme-
linked immunosorbent assay ELISA. The extraction yields were 31.4 % (EHM) and
44.4% (AE). The antioxidant activity (IC50) was 0.014 mg / ml (EHM) and 0.45 mg /
ml (EA). HPLC Analysis of the leaves extract enabled the identification of 30
components with a predominance of flavonoids (29.5% genistein, 16.56% methyl-
quercetin and 13.26% kaempferol). The GR2 (Cd) showed a weight of 173.22 + 1.96
g compared to the GR3 (170.80 + 4.55 g) and GR6 (188.77 + 4.02 g). Blood sugar,
urea, creatinine and transaminases were increased in GR2 compared to controls and
groups treated with the extract of M.c. Serum PSA and testosterone assay revealed
respective levels 0.45 and 1.49 + 0.27 ng / ml in GR2 (Cd) compared to GR3 and
GR4 treated with Cd-EHM respectively (0.07 and 0.85 £ 0.1 ng / ml) and Cd -EA
(<0.07 and 0.18 £ 0.07 ng / ml). The hemoglobin level was 10.3 £ 0.15 g / dl (GR2)
compared to GR3 (12.38 £ 0.30 g/ dI). The AAS analysis revealed Cd accumulated in
the renal, hepatic, prostatic and testicular tissues (GR2) while it was less (GR3 and
GR4). The anatomopathological study (GR2) revealed hepatic steatosis,
disappearance of the glomeruli, a reduction in the number of seminiferous tubes and
spermatozoa and prostatic lesions. The treatment of animals, previously exposed to
Cd, with M.c. leaf extracts improved cell and tissue organization. The results of this
study suggest that, because of M.c. pharmacological properties, the leaves of Myrtus
communis could be used in the prevention against metabolic disorders and tissue
damages induced by organic and metallic pollutants.

Keywords: Cadmium-Prostate-Testicle-Myrtus communis-PSA-Testosterone
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Introduction

Les développements industriels, agricoles et urbains, qui venant s’ajoutant aux activités
humaines, entrainent une importante augmentation des métaux lourds dans I’environnement et
I’émergence de niveaux tres élevés de pollution (sol, air et eau). Ces métaux lourds ne sont
pas biodégradables. Bien que certains métaux soient essentiels, en tant qu’oligo-éléments,
pour le développement et la croissance des organismes vivants, comme le Magnésium (Mg) et
le Zinc (Zn), d’autres sont toxiques, méme a faible dose comme le Mercure (Hg), le Plomb
(Pb) et le Cadmium(Cd).

Les métaux lourds ne présentent pas les mémes degrés de risque de toxicité, ou n’ont pas
les mémes effets sur les organismes vivants, a cause de leurs propriétés physico-chimiques et

biologiques différentes. La toxicité des métaux lourds et son impact sur I’environnement sont

tres variables (Mrabent, 2015).

Parmi ces métaux, on cite le cas du Cadmium (Cd). L’homme et les animaux sont exposés,
directement ou indirectement, a ce métal par différentes voies d’administration. Les voies
d’exposition au Cd les plus fréquentes sont la voie d’absorption d’aliments contaminés (fruits
de mer, abats, céréales, riz, blé, champignons, choux....) et la voie par inhalation tel que
I’exposition a la fumée du tabac ou tabagisme (Nawrot et al., 2008) et donc susceptible de
contaminer tous les étres vivante. Le risque de toxicité chronique par le cadmium, chez
I’homme, est omniprésent. La toxicit€é du Cadmium a des effets néfastes multiples et
complexes sur la santé de I’homme et des animaux. Elle peut causer des dommages
intracellulaires associés a I’altération des molécules biologiques, a savoir la dénaturation de
certaines protéines, la peroxydation lipidique, formation de radicaux libres, clivage de la
molécule d’ADN et sur expression de nombreux genes (Mishra et al.,2009; Vandjiguiba et
al.,2019). La toxicité chronique, par Cd, peut induire de nombreux troubles et désordres a
signes apparents tels que des dents jaunes, douleurs et perturbations des fonctions rénales et
hépatiques, atteintes osseuses et cancérogénese (tumeurs des testicules, des reins et prostate)(
Fujishiro et al.,2012).

Aujourd’hui, la médecine traditionnelle ou la santé par le naturel, voire la phytothérapie
est focalisée sur I’exploration de nouveaux procédés pharmaceutiques tout en ayant recours a
I’usage des plantes aromatiques et médicinales. Ces plantes pourront constituer une source de
nouvelles molécules dotées de pouvoir pharmacologique et présentant différentes activités
biologiques anti-oxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire et anti tumorale. L’industrie
pharmaceutique produit encore, a nos jours, de fortes proportions de médicaments a base

végétale (Bahorun et al.,2005).

——
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Introduction

Avec I’appui des anciennes études de grande envergure auxquelles viennent s’ajouter les
développements exponentiels des nouvelles biotechnologies végétales, l'aromathérapie venait
de naitre et s’est alliée aux progres de la science permettant ainsi de faire des plantes
aromatiques et médicinales (PAM) d’authentiques médicaments qui sont considérés comme
de véritables sources de nouvelles molécules bioactives et caractérisées par des propriétés
pharmacologiques 2 vertus thérapeutiques (Skerget et al.,2005; Boukhatem et a/,2010).

De nombreuses plantes, alimentaires ou médicinales, possédent un pouvoir antioxydant
grace a leurs constituants. L’apport régulier en phyto-nutriments possédant des capacités anti-
oxydantes significatives est associé a une faible prévalence de maladies liées au stress
oxydatif (cancers, maladies cardiovasculaires et athérosclérose) (Bravo, 1998) et a un faible
taux de mortalité (Anderson, 2001).

L’Algérie, par sa localisation géographique convoitée, jouit de plusieurs facteurs de
pédogenese et de grandes variations climatiques auxquels s’ajoutent les ressources hydriques
(Chouikh et Selmane, 2014). La flore Méditerranéenne, notamment 1’ Algérienne, est
fortement riche en plantes médicinales appartenant a des familles vari€es. Notre choix s’est
porté particulierement sur une espece de la famille des Myrtacées (Myrtus communis ).

Myrtus communis est une plante médicinale qui pousse a I’état spontané dans les plaines
de Chréa de la région de Blida. Cette espece est connue par ses propriétés antiseptiques,
antiparasitaires, antimicrobiennes, désinfectantes et astringentes (diarrhées, dysenterie) ainsi
par leur effet hypoglycémique et hypocholestérolémiante. Elle est également reconnue dans le
traitement des maladies des voies urinaires et respiratoires (Mimica-Dukicet al, 2010 ; Baba
Aissa, 1999). A toutes ces activités protectrices, venaient s’ajouter les propriétés anti-
génotoxiques (Gultepe et al., 2020).

Notre travail de these a été divisée en trois parties; a savoir ;

- Une partie bibliographie approfondie sera consacrée d’une part a la présentation du
métal Cadmium, sa toxicité et son comportement dans 1’environnement vis-a-vis des
systemes biologiques, et d’une autre part la présentation de la plante aromatique et
médicinale qui est Myrtus communis . (son appartenance a la famille des myrtacées, sa
classification botanique, son intérét biologique, ses métabolites secondaires et
propriétés pharmacologiques). La fin de cette partie sera renforcée par le récit de
quelques méthodes d’extraction et d’analyse quantitative et qualitative des poly
phénols

- Une partie expérimentale décrivant le matériel et les méthodes utilisés dans cette étude

portant sur deux volets :

——
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e Volet I : Etudes qualitative et quantitative des extraits des feuilles de Myrtus
communis
e Volet II : Etude in vivo pour investiguer I’effet préventif probable des extraits
des feuilles myrtus communis contre les effets délétere du Cd sur les différents
parametres ainsi que sur I’architecture des tissus hépato-rénales, testicule et
prostate.
- Une partie englobant les résultats, leur interprétation et ainsi leur comparaison avec

d’autres €tudes nationale et internationale mentionnées dans la littérature.
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Revue bibliographique chapitre I: le cadmium Partie I

L.

Histoire de la découverte

Le cadmium (Cd) en grec qui s’appel Kadmeia (Amr et al, 2009), il fut découvert en 1808 par
Magnus Martin af Pontin, mais c’est en 1817 qu’il fut isolé indépendamment en Allemagne
par quatre chimistes, Friedrich Strohmeyer, Karl S.L.. Hermann, M. Karsten et W. Meissner.
(Waalkes, 2000).

Le plus important d'entre eux c'est Friedrich Strohmeyer, inspecteur principal des pharmacies
de Hanovre, éleve de Louis Nicolas Vauquelin, remarqua que certains carbonates de zinc
étaient plus ou moins jaunitres. Craignant la présence d’arsenic (Ciarrocca et al 2013), il en
fit I’analyse et isola un métal dont les propriétés étaient assez voisines de celles du zinc et
auquel il donna le nom de cadmium, dérivé du grec et du latin cadmia, Celui-ci désignait,
d’une part, le minerai de zinc oxydé donnant naissance au nom « calamine » (de la mine de
zinc de Kadmos, pres de Thebes) et, d’autre part, sous la forme cadmia fornacum, les dépots
de poussieres et d’oxydes métalliques (les cadmies) formés sur les parois des fours

métallurgiques. (« Cadmium, 2017 »).

Au début du siecle, la demande de cadmium était minime, et on ne faisait aucune tentative
pour le récupérer au cours de la métallurgie du zinc (Matias, 2008). Par conséquent, le
cadmium contaminait les objets en zinc ou était rejeté dans 1’environnement au cours du
grillage du minerai de zinc (Matias, 2008). Il a fallu attendre 1917 pour ce prononcer sur la
causalit¢ du cadmium dans la maladie d’itai itai (maladie osseuse endémique) figure I.1
décrite au japon dans une région contaminée par le cadmium était rejeté dans la riviere Jinzu

comme sous-produit (Ferramola et al, 2012).

Figure I.1: Difformités osseuses constatées chez les
japonais souffrant de la maladie Itai-Itai. Photo prise en
1968 par Ishizaki /n Rousselet , 2007.
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Revue bibliographique chapitre I: le cadmium Partie I

N

A partir de la fin des années 1940, ils ont fait des études destinées a élucider le role du
cadmium dans la maladie Itai-Itai (signifiant littéralement: <aie, aie>>. Les symptomes
caractéristiques de cette maladie sont I'ostéomalacie, 1'ostéoporose et une dysfonction rénale.
Il a été détecté de fortes concentrations de cadmium et de zinc dans les sols et les eaux de
cette région contaminée, La concentration de cadmium dans le riz et I'excrétion de cadmium
étaient plus élevées dans les régions polluées (Yamagata et Shigematsu, 1970; Kjellstrom, 1985),
Le contenu en cadmium présent dans le squelette des individus affectes était beaucoup plus
important que chez les individus non exposes (pour les hommes 2.7 g/g compare a 0.3g/g et

pour les femmes 1.8 g/g compare a 0.6 g/g) (Jarup, 2002).

I.1 Généralité

Le cadmium est un polluant li€ a plusieurs processus industriels modernes, c’est I'un des
métaux les plus toxiques non essentiel dans 1’environnement, en plus il se produit sur la
région agricole comme contaminant des engrais phosphoreux (Prankel et al., 2004). Est connu
pour de nombreux effets indésirables sur la santé des animaux et les étres humains
(Thompson, et al., 2008) ; chez les mammiferes il s’accumule principalement dans le foie et
les reins qui sont deux organes cibles en lesquels la toxicité systémique de ce métal est

exprimée.( Stosic et al.,2010).
L.2 Propriétés physico-chimique de cadmium

Le cadmium est un élément relativement rare a I'état natif. Il est présent dans la crofite
terrestre a des concentrations d'environ 1 a 2 ppm, ou il est souvent associé au zinc et au
plomb (Bissou et al., 2011).. Il est également obtenu comme sous-produit de raffinage du
plomb et du cuivre (Pichard, 2005). Le cadmium est rencontré sous forme métallique ou de
sels (oxyde, chlorure, sulfure. . .), Les sels de cadmium ont une tres grande stabilité thermique
et chimique (Andujar et al ., 2010).

Le cadmium est un métal blanc et bleuitre, mou, malléable, ductile et résistant a la corrosion
et argenté avec des teintes de bleu appartenant a la famille des métaux de transition, figure
02. Le cadmium élémentaire a un numéro atomique de 48 et une masse atomique de 112,4
g/mol. Son point de fusion est d’environ 321 C° et son point d’ébullition d’environ 765 C°,se
transformant rapidement dans 1’air sous forme d’un oxyde métallique (Andujar et al ., 2010).
Il est insoluble dans I’eau et dans la plupart des solvants organiques qui a été résumé dans le

tableau 01 suivant :

——
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chapitre I: le cadmium

Partie 1

Figure 1.2 : Cadmium métal, Monographie du CIRC. Vol. 58 (1993)

Tableau 1.1 : Propriété physicochimique de Cadmium ( Anses,2012).

Nom Cadmium | Chlorure de | Oxyde de | Sulfate de | Sulfure de | Nitrate de
Cadmium Cadmium | Cadmium | Cadmium | Cadmium
Forme Solide Solide Solide Solide Solide Solide
physique blanc
Densité 8,65 4,05 8,15 4,69 4,82 3,6
Masse 112.41 183,32 128,41 208,47 144,47 236,42
molaire
(g/mol)
Point 765 960-964 | Sublimation ND Sublimation ND
d’ébullition a 1559 a960
(%)
Point de la 321 568 ND 1000 ND 360
fusion
Pressionde | 1 mmHg | 10 mm Hga ND ND ND ND
vapeur a394 c° 656 C°%
40mm Hg a
736 C%
760mm Hg
a967 C°
Solubilité Soluble
dans I'eau | Insoluble | (1,27 kg/la | Insoluble Soluble Quasi Soluble
25C°) (767 g/la | insoluble | (1,56 kg/I
25C%) (1,3 mg/la a 25C°)
25 C9)
Solubilité Acide Acétone Acides Insoluble Acides Trés
dans d’autres | NH2NO2 | Légérement dilués dans minéraux soluble
solvants H2S04 dans MeOH ’aclool. concentré Acools
chaud et EtOH Acétone ou dilués a acétone
ammoniac chaud Acétate
D’éthyle

* Note : ces composés existent aussi sous forme d hydrates (un ou plusieurs hydrates) pour lesquelles certaines
propriétés different comme la densité ou le point de fusion. Les données indiquées sont celles du composé
anhydre. ND : Données non disponibles dans les bases de recherches.
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I.3 Toxicité du cadmium :

N'importe quel élément inutile, utile ou indispensable, peut occasionner des difficultés du
métabolisme chez l'ensemble des organismes vivants lorsqu'il est absorbé en trop grande
quantité par rapport a la normale (Malayeri, B. E. 1995), La figure 1.3 résume la relation
entre la concentration d'un xénobiotique et son effet biologique (croissance ou biomasse de

produit).

Effet biologique

Dose

E

A - Quas: nul, B - Carence, C : Subcarence, D: Faublement déficitasrc,

E - Idéal, F : Légérement toxique, G- Fortamemnt toxigue

Figure 1.3: Effet biologique des doses des xénobiotique (Malayeri, B. E. 1995)

1.3.1 Toxico cinétique

Avant d’étudier la présence de cadmium dans les organismes vivants, il faut comprendre
comment ce métal peut étre absorbé par les organismes et comment il y est stocké. En effet, le
cadmium peut €tre assimilé avec de la nourriture contaminée, et s’accumulent dans différents
organes ou ils deviennent des « bombes a retardement », Le cadmium est un métal n’ayant

aucun role biologique dans les cellules animales (Rousselet, 2007).

1.3.1.1 Absorption
Le premier d’exposition environnementale au Cd passe par la consommation d’aliment (I’eau

potable contaminé, végétaux a feuillage, céréales, poissons et des abats d’animaux, etc.....)
L’absorption par voie digestive est faible environ 5 % et est facilité par la carence martiale
(Andersen, 2004) et par des régimes carencés en fer, en calcium, en zinc (Olsson , 2002) et
diminuée par des régimes riche en fibres. (Andersen, 2004). Et le deuxieme d’exposition par
inhalation (en industrie et tabagisme). Le cadmium est alors plus assimilable sous forme

ionique libre que sous forme complexée avec des chlorures ou des molécules organiques.

——
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1.1.3.2 Distribution et Redistribution

Le cadmium ne possede aucune voie d’entrée ou de sortie qui lui soit spécifique. 11 agit donc
par mimétisme de métaux physiologiques ou d’autres molécules afin de traverser les
membranes cellulaires et ce par divers mécanismes dépendant du type cellulaire et du tissu
biologique. Il y a des systemes d’Entrée-Sortie cellulaires du cadmium par des protéines de
transporteurs (Rousselet,. 2007).

¢ Divalent Metal Transporter 1 : (DMT1) est une protéine de la membrane plasmique

permettant I’import de fer non héminique a travers certaines barrieres biologiques
comme lors de I’absorption intestinale du fer a la membrane apicale des enthérocytes
du duodénum (Fleming MO et al.,1997 ; Gunshin H, et al 1997). D’autres iso-formes
de DMTI prennent en charge le transport du fer a travers la membrane endosomiale
apres sa libération du complexe transferrine-récepteur de la transferrine par
acidification. Les propriétés de DMT1 en font un transporteur assez générique de
cations métalliques divalents en association avec un symport de protons (Gunshin et
al., 1997). Ainsi, DMTI1 est implique dans l’absorption du cadmium intestinal
(Tallkvist et al., 2001). Alors, ’augmentation de la traduction de DMT1 en cas de
carence en fer permet une augmentation de la capacité d’absorption en fer et par la
méme occasion en cadmium comme des femmes enceintes ou des patients animés
aient une absorption de Cadmium augmentée. (Satarug et al ., 2003);(jarup et al
2009).

% Les transporteurs du zinc : Zn et Cd sont des €léments dans la méme colonne du

tableau périodique, ce qui confere au cadmium certaines propriétés physico-chimiques
semblables a celles du zinc. Cependant le zinc, contrairement au cadmium, est un
métal indispensable en Biologie jouant des rdles structuraux, catalytiques et Co-
catalytiques (Rousselet E., 2007). Le mimétisme du zinc par le cadmium a des
conséquences sur la perturbation de 1’homéostasie du zinc. Plusieurs études mettent en
évidence le rdle protecteur du zinc vis-a-vis de la toxicité du cadmium (Rousselet,.

2007).
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1- L’IARC a fait des études chez des rats et souris exposées a des faibles quantités de Cd par
différentes vois avec un régime alimentaire contr6lé en zinc, L’IARC ont été observées comme
ceux-ci :

®  Des tumeurs malignes du poumon ont été observées chez des rats exposés a de faibles
quantités de cadmium pendant des expositions courtes.

®  Des tumeurs locales ont été observées chez des rats et souris exposés au cadmium par
injection

e [‘exposition orale au cadmium est associée a des tumeurs de la prostate, des
testicules, et du systéme hématopoiétique.

Le régime alimentaire contient en zinc inhiberait les effets leucémiques du cadmium par voie orale
(Waalkes, 2003).

2- Autre étude d’effet I’interaction cadmium-zinc au niveau de sérum PSA et 1’étude histologique
de prostate des rats males qui a été réalisé par Berroukech et al.,2017, on a observé que le zinc
protege du glande de prostate ou bien la présence de zinc empéche la fixation de cadmium et

l inhibe le stress oxydatif.

—

Enfin, le zinc permet de réduire I’absorption du cadmium par compétition avec des sites
d’entrée de ce toxique.

% les canaux calcigues: Les canaux calciques, notamment voltage dépendants, sont

hautement sélectifs pour le calcium; cependant le transport d’autres cations divalents

comme le cadmium est possible dans certaines conditions. les cellules épithéliales du

tubule distal (Friedman et Gesek, 1994) et les cellules médullo-surrénales impliquées

dans la libération de catécholamines (Kandasamy et al., 2008). Bien que les flux

calciques a travers les canaux voltage-dépendants soient inhibes par le cadmium

(Jarup et Akesson , 2009.), il n’en demeure pas moins que le cadmium pénetre quand

méme a travers ces canaux calciques dans certains cas engendrant ainsi une toxicité
(Hinkle et al., 1987). Les canaux qui semblent impliqués dans I’entrée de cadmium.

cependant le cadmium inhibe la réabsorption de calcium probablement en bloquant un canal

calcique situe dans le tubule distal, et cela conduit a une hypercalcinurie ainsi qu’a la

formation de caillots (Barbier et al., 2004).

% La toxicité importante du cadmium est celle d’interférer avec des métaux essentiels comme :

le fer, le zinc ou le calcium dont les homéostasies sont finement ajustées par les cellules. :

% Une diete ou les apports en fer, zinc et calcium sont faibles favorise [’ingestion et :

|

|

'accumulation du cadmium dans le duodénum.
(Reeves et al., 2008).

» Apres la phase d’absorption, le cadmium présent dans le compartiment sanguin est
principalement (environ 95%) intra-€rythrocytaire lié a I’hémoglobine (Alfvén et al.,

2000 ; Friberg et al.,2019 ) par mécanisme du mimétisme.
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» le cadmium sous forme de complexe avec diverses protéines comme 1’albumine,
aboutit rapidement au foie. C’est un organe ou se produisent de nombreuses réactions
permettant la détoxification et en particulier le lieu de conjugaison du toxique au
glutathion (GSH). Les cellules hépatiques sont trés riches en GSH et en
metallothioneines (MT). Ces deux types de molécules possedent une forte affinité
pour le cadmium et forment des complexes Cd-GSH, qui peuvent étre excretes dans la
bile, et des complexes Cd-MT qui restent stockes dans le foie ou sont diriges
(redistribué) dans tous les organes, notamment dans les reins (Klaassen et al.,1999).

métallothionéines (MT) qui se lient au cadmium et abaisseraient ainsi les concentrations des

ions libres de cadmium (ATSDR, 2013).

métallothionéines (MT) qui sont des protéines de faible poids moléculaire (6000 daltons) riches en
cystéine (30% de cysteines, pas d’acide amine aromatique, ni d’histidine) ce qui leur permet de complexer
les cations métalliques par les groupements thiols et ainsi d’avoir une teneur importante en métal. Les
metallothioneines diminuent ainsi la disponibilité du cadmium dans la cellule ce qui réduit sa toxicité
(Beattie et al., 2005. Les MT sont synthétisées dans le foie, les reins et également d’autres organes, dont les
intestins et les poumons (OEHHA, 2006).

1.1.3.3 Elimination du cadmium :

Dans les reins, la faible dimension du complexe Cd-MT facilite son passage a travers les
glomérules vers les tubules rénaux ou il pénetre facilement par pinocytose dans les cellules
tubulaires en se liant notamment a la mégaline et a la cubiline apicales. Les vacuoles de
pinocytose fusionnent avec les lysosomes dont les enzymes dégradent les MT et liberent ainsi
le cadmium (Murakami, M et al., 1983). Le cadmium se recombine alors avec les MT
synthétisées par les cellules tubulaires et peut s’accumuler dans les reins, sous forme
complexée non toxique, durant plusieurs dizaines d’années (OEHHA, 2006). Dans les cellules
tubulaires, la MT est alors détruite par des enzymes lysozomales, libérant ainsi des ions Cd**

dans le cytoplasme. Le Cd** cytoplasmique est alors & nouveau lié 3 une nouvelle MT

synthétisée dans le cytoplasme.

Lorsque les capacités de production de MT sont dépassées, le cadmium exerce alors des effets
toxiques tubulaires rénaux, expliquant pourquoi la concentration rénale de cadmium est
toujours plus importante dans le cortex rénal que dans la médullaire rénale (Andujar et
al,.2010). En effet, la demi-vie biologique du cadmium correspondant a la durée
d’élimination de la moitié de la quantit¢é de cadmium présent dans l’organisme, est
particulierement longue, puisqu’elle est d’environ 20 a 40 ans (Wang et al.,2003 ; Andujar et

al,.2010). Environ la moitié du cadmium de I’organisme est localisé dans le foie et les reins.
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L’excrétion du cadmium est faible et tres lente, elle est essentiellement urinaire. L.’ apparition
d’une atteinte néphrologique altere les capacités d’élimination rénale du cadmium. Une tres
faible partie du cadmium est excrétée par voie biliaire (apres conjugaison avec du glutathion),

salivaire, fécale et sudorale (Andujar et al,.2010).

1.3.2 Pathologie lient au cadmium

Comme il a été vu précédemment, le cadmium est un accepteur pouvant former des
complexes stable avec des macromoléculaires biologique. Ces complexes se révelent plus
stable que ceux impliquant des ions Zn**. Cette caractéristique explique que les ions Cd**
peuvent déplacer les ions Zn>* de leurs sites d’origine et ainsi perturber le fonctionnement des
macromolécules, car nombre d’enzymes utilises le zinc comme cofacteur. Le zinc est
également lié a ’ADN grace a des facteurs transrégulateur (Olisekodiaka et al., 2003). La

perturbation fonctionnelle des acides nucléiques, des protéines et des enzymes par le

cadmium rend compte de la multiplicité des effets toxiques de ce contaminant.

Toxicité aigue

Pathologie

-Elle provoque rapidement a partir de 3mg ingérés des vomissements
souvent sanglants associés a des douleurs abdominales intenses, des
diarrhées et des myalgies.

-Les troubles hémodynamiques sont responsables d’une insuffisance rénale

Référence

Villa, 2011

Casalino et

aigué, associés a la toxicité rénale directe du cadmium. al..2002
-Parfois, il existe une cytolyse hépatique et certains auteurs ont décrit
I’apparition d ‘oedemes faciotronculaires.
- L’inhalation accidentelle de fortes concentrations de fumées de cadmium
s . . o S ATSDR, 2013
conduit a une irritation intense des voies respiratoires et a occasionné des
déces en milieu professionnel].
Toxicité -Atteinte rénale : néphropathie tubulaire proximale caractérisée par une Andujar et al.,
. fuite de protéines de faible poids moléculaire (retinol-binding protein
chronique b P ( &P 2010

[RBP], al-microglobuline, $2-microglobuline.) non réabsorbées par les
cellules tubulaires proximales.

-Les douleurs osseuses, 1’ostéoporose, 1’ostéomalacie et les fractures
spontanées font partie du tableau clinique de la maladie décrite au Japon

Tellez-Plaza,et

“Itai-Itai” chez des personnes dont la nourriture a été contaminée par du al.,2002
cadmium. Ce dernier, provoque des anomalies ou déreéglement du
métabolisme de calcium et de la vitamine D.
(Anses,2012)
-Hépatique : nécrose des lobules centraux, fibroses hépatiques, hyperplasie (ATSDR, 2008 ;
biliaire, diminution du poids du foie. augmentation de D’activit¢é de Laib et al,
I’alanine aminotransférase sérique, indicateur de 1ésions hépatiques. 2018).
-Testicule : Des études expérimentales chez I’animal ont montré que le
cadmium produit des atteintes testiculaires et diminue la fertilité chez les
A (Verougstraete

males.

. et al., 2002;
-Autre : le cadmium peut provoquer des cancres de poumons, de la Nawrof ef al
prostate, du pancréas, du foie et des reins. 2010) v

anémie, diminution du pois corporel
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1.4 Cadmium et le stress oxydatif

L’intoxication du cadmium est essentiellement indirecte, Ce métal lourd non oxydoréducteur
en milieu biologique provoquerait la diminution des taux cellulaires des principaux systemes
antioxydants comme le SOD (Stohs and Bagchi, 1995), CAT, et GPx. (Szuster et al. 2000).
Par contre des expositions prolongées entrainent une augmentation des activités de certaines
enzymes et de I’expression de certaines protéines comme les métallothionéines (Potts et al.
2001; Waisberg et al. 2003), probablement a cause d’une adaptation suite a I’induction des
geénes codant pour ces molécules. (Potts ef al. 2001; Waisberg et al. 2003). L’autre possibilité
expliquant I’augmentation des especes réactives de I’oxygene (ERO) en présence de cadmium
correspond au déplacement des métaux constituant la structure des SODs (Filipic et al. 2006).
Ces altérations des molécules antioxydantes et de 1’homéostasie des métaux physiologiques
comme le calcium, le fer, le cuivre et le zinc (Aramini ef al.1995) peuvent se traduire par une
déméthylation des protéines, une altération des fonctions cellulaires faisant intervenir des
thiols réactifs (antioxydants, oxydoréductases, protéines fer-soufre, signalisation redox basée
sur des thiols réactifs), une interférence dans la signalisation dépendante du calcium. L’ impact
du Cd sur toutes ces cibles peut entrainer I’augmentation de la quantité d’especes réactives de
I’oxygene (ERO) tels que les radicaux hydroxyles, superoxydes, ou le peroxyde d’hydrogene
(Fotakis et al. 2006;0h et al. 2006). Les ERO vont engendrer une situation de stress oxydant
dans la cellule et donc des dommages oxydatifs au niveau des macromolécules biologiques
(peroxydation lipidique, 1ésions de 1’ ADN, modifications oxydatives des protéines) (Lopez et

al. 2006; Nzengue, Y. 2008).
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/ Déméthylation

Signalisation Homeéostasie Redox
cellulaire l
ERO [ Régulation génique ]
Dégats cellulaires Mort/ Adaptation
— .
Cellulaire

Schéma I.1 : Impact du cadmium sur ses cibles cellulaires conduit a la production des ERO.

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des radicaux libres est particuliecrement fragile
(Kehili et al, 2018). La production de ces radicaux peut étre régulée par notre organisme (Li et
al, 2003). Les systemes de régulation se composent d’enzymes, de protéines, de molécules
antioxydantes de petite taille et d’oligoéléments indispensables pour ’activité des enzymes.
Un déséquilibre de la balance antioxydante en faveur de la production des ERO constitue le
stress oxydant. (Curtin et al, 2002 ;Mclaughlin et al., 2007).

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la balance
« pro-oxydants (les radicaux libre) /antioxydants » en faveur des oxydants (Almasiova et al
,2012), ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants
cellulaires : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et
de cancérisation (Sergent et al., 2001; Djellouli, 2013) a redéfini le stress oxydatif comme «
une perturbation dans la signalisation et le contrle redox ». Un stress oxydatif peut donc se
développer suite a une surproduction des oxydants comme les especes activées de 1’oxygene

et/ou a une diminution des systemes de défense antioxydants (Arita et al., 2009).
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I1. Myrtus Communis

I1.1 Histoire de la plante Myrtus communis

Depuis plusieurs année, le myrte a été utilisé en médecine traditionnelle comme antiseptique
et désinfectant ; il était employé dans I’Egypte ancienne pour soigner les troubles de la peau et
les infections des sinus (Ozkan et al, 2009). En Perse, on en usait, sous la forme d’une
compresse chaude, pour traiter les furoncles. En Afrique du Nord, les fleurs séchées sont
préconisées pour soulager 1’asthme et pour traiter la variole. Enfin, les afro-américains
inhalent des vapeurs chaudes de thé a base de myrte pour lutter contre les migraines causées
par un rhume ou une grippe (Venturini ,2012).

En Algérie, le myrte est utilis€ comme un remede contre les infections des voies respiratoires
et des voies urinaires, Les préparations a base de cette plante sont préconisées contre les
bronchites, les sinusites, les otites, les diarrhées et les hémorroides, Les fruits constituent un
remede contre la dysenterie, I’entérite et les hémorragies ( Beloued A ,2003).

En d’autres pays du grand Maghreb (Maroc et Tunisie), le myrte est utilisé dans le Nord du
pays ou les fruits sont recommandés (a 1’état frais ou sous forme de décoction) pour soulager
I’ulcere et les douleurs gastriques, Le méme décocté est préconisé en gargarisme pour traiter
les gingivites, la décoction des fleurs est proposée pour arréter les diarrhées aigués et comme
traitement de la toux et des rhinites. L’ huile essentielle issue des fruits est utilisée pour
atténuer les douleurs rhumatismales en application local (Boukef M K,1986).

Dans la méme région, I’infusion et la décoction sont utilisées comme remedes des affections
respiratoires et des diarrhées, L’infusion est également préconisée en bains d’yeux dans les
conjonctivites , le décocté sert a imbiber les compresses a appliquer sur les plaies, les abces,
les furoncles et les hémorroides saignants, le décocté concentré est donné aux femmes dans
les hémorragies de la délivrance, Le fruit est maché contre les gingivites et les aphtes.
(Bellakhdar J ,1997)

I1.2 Description botanique

Le genre Myrtus appartient a la famille des Myrtaceae (Tableau II.1), Ces plantes sont
originaires du bassin méditerranéen dont certaines sont également présentes en Asie
occidentale, en Amérique du sud et en Australie (Venturini ,2012). La Famille des myrtacées
est une famille de plantes dicotylédones, qui comprend environ 3800 especes réparties en 133

genres (Oldrich, L et al., 2005).
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Ce sont des arbustes a feuilles entieres et opposées (Quezel, P., Santa, S. 1963). Les fleurs
blanches, axillaires, solitaires, longuement pédonculées apparaissent a partir de la mi-juin. Les
baies d'un noir bleuatre sont ovoides (environ 5 mm de diametre), charnues, a graines peu
nombreuses et couronnées par le calice. La pleine maturité de ces fruits est atteinte au mois de

novembre (Brada et al, 2012).

Tableau II. 1 : Position systématique de 1’espece Myrtus Communis L. (Dahmoune et al
2015)

Régne Plante

Sous-regne Tracheobionta

Embranchement Magnoliphyta

Sous-embranchement Magnaliophytina

Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Myrtus

Espece Myrtuscommunis L

Variétés Myrtuscommunis var. italica L
Myrtuscommunis var. baetica L
Myrtuscommunis var. lusitanica L

I1.2.1 Dénominations selon la nomenclature. (Goetz et Ghedira,.2012).
Portugais : mirta ,murta , murteira. Berbére : tarihant ,chilmoum.

Occitan : nertha, nerto. Corse : morta ,mortula.
Allemand : brutmyrte, myrte. Francais :myrte, myrte commun.

Anglais :Bridalmytle, myrtle. Grec : myros.

. . Italien : mirto, mortell
Arabe : rihan ,mersin.

I1.2.2 Caractere botanique de Myrtus communis L.

Le myrte (Myrtus communis, L.) est la seule espece de la famille des Myrtacées qui existe a
I’état naturel en Algérie, au Maroc et Tunisie etc.( Messaoud et al., 2012). Il pousse au niveau
de la mer a 500-800 m d'altitude (Migliore,. 2011), il se développe au sein des matorrals
thermophiles. En Algérie, il est commun dans les maquis et les foréts du Littoral (Wannes et

al., 2010).
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Il s’adapte au sol siliceux, calcaire, on le rencontre plus sur terrain acide, en compagnie
d’Arbutusunedol., de Pistacialentiscus, Quercus suber, Quercus ilex, Ceratoniasiliqua...
Occupant principalement 1’étage thermo-méditerranéen (moyenne des minima du mois le plus
froid comprise entre 3 et 7 °C) ( Chidou, 2014).

C’est un arbrisseau de grandeur variable, de 2 a 5 metres, divisé en de nombreux rameaux des
la base. Les feuilles opposées, courtement pétiolées, ovales, aigués, entieres, fermes, d'un
beau vert luisant, sont parsemées de petits poils transparents, ainsi que le fruit est une baie
ovoide, noire a maturité, couronnée par le limbe du calice .Les fleurs blanches, odorantes,
visibles de mai a juillet, sont portées par un long pédoncule dressé et solitaire a 1'aisselle des

feuilles. ( Ghanmi, M et al., 2011).

I1.3 Application en médecine traditionnelle

Le myrtus communis possede des vertus médicinales grace aux composés phénoliques. Cette
plante a des activités biologiques énorme (antioxydante, antispetique, inti-inflammatoire. Anti
diabétique etc....) (Nassar et al., 2010) et c’est pour cela le myrte a toujours considéré comme
un bon remede traditionnel en raison de leur propriétés thérapeutiques nombreuses, telles que
I’hyperglycémie, diarrhée et D’infection. Les populations locales utilisent les différents
organes de myrte en médecine traditionnelle. Le myrtus communis est list¢ dans la
pharmacopée africaine comme plante médicinale d’intérét. Toutefois, les feuilles et les baies
sont plus utilisées pour leurs valeurs nutritionnelles et leurs diverses propriétés. Parmi les
différents usages cités dans littérature (tableau I1.2) (Cakir, 2004), le myrte a été
principalement utilis€ comme anti-inflammatoire, les troubles gastro-intestinaux et

antiseptique.
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Tableau II.2: Application différent partie de Myrtus communis

Partie de Myrtus Application traditionnelle Références
.COMMunis
feuilles sparation des recettes de (Chokri et al. 2012),

sine (arOmatisé de Vlal’ldfi Gortzi et al. 2008).
de sauces) et de santé
rfum et préparation les (Serce etal., 2010)
cosmétique  ex:
et stimulant
; Meédicament
ilis€ par voie orale en tant
antiseptique, agent anti-
lammatoire, laxatif,
\lgésique, agent
ostatique et a l'extérieur
la cicatrisation des

Baies & o < ~ = Préparation des recettes de (Messaoud et al.,
- . cuisine (ardmatisé de viande
et de sauces); Médicament A2 et
"= (utilis€é €galement par voie al.,2010)
"2 orale pour des maladies
infectieuses telles que Ia
diarrhée et la dysenterie et par
la voie cutané (maladies de la
peau et la cicatrisation des

- plaies)
branches Médecine (remede  contre (Agrimonti et
l'asthm l'eczém 1
asthme, - Teczéma, I 5y07)
psoriasis, la diarrhée, les
troubles gastro-intestinaux et
les infections urinaires,
administré par voie orale;
appliqué par inhalation)
Fleurs - Médecine (contre les varices Abaza et al, 2010

et pour préparer des lotions
capillaires a usage externe)
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I1.4 Compositions de Myrtus communis

Des études antérieures sur le Myrte ont révélé la présence de plusieurs composés chimiques
spécifiques les huiles essentielles, les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins dans les
feuilles et fruits (Messaoud et al., 2005, Aidi Wannes et al., 2010). et I'anthocyanine, les
acides gras et organiques dans les baies (Tuberoso et al., 2010, Chokri et al., 2012 ; Affroune
et al.,2016).

I1.4.1 Huile essentielle du Myrte et le leurs composants

L’huile essentielle est un produit parfumé et volatil, composé de molécules sécrétées par
certains arbres et certaines plantes qui lui conferent un parfum spécifique. Le mot « volatil »
signifie que les huiles essentielles s’évaporent tres rapidement.

En général, les principes aromatiques des plantes sont des gouttes minuscules qui se forment
dans les chloroplastes des feuilles. Les organites dans lesquelles s’effectue la photosynthese.
Elles se combinent par la suite avec du glucose et sont transportées vers toutes les parties de la
plante.

D’apres les études antérieures de la plante Myrtus communis ont montré le rendement de
I’huile essentielle de myrte est compris entre (0,2-1,2 %) et la présence majoritairement des
terpenes volatils, les principaux composants ont été identifiés par le CPG ( Chromatographie
en phase gazeuse) sont les mono terpéniques caractéristiques de 1’huile essentielle de myrte
(a-pinene (12,6-64 %), 1,8 cineole (5,4-40,9),myrtenol, linalo1(0,74-18,92%), aterpineol (4,4
%), limonene (3,8 %), acetate de myrtenylacetate de bornyl (5,2 %), acetate de linalyl(4,2
%), acetate de geranyl (1,83-20,54 %) (Aidi Wannes et al., 2010).

[ =
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Figure II.1 : Structures de quelques composants mono terpéniques.
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11.4.2 Composants phénolique du Myrte

Le profile des extraits de Myrtus communis constitue de composés phénoliques, qui sont des
molécules hydrosolubles. Ils sont divers effets sur la physiologie végétale de part leurs actions
antibactiériennes et anti-fongique (Benkherara et la, 2013). Les composés phénoliques sont
regroupés en trois grandes classes chimiques les acides phénoliques, les tanins et les

flavonoides.

11.4.2.1 Acides phénoliques

L’acide phénolique est un composé organique possédant au moins une fonction carboxylique
et un hydroxyle phénolique, Ils appartiennent a deux groupes, les acides hydro-benzoiques et
les acides hydro-cinnamiques. Ils présentent des propriétés biologiques intéressantes anti-

inflammatoires, antiseptique urinaire, anti-radicalaires et hépato protecteurs (Bruneton, 1999).

R1=R2 =R3 =H ; Acide cinnamique
COOH
Rl1=EFE3 =H. B2 =0H. ; Acide p-coummarique

E1=F2X =0H. E3 =H : Acide caféique

R3 R1

w [\

2

i R1=R1=R3=R4 =H ; acide benzoique.
"OO0OH
R4 R1=R2=R4 =H, R3= 0OH ; acide p-hydrox benzoique.
| R1=ER4 =H, R2 = 0QCHs, R3= OH ; acide vanillique.
1““-‘.-‘- = d4 = F-r = L - ; 4 .
R3 ~|- R1 R1=FR4 =H. R2 = R4=0H ; acide protocatéchique.

R2 R1=H. R2 =R3 =R4=0H ; Acide gallique

Figure I1.2 : Exemples d’acides phénoliques (Yang et al., 2012)
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11.4.2.2 Tanins

Les tanins sont des poly phénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux. Leur structure
complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres
asymétriques (Hemingway, 1992). Leurs propriétés coagulants des albumines des muqueuses
et des tissus qui créent ainsi une couche de coagulation isolante et protectrice qui réduit

I’irritation et la douleur.

Rl R1=R2=H : Afréléchol
R1=0H : R2=H : Catéchol
AN H.GH
B ‘I R1=R2=0H : Gallocatéchol

HO AN

G [
Nt et ! RN

g ’

N, \\//“\OH

Figure I1.3 : Structure générale de tanin (Canon, 2010)

11.4.2.3 Flavonoide

Les flavonoides sont tres répondu dans la regne végétal et présents dans les extraits de myrte
sont la myricétine, la quercétine, la catéchine et leurs dérivés. Certains des dérivés de la
myricétine et de la quercétine (flavonols) sont trouvés comme la myricétine-3-d-galactoside,
la myricétine-3-d-rahmnoside, la quercétine-3-d-rahmnoside et de la catéchine (flavanols)
(Canon, 2010). Actuellement, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement
étudiées dans le domaine médicale ou on leur reconnait des activités : antivirales,
antiallergiques, anti-inflammatoires, anticancéreuses, anti- radicalaires, antibactériennes, anti-
oxydantes et on leur reconnait également une activité anti-malaria (Naghibi et al.,2013). Les
flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant 1’enzyme

aldose réductase, comme le myricétine par exemple. (Brada et al., 2012).
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Figure I1.4 : Structure de base des flavonoides. (Addouche, 2019)

IL.5 Biodisponibilité des poly phénols

La notion de biodisponibilité fait entrer un grand nombre de parametres comme 1’absorption
intestinale, la distribution, le métabolisme par la microflore et ’hépatique, 1’excrétion, les
propriétés des métabolites circulants (structure du polyphénol, sa polarité, sa masse

moléculaire, liaison avec d’albumine et autres protéines du plasma) (Galland S, 2006).

I1.5.1 Absorption

Le cas du gavage, I’estomac est le premier site en contacte avec des métabolites secondaires
de la plante, seuls les anthocyanes et quelques acides hydroxycinnamique sous forme liée tels
que I’acide chlorogénique peuvent étre absorbés directement dans 1’estomac, Les flavonoides
sous forme de glycoside résistent au pH acide de I’estomac (Lafay et al, 2006), L.’extraction
se poursuit dans le duodénum sous 1’action des sécrétions biliaires et pancréatique (Borel, P.
2014)., Du fait de leur hydrophobicité, ces phyto-micronutriments doivent €tre incorporés
dans les micelles mixtes, constituées particuliecrement de sels biliaires et de produits de la
lipolyse des lipides via la glande pancréatique afin de pouvoir étre solubilisé dans la phase
aqueuse (Tyssandier et al., 2001 ; Borel, P. (2014). Cependant, I’efficacité de 1’absorption se
trouve réduite car la surface d’échange est plus faible dans le c6lon que dans I’intestin gréle
car la flore intestinale dégrade une grande partie des glucosides. L.’absorption intestinale se
fait par les entérocytes (Amiot et al., 2009). Ceux-ci sont procurés de nombreuses protéines
membranaires implique dans 1’absorption de ces éléments. Ces protéines sont plus au moins
spécifiques de certain molécules et peuvent étre entrainées dans le captage.

Les polyphénols ont différent formes glycosylés, estérifiés ou encore polymérisés qui ne
peuvent pas étre absorbés tels quels. Certains polyphénols vont étre absorbés dans I’intestin

gréle dans lequel se trouve un systeme de transport actif dépendant du sodium et les enzymes

49

——
| —



Revue bibliographique chapitre IT :Myrtus communis Partie I

présentes dans les cellules épithéliales (Gaston, 2010). L’acide cinnamique, acide férulique et
acide p-coumarique pénetrent dans la cellule intestinale par diffusion passive a 1’aide d’un
transporteur d’acide monocarboxylique la MCT (monocarboxylic acid transporteur), alors que
I’acide gallique ne ’est pas (Konishi et al.,2004).En ce qui concerne I’acide caféique, il est
entraine dans la réaction estérification par I’acide quinique pour donner 1’acide chlorogénique
(figure 11.5), ce produit réduit son absorption (Lafay et al,2006).En fait, I’absorption de
I’acide chlorogénique se fait principalement dans le cdlon apres hydrolyse par les estérases
microbiennes.

L’enzyme lactate phloridzine hydrolase (LPH) présente dans I’éntérocyte da la bordure en
brosse de l’intestin et plus faiblement au niveau du cdlon. La LPH possede deux sites
catalytiques : ’'un hydrolyse de lactose tandis que D'autre sert a la déglycosylation de
flavonoides plus hydrophobes. Les aglycones libres peuvent entrer dans les cellules
épithéliales par diffusion passive du fait de leur lipophiles suffisante. Et ’autre mécanisme
d’absorption les polyphénols nécessite la B-glycosidase cytosolique des cellules épithéliales.
Certain polyphénols polaires transportés via un transporteur membranaire actif sodium-

glucose dépendant nommé SGLT1 (Hollman et al., 1995).
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Figure ILS5 : Schéma d’absorption certains acides phénolique (Galland S, 2006).
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I1.5.2 Métabolisation des polyphénols dans le cycle entéro-hépatique

Les polyphénols absorbés ne circulent pas dans le sang sous forme libre, mais plutot en
association avec des protéines transporteurs, comme 1’albumine avec des liaisons faible. Les
interactions avec les protéines peuvent diminuer la biodisponibilité des polyphénols (Dufour,
2015). La circulation entéro-hépatique, les composés phénoliques sont conjugués
principalement par des réactions de glucuroconjugaison, de méthylation et de sulfatation.
Cette opération de détoxification métabolique est commun a de nombreux xénobiotiques,
I’objectif étant de limiter leurs effets toxiques potentiels et de faciliter leur élimination biliaire
et urinaire, en augmentant leur hydrophilie. Les trois principales conjugaisons sont motionnés

dans le tableau suivant :

x enzymes survenant sur les flavonoides (Gaston, 2016)

Enzyme Action Localisation
Catéchol-O méthyltransférase | catalyse le transfert d’un Foie — Rein
(COMT) groupement  méthyl depuis

I’adénosyl - méthionine vers les
polyphénols  contenant  un
groupement diphénolique
comme la quercétine, Ila
catéchine, et la cyanidine.

Sulfotransférases (SULT) catalysent le transfert d’un Foie
sulfate depuis la
phosphoadénosine -
phosphosulfate vers un

groupement  hydroxyle de
certains polyphénols.

Uridine-5’-diphosphate catalysent les transferts d’un | situées dans le réticulum

I It £ acide glucuronique vers les | endoplasmique dans de
glucuronosyltransterases polyphénols. nombreux tissus, dont I’intestin
(UGTs) gréle.

Tableau I1.4: Métabolisation du flavonoide (Ferrier, 2018)

Flavonoide Site de métabolisation | Types de conjugaison | Métabolites
Quercétine Microbiote Hydroxylation des Acide
deux parahydroxybenzoique
noyaux phénolique Acide protocatéchique
Acide 3,4-
dihydroxyphenylacétique
Sulfoconjugaison, Quercétine - 3 -
Bt glucuroconjugaison ou glucuronide ; Quercétine -

O - méthylation du 9’ _ glucuronide
groupe catéchol Orewdine = & ~
(COMT) ..
sulfate Isorhamnétine - 3
glucuronide ; Tamarixétine
[s)
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Phloroglucinol Microbiote Hydroxylation du Acide 3,4-
cycle A dihydroxyhydrocinnamique
Acide 3-

dihydroxyhydrocinnamique

myricétine Microbiote Trihydroxylation de Acide 3,5-

I’hétérocycle cycle B | dihydroxyphénylacétique
Acide 3-hydroxybenzene
acétique

Acide 2-(3,4,5-
trihydroxyphényl) acétique

kaempférol Microbiote Hydroxylation de Acide p-hydroxyphényl
I’hétérocycle B acétique

11.5.3 Distribution tissulaire

Les polyphénols sont retrouvés en particulier dans les organes ou ils sont métabolis€s, mais ils
semblent pouvoir s’accumuler dans des tissus spécifiques (Manach C et al., 2004). Et selon
les études qui ont été focalisés in vivo sur la distribution de certains polyphénols comme
(quercétine, gallate d’épigallocatéchine, quercétine 4' - glucoside, resvératrol) chez le rat et la
souris par I’utilisation le radio-marquage montrent les tissus digestifs et le sang sont plus
radioactifs. Mais les polyphénols ont également été détectés dans le cerveau, les cellules
endothéliales, le cceur, les reins, la rate, le pancréas, la prostate, I’utérus, les ovaires, les

testicules, la vessie et les os. (Galland, 2006).

I1.5.4 Excrétion des polyphénols

Elimination des polyphénols se fait principalement dans 1’urine et la bile comme tous les
xénobiotique (Manach C et al., 2004). Certains composés phénoliques sont excrétés dans le
duodénum par la voie biliaire ou ils sont soumis a ’action d’enzymes bactériennes apres quoi
ils peuvent étre absorbés. Ce recyclage entéro-hépatique peut élever la présence des
polyphénols dans le corps. Les métabolites les plus imposants sont plus susceptibles d'étre
éliminés dans la bile, tandis que les plus petits tels que les monosulfates sont excrétés

préférentiellement dans I'urine (Manach C et al., 2004 ;Ferrier M., 2018).
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Figure I1.6 : Schéma général de la biodisponibilité des polyphénols (Lafay et al., 2006)

I1.6 Extraction des polyphénols

L’extraction des composés phénolique d’une plante est un procédé visant a extraire certain
constituants présents dans les plantes. C’est une méthode de séparation solide/liquide c.a.d. le
corps solide c’est la plante est mise en contacte d’un liquide c’est le solvant (Chaouche,
2010). Cependant les composés d’intéréts végétaux sont alors solubilisés et contenus dans le
solvant. Alors la solution obtenue est I’extrait recherché contient les constitues solide ou
liquide. A ce jour 1, les chercheurs scientifique utilisent des précédés ancienne afin d’extraire
les principes actifs des plantes médicinales tel que 1’infusion, macération et décoction. La
simplicité de ces techniques, les outils, les matériaux on encore les modes de chauffe faisaient

de I'extracteur un homme de I’art plutdt qu’un scientifique (Restocours. Net Fiche produit).

I1.7 Extraction de I’huile essentielle

Les plantes aromatique généralement contiennent des compositions complexes, obtenu a
partir d’une matiere premiere végétale botaniquement bien définie, la procédure de
I’extraction de I’huile essentielle est basée sur les techniques anciennes (Wenqtang et al
2007). La plus simple et la plus répondu c’est la technique hydro-distillation. Celle-ci consiste
a immerger la matiere premiere (les feuilles, rameaux, baies, tiges ou les fleurs) directement
dans I’eau, puis I’ensemble est porté a 1’ébullition (Gad et al 2010). L’opération est

généralement conduite a pression atmosphérique. Les vapeurs formées sont condensées par un
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systeme de réfrigérateur par courant d’eau. La séparation du distillat qui constitué deux
phases liquide non miscible (hydrolat et I'huile) se fait par I'utilisation ampoule a décanter afin

de récupérer la phase huileuse (Ouis, 2015).

I1.8 Analyse chromatographique

I1.8.1 Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC)

L’ HPLC est une technique utilisée pour séparer le mélange complexe de I’extrait polaire ou
peu polaire afin d’identifier de composés contenus dans un extrait. L’appareillage est
constitué de deux pompes, chacune reliée a deux solvants différents et d’une boucle
d’injection, Les pompes HPLC permettent d’avoir un débit constant sous de fortes pressions
qui assure la reproductibilité des résultats (Nelly, 2008).
La séparation des composées se fait dans une colonne remplie de phase stationnaire. La
polarité de la phase stationnaire permet de distinguer deux situations de principe :
» Si la phase stationnaire est polaire (silice), la phase mobile doit étre peu polaire et dans
ce cas la chromatographie est dite en phase normale.
» Si la phase stationnaire est trés peu polaire silice (greffée par des chaines d’acide gras,
Csg ou par Cig par ex) la phase mobile doit étre polaire généralement un mélange de
alcool ou d’acétate de nitrile avec I’eau. La chromatographie est dite en phase inverse.
Les composants sont ainsi élués en fonction de leur polarité par rapport aux deux phases. A la
sortie de la colonne, se trouve un détecteur qui mesure en permanence I’absorbance de la

phase mobile a la sortie de la colonne (Nelly, 2008).
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Figure I1.7: Schéma simplifié la fonction de chromatographie liquide a haute performance

HPLC

I1.8.2 chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une technique utilisée pour la séparation treés puissante des composants
organiques est basée sur les différences d’affinités des substances analyser, dans laquelle les
composants a séparer sont répartis de facon sélective en fonction de leur poids moléculaire,
leur taille ou leur charge entre deux phases (la phase stationnaire et la phase mobile), Les
éléments gazeux ou volatils d’un échantillon sont placés dans un injecteur (A.L. T France). Ils
vont ensuite étre emportés (phase mobile) par un gaz vecteur qui va les amener dans la hase
stationnaire dans le but de les séparer, Les molécules ont plus d’affinité avec la phase
stationnaire, plus ils prennent de temps pour sortir de la colonne de chromatographie, A la
sortie de la colonne, se trouve un détecteur qui mesure I’absorbance des échantillons, Les
éléments peuvent étre identifiés mais aussi quantifiés (Ouis, 2015). La CPG comporte

plusieurs éléments, comme indiqué dans la figure I1.8.
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Expérimentale chapitre I1I : Matériels et méthodes Partie 11

La partie expérimentale a englobé deux grands volets, a savoir un volet a été consacré a
I’extraction des métabolites secondaires polaire et apolaire a partir des feuilles de la plante
médicinale « Myrtus communis », 1’étude qualitative et phyto-chimique, la détermination du
pouvoir antioxydant des extraits et enfin le dosage analytique des composés bioactifs par les
deux méthodes d’analyse de séparation qui sont bien la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG/SM). Le deuxieme volet s’était penché sur [’évaluation des effets préventifs
possibles des différents extraits hydro-alcoolique et aqueux des feuilles de Myrtus communis
sur le dysfonctionnement du systetme biologique et le désordre de I’architecture tissulaire
induits par un sel métallique, le chlorure de cadmium (CdCl,), chez un modele animal
expérimentale.

PREMIER VOLET : Etudes qualitative et quantitative des extraits des
feuilles de Myrtus communis

II1. 1 Matériel végétal
La plante de Myrtus communis L. est constituée par des feuilles entieres et opposées et ainsi
des fruits. Cette plante a été récoltée a I’état frais pendant le mois mi-janvier 2016 dans les

zones montagneuses de Chreaa, situées dans la région Sud-Est de Blida, province située au

Centre-Nord de I’ Algérie ou plus précisément dans le tell Algérien, figure II1.1.

Figure III.1:Rameaux de feuilles et fruits de Myrtus Communis récoltés dans la région de
Chreaa.
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II1.2 Présentation de la zone d’étude

La région de Chréaa est située au Sud-Ouest d'Alger a environ 64 km de cette méme ville. Elle
est localisée a des hauteurs de 18 km environ au Sud-Est de la région de Blida. Elle est limitée
au nord par les wilayas d’Alger et de Tipaza ,au sud par la wilaya de Médéa, a l'est par les

wilayas de Boumerdes et de Bouira et a I'ouest par la wilaya d'Ain Defla, Figure II1.2.

Figure I11.2 : Présentation géographique de la région de la récolte de la plante.

Les coordonnées géographiques nationales de la région de Chreaa sont mentionnées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau IIL.1: Coordonnés géographiques locales du site de récolte (Blida, Algérie).

Cheréa, 15821627 m 36°25'32" 2°52'36" Est Humide et sub Parc national de
Blida Nord -humide haute montagne

I11.3 Identification et authentification de la plante
Apres la période de récolte, les plantes Myrtus communis ont été conservées, séchées et

attachées sur un support de papier rigide figure II1.3. Ces plantes étaient destinées pour une
identification et une authentification. Ces mémes plantes ont été déposées pour étre conservées
au niveau du laboratoire de recherche en ressources hydriques et environnement, département

de biologie, faculté de sciences, Université Dr Tahar-Moulay de Saida, Algérie. Des

63

——
| —


https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Tipaza
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_M%C3%A9d%C3%A9a
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Boumerd%C3%A8s
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Bouira
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_d%27A%C3%AFn_Defla

Expérimentale chapitre I11 : Matériels et méthodes Partie 11

échantillons de cette plante ont été transportés vers le laboratoire de botanique, Université de
Murcie, Espagne. Cette espece a été identifiée, le 03 Mai 2017, par le professeur espagnol
Pedro Sanchez, botaniste a I’Université de Murcie, Espagne. Les résultats de 1’identification
de la plante ont été concrétisés par 1’établissement d’un certificat d’authentification et de

confirmation au sein du laboratoire de botanique, Université de Murcie, Espagne (Annexe 01).

Figure I11.3 :Plante Myrtus Communis .

I11.4 Etude histologique des structures végétales sécrétrices d’huiles essentielles

L’observation des caracteres généraux au niveau des structures végétales des feuilles et tiges a
été réalisée au niveau du laboratoire de la biologie végétale, département de biologie, faculté
des sciences, Université Dr. Taher Moulay de Saida dans le but d’étudier la morphologie
interne ou I’histologie des parties végétales aériennes de la plante en envisageant d’observer
les tissus suivants ; xyleme, phloéme et poches sécrétoires par microscope optique binoculaire

de type MOTIC B SERIES.

Afin d’identifier des spécificités morphologiques et anatomiques au niveau des différentes
parties végétales de la plante et ainsi de localiser éventuellement les sites sécréteurs des
essences aromatiques, il a été opté pour I’ utilisation des feuilles et des tiges fraiches qui étaient
destinées pour un traitement et une analyse par la technique de double coloration (Vert de

méthyl et rouge congo)(Prat, 2007).
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I1I 4.1 Etapes de la technique de double coloration

La plante a été soumise a un examen microscopique en réalisant des coupes anatomiques au
niveau des feuilles et tiges, qui étaient traitées par la technique de double coloration (Schéma
II.1). La coloration a été faite sur du matériel végétale fixé dans de 1’alcool a 70° de pureté
pour obtenir des cellules mortes ou un matériel inerte. Les coupes ont subi des traitements
chimiques suivants selon le protocole édité par (Langeron, 1934).

En premier lieu, des coupes ont été réalis€es a mains levées avec une lame de rasoir. Le
mouvement du rasoir et la coupe devrait étre perpendiculaire au grand axe de I’organe pour les
sections transversales.

Les coupes végétales €taient récupérées dans des verres de montre contenant I’hydro-chlorite
de sodium et laissées imprégnées pendant 20 min.

Les coupes végétales étaient rincées abondamment 3 fois, ensuite soumises a 1’action d’un
bain d’acide acétique (1%) pendant 2 min pour neutraliser 1’action de 1’hydro-chlorite de
sodium et faciliter ainsi la fixation des colorants sur les parois cellulaires.

Les coupes étaient colorées au vert de méthyle et laissées pendant 5 min puis tout de suite
rincées a I’eau distillée et soumises a la coloration au rouge congo et laissées pendant 20 min.
Les coupes les plus minces étaient sélectionnées et observées au microscope optique aux

différents grossissements (10x10) et (40x10).
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Mettre des feuilles dans un alcool 70°

Ll

Les feuilles sont coupés trés mince i 'aide une lame de rasoir

vV

Placer les coupes dans '’hyvdro-chlorite de sodium pendant 20 min

@nga%)é ’

Mettre les coupes dans 'acide acétique pendant 2 min

A

Les coupes sont met dans le milieu contient du vert de méthvle
pendant 5min

@nga%)@ g

Remettre en deuxiéme fois dans un milien contient du rouge
Congo pendant 20 min

Schéma II1.1 : Etapes de la technique de la double coloration

IIL.S Préparation des extraits
Toutes les plantes médicinales possedent des activités pharmacologiques dues en leurs teneurs

en métabolites secondaires et antioxydants. La nature chimique, l’identification et la
concentration de ces ingrédients ont nécessité des études quantitative et qualitative de la
composition chimique de la plante Myrtus communis suite a une préparation des extraits a

partir des feuilles de cette plante.

II1.5.1 Etape de séchage

Apres la récolte de la plante, le matériel végétal a été nettoyé et débarrassé de ses débris, étalé
et laissé a I’air libre pour étre séché graduellement a une température ambiante. Une semaine
apres, le matériel végétal a été completement déshumidifié et le changement de la couleur des
feuilles facilitaient le déchirage et la séparation des différentes parties. L’ensemble a été réduit

en poudre au moyen d’un moulin électrique a usage domestique (modele MF 10BASIC) figure
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I1.4, utilisé a une vitesse de 4000 a 6500 tpm. Cette étape a été effectuée au niveau de

laboratoire de biologie végétale de la faculté des sciences de 1’université de Saida.

Poudre de fuilles

Moulin électrique du
modele MF 10 BASIC.

Figure I11.4: Etapes de broyage des feuilles

I11.5.2 Extraction

111.5.2.1 Hydro-distillation

Lors de cette phase technique et analytique, les feuilles fraiches de Myrtus communis ont été
utilisées dans le but d’extraire les huiles essentielles. Les feuilles ont été découpées en petits
morceaux pour faciliter leur introduction dans un ballon en verre d’un litre, rempli d’eau
distillée jusqu’aux 2/3 de sa capacité. L’eau a été ensuite chauffée dans le chauffe ballon
jusqu’a ébullition, ce qui entrainait la formation d’une vapeur qui va entrainer les composants
volatiles figure I11.5.

Les vapeurs s’élevaient et passaient dans le réfrigérant qui était constamment refroidi a une

température comprise entre 15 et 18C°.
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.

Coude ————

.

Réfrigérant

Figure IIL.5 : Montage de I’hydro-distillateur

I111.5.2.2 Macération

Cette opération consistait a épuiser le matériel végétal au contact d'un mélange de solvants
(Eau / Alcool). L’extrait végétal, a analyser, a ét€ obtenu comme suit :

D’apres la méthode (Talbi et al, 2015), la poudre des feuilles étaient mises a macérer dans un
mélange eau / méthanol (20:80 V/V) a un rapport de 10/100 (P/V), sous agitation douce
pendant une nuit a température ambiante. L’extrait hydro-alcoolique a été récupéré apres
filtration du mélange a I’aide d’un papier filtre Wattman n°1. Le méthanol a été éliminé par
évaporation sous pression réduite dans un rota-évaporateur (de marque Heidolph).
L’évaporation de I’alcool a permis d’obtenir un extrait brut caractérisé par une couleur brune

foncée.

111.5.2.3 Infusion

L’infusion ou la dite extraction par ’eau bouillante est un type de procédé utilisé quand les
principes actifs de la plante sont hydrosolubles et peuvent facilement étre obtenus a partir du
tissu de la plante. Une quantité de 10 g de broyat était additionnée a un volume de 100 ml
d’eau chaude (45°C) de facon a obtenir une concentration de 10% (P/V). L’infusion a été
laissée reposer pendant 24 heures a I’obscurité et a température ambiante. Apres agitation a
I’aide d’un agitateur magnétique, deux filtrations successives ont été effectuées sur papier
Wattman n°1. Une solution aqueuse de I’extrait brut était obtenue. Le filtrat a été séché par un

rota-vapeur (Heidolph).
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II1.6 Calcul du rendement d’extraction

L’équation, indiquée en ci-dessous, a été utilisée pour la détermination du rendement (Rdt) des
trois extraits. Cette formule mathématique représente le rapport entre la masse de I’extrait

obtenu (m) et le poids de matériel végétal utilisé (mo) (Bssaibis et al., 2009)

Rdt(%) = 22 x100

m,

Rdt : rendement de [’extrait de la plante.
m : quantité de l’extrait exprimé en gramme (g).
my : quantité de la matiere seche utilisée pour [ ’extraction exprimée en gramme (g).

II1.7 Analyses phyto-chimiques

L’analyse qualitative a été réalisée sur des extraits hydro-alcooliques des feuilles de la plante
Myrtus communis. Un criblage phyto-chimique a ét€ suivi et basé sur la présence ou absence
de certains métabolites secondaires, a savoir le développement de coloration et /ou la
formation de trouble ou un précipité témoignant d'une réaction spécifique entre les
groupements chimiques et les réactifs utilisés. Dans cette partie, différents tests ont été
appliqués afin de détecter qualitativement les principales familles de métabolites secondaires

extraits des feuilles de la plante Myrtus communis.

A. Tanins
La présence des tanins a été mise en évidence dans 1 ml de ’extrait alcoolique des feuilles
dans le premier tube et 1 ml de I’extrait alcoolique dans le deuxieme tube par 1’addition de
2ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de chlorure de Fer (ou FeCls) diluée a 1 %. La réaction
au FeClspeut soit provoquer I’apparition de précipité d’une coloration bleuatre ou bleue-noire
intense caractérisant la présence des tannins galliques, ou une coloration verdatre ou bleue-
verte qui fait preuve de présence de tannins (Alilou et al., 2014).

B. Flavonoides
A un échantillon de 5 ml de I’extrait alcoolique de la plante, il est ajouté 5 ml d’une solution

d’alcool chlorhydrique (0,5 N), trois copeaux de Magnésium et quelques gouttes d’alcool. La
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présence de flavonoides est confirmée par la coloration rouge orangée ou rosée et / ou rouge
violacée (Adida et al., 2016).

C. Stérol et stéroide
Cinqg millilitres d’extrait alcoolique des feuilles de la plante étaient évaporés a sec sur un bain
de marie. Le résidu était dissous dans deux gouttes d’anhydride acétique CH3;COOH.
L’addition d’une goutte d’acide sulfurique H,SO4 pure développait en présence de produits
stéroliques ou terpéniques une coloration mauve virant au vert (Isidore et al., 2019).

D. Composés réducteurs
Leur détection consistait a traiter 1 ml de I’extrait alcoolique avec 0.5ml de la liqueur de
Fehling A et B puis chauffer. Un test positif était révélé par la formation d’un précipité rouge
brique (Amonkan et al., 2010).
E. Saponosides
Dix millilitres de I’extrait aqueux de la plante étaient incorporés dans un tube del6 mm de
diametre et de 16 cm de hauteur. Apres 1’avoir agité verticalement pendant quinze minutes, la
hauteur de mousse était mesurée. Une hauteur de mousse supérieure a 1 cm indique la
présence de saponosides (AD et al.,2019).
F. Alcaloides
Cinq millilitres d’extrait d’alcoolique étaient évaporés a sec. Le résidu était repris par 5 ml
d’alcool chlorhydrique dans le tube a essai ol on ajoutait quelques gouttes du réactif de
Dragendorff. L’ apparition d’un précipité orangé indiquait la présence d’alcaloide (Bamba,
2013).
G. Quinones libres
Un gramme de poudre des feuilles de la plante myrte était placé dans un tube a essai avec 15 a
30 ml d’éther de pétrole, apres agitation et a laisser reposer pendant 24heures, les extraits
étaient filtrés et concentrés au rota-vapeur. La présence des quinones libres était confirmée par
I’ajout de quelques goutte de NaOH (0,1 N) et I’obtention de la phase aqueuse virant au jaune
rouge ou violet (Adida et al., 2016).
H. Anthraquinones
Un gramme de poudre des feuilles a été placé dans un tube a essai avec 15 ml de méthanol et
le tout était laissé reposer pendant 30 min. Les extraits alcooliques ont été filtrés et séchés par

rota-vapeur, puis il a été ajouté 5 a 10 ml de chloroforme. Ensuite, 2 ml de I’extrait alcoolique
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N

ont été ajoutés a une solution de KOH 10% suivie d’une agitation. La présence des
anthraquinones était confirmée par un virage de la coloration de la phase aqueuse au rouge
(Allangba et al., 2016).

I. Anthocyanes

Dans un erlenmeyer, il a été ajouté 2 g de poudre des feuilles de la plante dissoute dans 100 ml
I’eau distillé a 90 Ce. Avant la filtration, I’extrait devrait reposer 30min. Ila été€ ajouté ensuite
2ml de I’extrait préparé des feuilles dans un tube a essai puis additionné de 2ml de HCI (2N).
L’apparition d’une coloration rose-rouge qui virait au bleu-violacé par addition d’ammoniac
indiquait la présence d’anthocyanes (AD et al., 2019).

J. Coumarines

Un gramme de poudre des feuilles de la plante a ét€ placé dans un tube a essai en présence de
quelques gouttes d’eau distillée. Le tube est recouvert avec du papier imbibé de NaOH dilué
et ont été portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoignait de la présence de
coumarines apres un examen sous ultra-violet (Allangba et al., 2016).

k. Terpenes

Un gramme de poudre des feuilles de la plante a été mélangé avec 10 ml de méthanol dans un
tube a essai pendant quelque minute. Ce mélange a été filtré a I’aide d’un papier filtre. 5 ml de
I’extrait méthanolique a été additionné avec 3 ml d’acide sulfurique pure. L’apparition d’une

couleur vert indique la présence des terpenes (Dif et al, 2015)

III.8 Détermination de la composition chimique

IT1.8.1 Analyse des extraits par I’ HPLC

Principe

L’analyse de la composition chimique des feuilles de Myrfus communis a été réalisée au
laboratoire de Chimie Pharmaceutique, Faculté de Pharmacie a Université Libre de Bruxelle,
Belgique. La technique d’HPLC faisait intervenir une phase stationnaire solide constituée de
particules fines et une phase mobile liquide, demeure la technique le plus souvent utilisée, car
elle présente de nombreux avantages tels que sa simplicit¢ de mise en ceuvre, sa
reproductibilité, une gamme étendue de phases stationnaires commercialement disponibles

permettant de moduler les interactions avec le soluté, et ces diverses possibilités de couplages
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avec d’autre techniques chromatographies et / ou des systemes de détection (Medana et al.,
2008; Michel, T. 2011 ; Fawzia., 2015).

Appareillage
HPLC analytique de type (Waters, Milford, MA, USA) est constituée des éléments suivant:
une colonne Symmetry C18 (7pm, 4,6 x 50 mm), avec un flux débit de 5 ml / min, avec
I’acide formique (2% dans I’eau)/ méthanol comme phase mobile (solution A), CH30H
(solution B). la séparation a été effectuée dans 90 min pour I’extrait comme suit (méthanol %,
temps):
(5%, 0 min) (95%, 70 min) et (30%, 90 min), (VCAP 3500 eV; Source T °, 350 ° C;
fragmenteur, 110 V; skimmer, 65 V).
Mise en ceuvre pratique
10 g de poudre des feuilles a été extrait trois fois avec 100 ml de méthanol dans un bain d’eau
pendant 1,5h. Ensuite I’extrait brut a été filtré a I’aide du papier whatman n°1 pour obtenir le
filtrat (liquide), ce dernier a été évaporé a sec sous pression réduite a 60C°. L’extrait sec
méthanolique a été mis dans un 200ml d’eau distillé pour I’extraire avec 200ml de
chloroforme. Deux couches ont été apparues, la couche organique a été rejetée et la phase
aqueuse a été extraite avec 200 ml d’actétate d’éthyle a trois reprises. Puis Dextrait était
évaporé pour obtenir ’extrait final et sec. Afin de commencer effectué sur le systeme de

séparation par HPLC, I’extrait final doit étre dissolution dans 1’eau milliQ (I’eau distillé pure).

II1.8.2 Analyse de I’huile essentielle par CPG/SM

L’analyse quantitative de I’huile essentielle de Myrtus communis a été réalisée au laboratoire

d’analyse de la qualité (AFAK), Oran, Algérie.

Mise en ceuvre pratique

La composition chimique de [I’huile essentielle a été déterminée a 1’aide d’une
chromatographie en phase gazeuse CPG (VARIAN CHROMPACK-CP 3900) couplé a un
spectrometre de masse SM (SATURN 20200). La colonne utilisée est colonne capillaire de
type VF5 de 30 cm de longueur et de 0,25 mm de diametre intérieur, sa nature : 5% phényl-
polysinoxane et 95% de méthyle (cette colonne est considérée comme phase stationnaire),

I’injection a été faite en mode SPLIT ; le volume injecté de I’huile essentielle diluée a 20%
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dans I’hexane est de 0.2ul. L’hélium (He) a été employé comme gaz vecteur a un débit de 0,3
ml/min ; le gradient de température utilisé est de 50 a 220 a raison de 5°C min™ en mode
SPLIT. La température de I’injecteur et de la ligne de transfert sont de 250C°. Au début la
température du four a été programmée de 50 °C en isotherme pendant 10 min puis augmentée
a raison de 5°C/min pour atteindre 220 °C. Les composés de 1’huile essentielle correspondant
aux pics majeurs, 1’identification des composants a été effectuée par la comparaison des temps
de rétention avec la base des données NIST (National Institute for Standard Technology) et

par comparaison avec des données de la littérature.

I11.9 Evaluation de ’activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante des deux extraits (hydro-alcoolique et aqueux) des feuilles de la
plante Myrtus Communis a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radicale

DPPH (diphénylpicryl-hydrazyl).

Principe

Les antioxydants sont des molécules qui lorsqu’elles sont présentes a faibles concentrations
par rapport aux substrats oxydables, retardent ou stoppent le processus d’oxydation (Chaouch,
T. M. 2014). Pour évaluer I’activité anti-oxydante des extraits naturels, différentes méthodes
ont été développées. Ces méthodes impliquent le mélange d’especes oxydantes, tels que des
radicaux libres ou des complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des
antioxydants capables d’inhiber la génération de radicaux (Prior et al., 2005). Ces
antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes majeurs, par transfert d’atome d’hydrogene
ou par transfert d’électron. Ainsi, compte tenu des différents facteurs impliqués, tels que les
propriétés physico-chimiques des molécules, (Floegel et al.,2011).

Dans cette présente étude, la mise en évidence de I’activité anti-oxydante in vitro des extraits
(hydro-alcoolique et aqueux) a été réalisée par le piégeage du radical libre DPPH.

Mise en ceuvre pratique

Selon le protocole décrit par (Mansouri et al,2005 ; Talbi et al, 2015), les antioxydants
réduisaient le diphénylpicryl-hydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune, figure
III.6, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).
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Figure II1.6 : Réduction du radical libre DPPH

Un volume de 1800 pl des extraits a été ajouté a 200 pl DPPH (0.024 % préparé dans du
méthanol). Parallelement, un contrdle négatif était préparé en mélangeant 1800 pl de méthanol
avec 200ul de la solution de DPPH. La lecture de 1’absorbance était effectuée contre un blanc
préparé pour chaque concentration a 517nm aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a
température ambiante. L’activité anti-radicalaire était estimée selon I’équation ci-dessous :

Activité anti-radicalaire(%) = [(Abs controle — Abs échantillon) / Abs controle] x 100

(%)= Activité anti-radicalaire.
Abs controle : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).
Abs échantillon : Absorbance du composé d’essai.

Les concentrations des extraits en fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont été tracées
graphiquement a la fin de la réaction afin d’obtenir I’index ICsg (la concertation d’antioxydant

requise pour diminuer la concertation du DPPH " initiale de 50%) (Houia et al., 2018).
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DEUXIEME VOLET : Etude in vivo (Dosages biochimiques et Histologie)

Les explorations biologiques étaient basées sur une étude in vivo incluant une toxicité sub-
chronique (60 jour). La méthodologie et le protocole expérimental suivi sont été décrits selon
(Ramirez et al., 2007).Cette présente étude cherchait a évaluer les effets préventif des extraits
hydro-alcoolique et aqueux a partir des feuilles de la plante Myrtus communis contre la

toxicité du cadmium induites chez un modele animal expérimental a savoir le rat Wistar.

II1.10 Préparation des animaux

Les animaux d’expérience étaient des rats albinos (ou Wistar) de sexe male ayant un poids
moyen de 145+20 g. L’élevage des animaux était réalisé au niveau de ’animalerie de
département de biologie, faculté des sciences, université de Saida. La température moyenne, a
I’intérieur de 1’animalerie, variait entre 20-25°C, avec un cycle photopériodique de 12 heures
de lumiere/obscurité. Les rats étaient logés dans des cages en plastique, chacune portait cinq
rats recevant la nourriture et I'eau a volonté (Annexe 02). La liticre utilisée est la sciure,

renouvelée quatre fois par semaine pour assurer le bon état hygiénique des animaux.

II1.11 Mode d’alimentation

Les animaux sont soumis a un régime standard (ONAB) (Office National de I'aliment de
Bétail, Oued Tlelat, Oran). Les conseils pour la protection et l'utilisation des animaux de
laboratoire sont suivis (Benaicheta et al, 2015). Ce régime standard est supplémenté en
minéraux et vitamines et fournit 371.88 kcal. Il contient 14 % de I’énergie sous forme de

protéines, 76 % sous forme de glucides et 10 % sous forme de lipides (Tableau 111.2).

Constituants Teneur Valeur énergétique
(g/100g de régime) Kcal
Caséine 16 65.6
Méthionine 0.30 1.23
Amidon 60.33 247.35
Saccharose 05 20.50
Cellulose 05 -
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Sels minéraux 7.37 -
Vitamines 02 -
Bl 04 37.20
Totale 100 371.88

Composition du mélange minéral (g/100g de régime) : Ca**=4, K'=2.4, Na*=1.6, Mg**=0.4, Fe**=0.12, éléments
traces : manganese : 0.032, cuivre : 0.05, zinc : 0.018.

Composition du mélange de vitamines (mg/kg de régime) : rétinol = 1.8, cholécalciférol = 0.019, thiamine = 6 ,
riboflavine =4.5 , acide pantothénique =21 , inositol= 5, acide ascorbique =240, a-tocophérol= 51, acide
nicotinique= 30 . acide folique= 1.5. biotine =0.09.

II1.12 Préparation du Traitement a base des extraits des feuilles Myrtus communis

Les méthodes de la préparation des extraits ont €t€¢ motionné dans le premier volet. Les
extraits utilis€s comme les traitements qui ont ét€ préparés a partir de la dose de 1g/kg. Alors,
10g de I’extrait brut de I’extrait hydro-méthanolique ou extrait aqueux (EHM ou EA) doit étre
dissous dans 100ml I’eau distillée (p/v) pour ’obtention d’une solution a une concentration

100mg/ml. Cette dernicre, est une dose pour un rat qu’il pese 100 g.

I11.13 Préparation la solution de cadmium

La dose du sel de Cadmium CdCl, utilisé dans la présente étude, était de 18mg/kg. Cette dose a
été utilisée comme dose toxicologique et représentait le dixieme (1/10) de la dose létale
(DLs5p=180 mg/kg) élaborée par I’équipe (ANSES, 2012), au cours de leurs expérience sur les
modifications morphologiques et le stress oxydatif opérés au niveau des différents tissus

(Reins, foie, testicules et prostate).
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Elevage

~

Rats traités

par Cd Rats témoins
ygs v T~
Rats Rats Rats / l \
(Cd+EHM) (Cd+EA) Rats Rats Rats
(Cd) (ED) (EHM) (EA)

N -
—
Période d’expérimentation
(60 jours)

— Sacrifice

Prélevement des organes Prelevement de sang

Reins, foie, prostate et testicules Plasma et sérum

Schéma III.2 : Organigramme récapitulant le protocole expérimental ; (Cd) : rats exposés au cadmium,
(EHM) ; rats traités avec |’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Myrtus communis ; (EA) : rats
traités avec extrait aqueux; (Cd-EHM) : Rats exposés au Cd et traités par EHM en méme temps,(Cd-
EA) : Rats exposés au Cd et traités par EA en méme temps ; (ED) : rats témoins recevant de 1’eau

II1.14 Traitement des rats

Les rats étaient répartis en 6 groupes (10 rats / GR) (Tableau III.3) ; chaque lot recevait un
régime spécifique et étaient soumis a un entretien selon les lois de protections des animaux.
Les animaux ont été suivis durant une période de 60 jours d’expérimentation avec la

détermination quotidienne du poids corporel.
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Tableau IIL3 : répartition et traitement des groupes

Groupes Effectif (n) Solutions Doses utilisées
administrées

GR 1 10 Eau de boisson -
GR2 10 CdCl, 18mg /kg (ANSES,2012)
GR3 10 EHM /Cd Cl, 1g/kg et 18 mg/kg en méme temps
GR 4 10 EA/Cd Cl, 1g/kg et 18mg/kg en méme temps
GRo6 10 EHM 1g/kg (1A Issa,2015)
GR7 10 EA 1g/kg (IA Issa,2015)

CdCl,: Chlorure de cadmium ; EHM : extrait hydro-méthanolique ; EA : Extrait aqueux ; p.c : Poids corporel.

Figure IIL.8 : Administration par gavage des
extraits de feuilles et de la solution de Cd

II1.14.1 Administration des solutions préparées aux animaux

Les extraits EHM et EA et la dose de cadmium étaient solubilisés dans de I’eau distillée. Ils
étaient administrés quotidiennement a des rats par gavage intra-gastrique a l'aide d'une sonde
rigide. Les doses des extraits des feuilles de la plante et du cadmium étaient résumées dans le
tableau précédent (tableau II1.3). La technique reposait sur le principe suivant; il faut
immobiliser le rat lors du procédé de I'administration des solutions et puis entamer I’opération
du gavage par la sonde. Une fois le bout de la sonde arrive a son estomac la substance est

injectée (figure II1.8). Les doses administrées en millilitre par gramme de poids d’un rat.
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I11.14.2 Suivi du poids des rats

Le poids corporel et la croissance des rats étaient suivis tous les cinq jours apres
administration par voie orale. Le poids était mesuré a I’aide d’une balance en gramme (g) et le
taux de croissance des rats par rapport au 1 jour était exprimé en % et calculé selon la

formule suivante.

(Pj— Pj0)100
PjoO

Taux de croissance % =

Pjy: Poids de 1* jour.
Pj : Poids tous les 15 jours.

I11.14.3 Sacrifice des animaux et préparation des échantillons sanguins et
tissulaires

Le jour de sacrifice était le jour de la fin d’expérimentation. Les rats étaient mis a jeun pendant
12 heures. 11 a été réalisé des prélevements du sang et des organes pour réaliser des analyses

biochimique sérique, hormonale, hématologique et ainsi 1’étude histo-pathologique.

II1.15 Méthodes de dosage

IT1.15.1 Analyses biochimiques

111.15.1.1 Exploration de la fonction rénale

A. Dosage de la créatinine (selon la fiche technique Biomaghreb)

Principe :
Les tableaux .... Ci-dessous montre la réaction colorimétrique de la créatinine avec I’acide
picrique en milieu alcaline pour donner un complexe coloré, le développement de cinétique est
mesurée dans I’intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en créatinine de

I’échantillon.

Compositions Volume

Réactif 1 (alcaline) Hydroxyde de sodium 1,6 mol/l
Réactif 2 (coloration) Acide picrique 17,5 mmol/l
étalon Créatinine 2 mg/dl

Tableau II1.4 : Compositions chimiques des réactifs utilisés dans le dosage de la créatinémie.
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Mode opératoire

Standard Echantillon

Standard oot e
échantillon e 100ul
Réactif de travail 1ml 1ml

Le réactif de travail a été préparé avec deux réactifs (R1+ R2)
La lecture de l'absorbance (Al) apres 30s ensuite (A2) exactement 60s apres.
La concentration de créatinine est mesurée par spectrophotometre a une longueur d’onde 492 nm

(490-510).

Tableau IIL.5 : Protocole de préparation de 1’échantillon testé (Créatinine).
B. Dosage de I’urémie (selon la fiche technique Biomaghreb):
Principe
L’enzyme I’'uréase hydrolyse ’'urée en ammoniaque (NH4+) et le dioxyde de carbone (CO»).
L’ion ammonium réagit avec le salicylate et hypochlorite dans une réaction catalysée par
nitroprusside pour donner un composé€ de couleur verte indophénol dont I’intensité est

proportionnelle a la concentration en urée.

Composants Volume

Réactif 1 (R1) Tampon

Réactif 2 (R2) EDTA 2mmol/1
Salicylate de sodium 60mmol/1
Nitroprussiate de sodium 32mmol/l
Uréase 30000071
Phosphate pH 6,7 60mmol/l

Réactif 3 (R3) Etalon urée 0,50g/1

8,325mmol/l

Réactif 4 (R4) Hypochlorite de sodium 40mmol/l

Hydroxyde de sodium 150mmol/1

Tableau II1.6 : Compositions chimiques des réactifs utilisés dans le dosage de 1’urémie.
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Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Etalon = - 0T e ——
Echantillon @ ———— 10 pl
Réactif de travail 1 ml I ml Iml

- Le réactif de travail est un mélange des deux réactifs (R1+R2).

- ’incubation des tubes qu’ont été préparés pendant 5 min a 37 C°

Réactif 4 1 ml Iml Iml
-L’incubation deuxieme fois apres avoir ajouté le réactif 4.

-La concentration de I'urée est mesurée par un spectrophotometre a

une longueur d’onde de 590nm.

Tableau II1.7 : Protocole de préparation de I’échantillon testé (Urée).
111.15.1.2 Exploration de la fonction hépatique

A. Détermination de I’activité des transaminases plasmatiques (selon la fiche technique
Spinreact)

Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT/ TGO) et alanine aminotransférase (ALAT/TGP) font
partie d’un type d’enzyme, ces enzymes catalysent des acides a-cétoniques (substrat) en acides

aminés glutamate (produit) par transfert de groupe amine. Selon les réactions suivantes :

L. Aspartate + o-cetoglutatate

» Oxaloacetique + L. glutamate.

Alanme + o-Cetoglutate » Pyruvate + glutamate.

La concentration de ces enzymes dans le sérum est mesurée par un spectrophotometre a une

longueur d’onde de 340 nm.
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Les compositions Le volume

NADH

Réactif de travail (substrat Tris pH 7,8 80mmol/l

TGO+ tampon) L-Aspartate 200mmol/1
NADH 0,18mmol/1
Lactate deshydrogene (LDH)  800U/L
Malate deshydrogénisé 600U/L
(MDH) 12mmol/1
a Cétoglutarate.

Réactif de travail (substrat Tris pH 7,8 100mmol/1

TGP+ tampon) L- Alanine 500mmol/1
Lactate déshydrogenase 1200U/L
(LDH) 15mmol/l
a Cétoglutarate. 0,18mmol/1

Tableau II1.8 : Compositions chimiques des réactifs utilisés dans le dosage de TGO et TGP

Mode opératoire

Réactif de travail (ml)
Echantillon (ul)

100

les tubes des échantillons sont mis au spectrophotometre afin de lire 1’absorbance (A).

L’incubation pendant 1min a 37C°

Apres I’incubation,

Tableau II1.9 : Protocole de préparation des échantillons testés (TGP &TGP).

I11.15.1.3. Détermination quantitative de glucose

Principe

Le glucose oxydase (GOD) catalyse le glucose sanguin en acide gluconique en formant le

peroxyde d’hydrogene (H20»). Ce dernier, en présence de I’enzyme peroxydase (POD), oxyde

le chromogene incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet

(quinoneimine) selon les réactions suivantes :
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Lty
F-D—gluncose + Oz + HO - Acide gluconigue + Hz Oz

POy

H; O3 + phémol + 4- aminophénazone Quinomne + H O

Réactif 1 Tampon tris pH=7 100mmol/1
Phénol 0,3 mmol/l

Réactif 2 (Enzyme) Glucose oxydase 10000 U/L
Péroxydase amine 4- 1000U/L
antipyrine 2,6mmol/l

Réactif 3 (standard) Glucose 1g/1

Tableau II1.10 : Compositions chimiques des réactifs utilisés dans le dosage de la glycémie.

Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
Standard =00 -eeee-- op e
Echantillon @~ - e 10 pl
Réactif de travail 1ml 1ml Iml

- Réactif de travail est un mélange les deux réactif (R1+R?2)

- La lecture les (A) se fait apres I’incubation les tubes pendant 10 min a 37°C

Tableau II1.11 : Protocole de préparation de 1’échantillon testé (glucose).

II1.15.2 Hémogramme, Numération de la formule sanguine (FNS)
Principe

Hémogramme est un examen hématologique se fait par un appareil de mesure automate

(Annexe 03), qu’il travail par deux procédure :

1- La détection du volume des cellules par variation d’impédance : cette technique a été mise
au point par COULTER . Le principe repose sur la détection de la charge électrique spécifique
a chaque type de cellule ou particule. Les sont traversées dans un conducteur fluide, elles

provoquent des vibrations mesurables a travers un orifice. Le nombre de vibrations indique le
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nombre de molécules. Chaque particule est identifiée puisque 1I’amplitude de chaque vibration
est proportionnelle au volume de la particule (Siby, M. T. 2008).

2- La détection optique : le passage des particules du sang se fait I'une par une dans un
microcanal qu'est traversé transversalement par un faisceau lumineux. L’interaction comporte
une diffusion et une diffraction de la lumiere dépendant de plusieurs parametres dont la taille
et la forme de la cellule. La lumiere est essentiellement recueillie par une cellule
photoélectrique et chaque variation d’intensité lumineuse est convertie en signal électrique
(Keita, 1. 2011).

Parametres de I’hémogramme :

L’ hémogramme permet de mesurer le nombre absolu et identifier de cellules contenues par
unité de volume de sang comme (I’hémoglobine, I’hématocrite, numération des érythrocytes ;
numération des leucocytes et numération des plaquettes). Les principales constantes
érythrocytaires « Volume Globulaire Moyen (VGM) ; Volume plasmatique Moyen (VPM) ;
Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH) ; Teneur Corpusculaire
Moyenne en Hémoglobine (TCMH) et Indice de distribution du globule rouge (IDR) ». et les
principes constante leucocytaires « polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles, de

monocytes et de lymphocytes ».
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II1.15.3 Dosage des marqueurs biologiques de la fonction reproductrice male

Le sang prélevé a été mis dans des tubes héparines a une température ambiante du laboratoire
(20 °), puis centrifugé a une vitesse de 3000 tr / min pendant 10 min pour la séparation du

sérum.

I11.15.3.1 Dosage sérique de I’hormone testostérone

Les concentrations sériques de testostérone ont été mesurées a 1’aide d’un appareillage
automate mini analyseur VIDAS (Bio Merieux, Marcy-1'Etoile, France). La méthode utilisée
était un dosage enzymatique fluorescent de type sandwich « ELISA » en phase hétérogene ou
les hormones sont capturées entre deux anticorps monoclonaux murins. Les niveaux sériques
de testostérone ont été obtenus en deux étapes pour une détection finale par fluorimétrie. Un
contrdle de qualité a été effectué pour chaque kit utilisé VIDAS-TESTOSTERONE afin de

valider les résultats.

I11.15.3.2 Dosage sérique du l’antigéne spécifique de la prostate (PSA)

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

de valider les résultats.

II1.15.4 Dosage du cadmium tissulaire (Pris de document est la propriété du
Centre National de Toxicologie).

Principe

Le dosage du cadmium dans les tissus (Foie, reins, testicules et prostate) a été réalisé par la

technique d’analyse qui est la spectrophotométrie d’absorption atomique électrothermique

(SAAE) au niveau de laboratoire AFAK & Oran, Algérie. La raie de résonance de I’élément a

doser est envoyée dans la vapeur atomique de cet élément.
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Dans ce cas, seuls les atomes a 1’état Eg peuvent absorber la radiation. La mesure de I’ intensité
lumineuse avant et apres le passage dans la vapeur atomique permet de déterminer le
pourcentage d’absorption selon la loi de Beer-Lambert.
Appareillage
» Spectrophotometre d’absorption atomique équipé d’une correction par effet Zeeman
type Analyst 800 Perkin Elmer.
» Four d’atomisation type THGA (four graphite a chauffage transversal)
» Lampe de cadmium de type EDL (Electrodless discharge lamp).
Réactifs et solution d’étalonnage :
» Eau distillée acidifiée a 0,2% acide nitrique
» Acide nitrique (d=1,4) supra pur a 65%
> Solution stock de cadmium 1g.L™".
> Solution fille étalon 2 Img.L"' (1ppm) obtenue par la dilution au 1/1000 de la solution
stock 1g.L™" dans de I’eau acidifiée a 25% d’acide nitrique.
> Solution fille étalon de cadmium a 20 pg.L™"' (20 ppb) obtenue par la dilution au 1/50
de la solution intermédiaire 2 Img.L™' dans de I’eau acidifiée 2 25% d’acide nitrique

» Modificateur de matrice : Mélange de NH4H,PO,4 et Mg(NO3),

- Ammonium dihydrogénophosphate.................cocoiiiiiiiiiiiiiiiin... 10g
- Nitrate de MmagnéSiuM ........o.ovuiitiitiit et eeenieeeennns 0,6g
- Baudistillée.......ooooiiiiii q.s.p 1000ml

Protocole opératoire

a) Prétraitement de I’échantillon :
Les organes subiront une minéralisation comme suit :
e Introduction de 50 mg des organes dans la bombe de digestion en téflon
e Ajouter 0,5 mL d’un mélange de 05 volumes d’acide nitrique NHO3 et 01 volume
d’acide chlorhydrique HCL supra pur. Ensuite, on le met dans 1’étuve a 170 °C
pendant 05 heures.
e Laisser refroidir. Puis on dissout le résidu dans I’eau distillée et compléter 05 ml

avec le méme solvant a 1’aide de micro pipette (1000ul)
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b) Condition opératoires :

e Longueur d’onde : 228,8 nm

e Fente: 0,7 nm

e Alimentation de la lampe EDL : 230 mA

e  Gaz vecteur : Argon

e Programme thermique

¢) Etablissement de la courbe d’étalonnage
La spectrophotométrie d’absorption atomique (ou SAA) est une méthode quantitative et
qualitative qui consistait tout d’abords a réaliser 1’étalonnage.
La gamme d’étalonnage a été effectuée soit manuellement soit par auto sampler
(échantillonneur automatique) a partir de la solution étalon fille a 20 ppm. Les points de
gamme étaient préparés comme suit :
Le volume d’étalon ou d’échantillon a analyser (minéralisit des organes) injecté dans le four
était de 20ul. Le volume de modificateur de matrice prélevé pour chaque échantillon de
minéralisat était de Sul. Les densités optiques ont été relevées apres I’établissement de la
moyenne de trois lectures successives de chaque solution. La concentration de I’échantillon a
été directement lue sur la courbe d’étalonnage établie.

d) Expression des résultats :
Les résultats sont exprimés en ug de cadmium par kilogramme d’organe en prenant en compte
le facteur de dilution de I’échantillon. Le domaine de linéarité sélectionné pour notre domaine
de validation comprend I’intervalle de concentrations suivantes :
0,1pgL ", 03ug L, 0,5ug.L", 0,7ug.L", 0,91pg. L.
Gamme d’étalonnage :

La SAA est une méthode quantitative et qualitative, il donc faire un étalonnage :

Tableau II1.12 : Gamme étalonnage de cadmium
Parametre I I I v \Y%
Concentration pg.L™" 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
Densité optique (DO) 0,0069 0,0180 0,0351 0,0414 0,0591
(v
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Courbe d'étalonnage du Cadmium dans les organes
(Foie. Reins,. Testicules et Prostate)

.............................................................................................................................................................

Densité optique

Time

Concentration en ng.g™*

Figure II1.10: Courbe étalonnage du cadmium tissulaire

II1.16 Etude histologique des organes

L’étude histologique a été réalisée au niveau du service d’anatomie et pathologie a I’EPH
(Etablissement Publique Hospitalier) Youcef Damardji de Tiaret par une praticienne
spécialiste en anatomie pathologique. Les différentes étapes étaient les suivantes: les étapes

pris de site “Over-blog. Web »

a. Prélevement

Apres sacrifice des animaux, les tissus a savoir les reins, le foie, les testicules et la prostate ont
été prélevés puis pesés et plongés dans un liquide fixateur.

b. Fixation

La fixation a pour but d’immobiliser les tissus dans un état aussi proche que possible que
celui chez le vivant. C’est I’étape obligatoire, irréversible. Elle agit sur les molécules qui
composent les tissus :

- Elle inhibe ’action microbienne
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- Elle inactive les molécules qui pourraient changer la morphologie tissulaire comme les
enzymes.

- Elle également préserve au maximum I’intégrité chimique des tissus.

Le formaldéhyde (CH20) est le seul aldéhyde gazeux. Il est dissout dans 1’eau avec une

saturation de 40%. Cette solution est généralement appelé « formol » ou « solution de

formaldéhyde concentré ». le fixateur est préparé avec:

Formaldéhyde « concentré du COMMETICE »......covvviriiiiienieiiieenieeiieanneanns 1 volume

BEau diStlIEe. . . ... e e 9 volume

c. Prélevements des sections tissulaires

C’est une étape fondamentale dans I’analyse histologique, puisque la lecture et 1’ interprétation
microscopique des préparations en dépendent. Apres la fixation, le pathologiste effectue des
prélevements repérés et orientés par la macroscopie. Ces données sont consignées sur une
fiche de macroscopie et chaque prélevement est de ce fait individualisé. Les fragments
sélectionnés doivent €tre placés dans les casettes identifiées. L’ensemble des casettes est

regroupé dans le fixateur en attendant I’étape suivant (figure II1.11).

Figure II1.11 : Mettre des échantillons dans
les casettes

d. Déshydratation, éclaircissement et I’imprégnation en paraffine

Elle repose sur la substitution de I’eau qui est dans les tissus par une substance hydrophobe et
chimiquement inactive. Elle a lieu dans une série de bains d’alcool a différents degrés, qu‘est
effectuée a I’aide d’un automate « Leica, TP 1020 » figure III.12, qui est programmable selon
le cycle choisi et peut contenir un grand nombre de cassettes rangées dans un panier figure

III.13. ensuite I’étape suivante d’éclaircissement nécessite de faire 3 bains de xylene afin
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d’éliminer toutes les traces d’alcool. Et enfin I’étape derniere a laide d’automate, c’est

I’imprégnation qui se fait par remplacement la paraffine liquide au xylene. Ces étapes sont

résumées dans le tableau III. .

Figure I11.12: Automate d’hydratation, Figure II1.13 : Panie des casettes

Leica TP1020

Tableau II1.13: Temps de déshydratation, éclaircissement et imprégnation

Etapes Solvants Temps donnés

Déshydratation Alcool 80° 15 min

Alcool 95° 30 min

Alcool 100° 30 min

Alcool 100° 30 min
Eclaircissement Xylene 15 min

Xylene 30 min

xylene 30 min
Imprégnation Paraffine 1 heures

Paraffine 1 heures

e. Mise en blocs enrobage

A T’aide « Station d’enrobage » figure II1.14 qu’il comporte deux plaques:
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% une plaque de travail avec une température de 70°C (A).

% Plaque de refroidissement 15°C (B).
Mettre les échantillons dans les moules métalliques afin de couler dans des casettes apres les
repérages du future plan coupe est délicatement posé. Un complément de paraffine est ajouté.
Une fois la paraffine refroidie dans une deuxieme plaque, les cassettes marquées et les blocs

sont préts a la coupure.

- — e mem— |
4
S

Figure I11.14 : Station d’enrobage, la marque « Leica, EG 1160
f. Réalisation des coupes
L’appareil utilisé est le microtome a paraffine modele «Leica RM2235» figure III.15. Ce
I’appareille permet d’obtenir des coupes séri€es disposées en forme de ruban et tres fines dont

I’épissure de 3a 5 um.

Figure II1.15: Microtome a paraffine,
«Leica RM 2125 ».
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g. Réalisation des lames blanches

1. Confection des lames

Les coupes sont plissées et doivent étre étalés sur un milieu liquide (bain marie) a T° 45°C,
figure II1.16. Puis déplisser les coupes recueillies a sa surface, et montées sur lame de verre.

Ensuite inscrire le nom de I’échantillon a I’aide de graveur.

Figure II1.16 : Bain marie, « Leica. HT1210

2. Séchage des lames
Cette étape permet de faciliter I’adhérence des coupes sur les lames de verre avant I’étape de
déparaffinage. Le séchage des lames est réalis€ dans une étuve ventilée a 58°C pendant une

heure afin d’évaporer les gouttelettes d’eau et de bien adhérer la coupe.
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h. Coloration
1. Déparaffinage et hydratation
Cette étape consiste a éliminer le milieu d’inclusion (paraffine) puis de la réhydrater tableau

IL.2.

Tableau I11.14 : Batterie de déparaffinage et de réhydratation des coupes avant

coloration
Déparaffinage ' Réhydratation des coupes
Xylene Xylene — Xylene Alcool Alcool  Alcool Eau courante (ringcage)
1 2 3 100% 95% 70%
2 min 2min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min
3 bains de xylene pour 3 bains d’alcool pour éliminer Pour éliminer 1’alcool
éliminer la paraffine le xylene

2. Coloration et déshydratation :
La coloration standard a été appliquée pour nos lames a savoir ’hématoxyline-Eosine, qu’elle
permit de colorée le noyau en bleu et le cytoplasme en rose, selon les étapes suivantes (tableau

11.2) :

Tableau II1.15: Batterie de coloration Hématoxyline-éosine

Coloration Hématoxyline Harris 2 min
Alcool acide 2 min
Bicarbonate de lithium 2 min
Alcool 95% 2 min
Eosine alcoolique 20 seconds
Eau robinet quelque second
Déshydratation Alcool absolu 100% 2 min
Eclaircissent Xylene 2 min

i. Montage des coupes

Il consiste a fixer a ’aide d’une résine (Eukitt) synthétique une lamelle couvre-objet sur la
coupe afin de protéger de la dégradation chimique des colorants qui s’oxydent a I’air et des
bris mécaniques. Les coupes colorées ne supportent pas le dessechement. Il est nécessaire
d’interposer entre la lame et la lamelle un milieu répondant a certaines rigueurs.
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Chapitre IV: Résultats et discussion (1°° volet) Partie I11

1ére Volet: Extraction, screening chimique, tests anti-oxydatifs et

dosages des composants des feuilles de Myrtus communis
Ce chapitre présente les résultats de I’étude, englobant les différents parametres chimiques,

réalisée sur une partie végétale de la plante médicinale « Myrtus communis »a savoir les
feuilles. Ces résultats sont présentés ci-dessous renfermant des données sur les
expérimentations histologique et analytique (screening phytochimique et dosage
quantitative des composants des feuilles de la plante par les techniques de CPG et HPLC)
et ’activité antioxydante par DPPH.

Feuilles Myrtus communis (MC) J

. I N
/ *
A° . S
Feuilles fixées dans ‘ Poudre des feuilles J
I'alcool 70° \
Extraction J
‘ Etude des composants
bioactifs
Etude histologique
Macération Infusion Distillation Screening

phyto-chimique

Analyse par

Analyse par

Activité antioxydant CPG
HPLC

Schéma IV.1 : Design de I’étude des parametres chimiques concernant la partie végétale
(Feuilles) de Myrtus communis.
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IV.1 Histologie de la feuille Myrtus communis

L’observation des coupes anatomiques des feuilles de M. communis (figure IV.1) a été
réalisée a I’aide du microscope optique. Il a été ainsi permis d’une part de visualiser les
différents tissus et d’une autre part de localiser les poches sécrétoires des huiles
essentielles au niveau des feuilles de M. communis. L’étude des coupes histologiques
transversales des feuilles a révélé la présence des poches sécrétrices sub-épidermiques au

niveau des feuilles qui sont impliquées dans la synthese de I’huile essentielle.

Figure IV.1: Micro-photos des coupes anatomique et histologique de la feuille de M. communis
IV.2 Screening phyto-chimique et ses principes bioactifs

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur la poudre des feuilles de M. communis en
utilisant différents solvants organiques de polarité décroissante et des réactifs spécifiques
d’analyse chimique. Les résultats obtenus ont ét€¢ mentionnés dans le tableau IV.1.
L’analyse chimique a révélé la présence de terpenes, flavonoides, tanins, quinones, des
anthraquinones, alcaloides et autres composés réducteurs dans la poudre des feuilles alors
que les coumarines, anthocyanes, saponines et stérols étaient totalement absents dans la

poudre des feuilles de Myrtus communis.
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Tableau IV.1: Screening phyto-chimique de la poudre des feuilles de M.Communis

Métabolites secondaire; Feuilles MC Résultats
Terpenes +++
Flavonoides +++
Tanins +++
Quinones +++
Anthraquinones ++
Alcaloides | Mayer +
Dragendorf

Coumarines +
Anthocyanes -
Saponines -
Stérols -
Composés réducteurs +++

Les résultats sont classés selon : Réaction fortement positive : +++ ; Réaction faiblement positive : +;
Réaction moyennement positive : ++ ; Réaction négative :-.
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IV.3 Activité anti-oxydante des extraits de feuilles de Myrtus
communis

Les extraits aqueux et hydro-alcooliques, obtenus par la macération et I’infusion a partir
des feuilles de Myrtus communis (MC), ont permis d’aboutir a des rendements respectifs de
31,4 et 44,4 %. Concernant I’huile essentielle (HE), il a été enregistré un faible rendement
de I'ordre de 0,15 %. L’huile essentielle a été utilisée pour identifier les composants
bioactifs volatiles par la technique d’analyse qui est la chromatographie en phase gazeuse

(CPG) en raison de leur teneur et volatilité.

Les profils des activités anti-oxydantes des extraits hydro-méthanolique (EHM) et aqueux
(EA) ont été présentés dans les courbes ci-dessous (figure IV.2 et figue 1V.3). Les taux
d’inhibition correspondant a des valeurs nécessaires pour diminuer de 50 % la
concentration initiale des radicaux libres DPPH* ont été déterminés par la régression
linéaire a partir du tracé graphique (pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations des extraits EHM et EA). La comparaison des activités anti-oxydantes de
I’extrait EHM des feuilles de MC obtenu par macération (IC50=0.014mg/ml) et I’extrait
EA obtenu par infusion (IC50=0,0027mg/ml) avec celle exprimée par 1’acide ascorbique
pur servant de standard (ICs0=0,003mg/ml) a montré que I’EA présentait un effet inhibiteur
ou antioxydant plus élevé que celui de I’extrait EHM. Alors que, I’effet antioxydant de
I’extrait EHM était inférieur d’environ 4 fois par rapport au standard, et ce dernier était

inférieur une fois par rapport a I’extrait EA.( EHM< standard< EA)

(o)
=)
J

«

*0 | y = 5,829In(x) + 73,05
=

g R2=(0,3848

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
mg/mL

Figure IV.2 : Taux d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations
d’EHM.
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Concentration de I'extrait aqueux des feuilles myrfus communis L en mg/mL

Absorbance a 517nm

Figure IV.3: Taux d’inhibition du radicale libre DPPH en fonction des différentes
concentrations d’EA

IV.4 Chromatographie liquide a haute performance HPLC et en phase
gazeuse CPG

L’analyse de I’extrait des feuilles du Myrtus communis par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) a permis d'identifier 30 composés importants avec un
pourcentage élevé soit de 99.97%.Cette analyse a été marquée par la prédominance de
flavonoides (88.59 %) et d’acide phénolique (3.94 %). Parmi ces deux familles de
métabolites secondaires, il a été observé des taux différents pour les composés suivants ; a
savoir génistéine (29,48 %), méthylquercétine (16,56 %), kaempférol (13,26 %),
pinobanksine-3-acétate (9,18 %), cafféate de prényle (6,89 %),quercétine bis-méthylée
(3,66 %), quercétine (3,61 %), acide caféique (3,53 %), tectochrysine (3,39 %), acacétine
(2,88 %), naringinine (2,12 %) et pinocembrine (2,07 %). Les autres composés étaient
faiblement représentés tels que les terpenes (0,25%) et les stilbenes (0,07 %) (Tableau
Iv.2).
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Tableau IV.2: Composition de I’extrait hydro-alcoolique des feuilles Myrtus communis

déterminée par HPLC.
N  Composition Formule RT(min) %
01 | Acacetin C16 H12 O5 11.786 2.88
02 | naringinine C15 H12 O5 11.833 2.12
03 | Tectochrysin C16 H12 O4 11.85 3.39
04 | catéchine C15 H14 06 11.864 0.03
05 | methylquercétine C16 H12 O7 11.876 16.56
06 | Pinocembrin C15 H12 O4 11.896 2.07
07 | quercétine C15 H10 O7 11.933 3.61
08 | sucrose C12 H22 O11 11.958 0.01
09 | Bis-methylatedquercétine C17 H14 O7 11.966 3.66
10 | Acide Ferulicmethyl ester Cl11 HI2 O4 11978 0.01
11 | Pinobanksin-3-acetate C17 H14 06 12.004 9.18
12 | genistéine C15 H10 O5 12.015 2948
13 | Methoxy-pinobanksin C16 H14 O5 12.052 1.43
14 | chrysine C15 H10 O4 12.149 0.31
15 | acide cinnamique C9 H8 02 12.198 0.25
16 | acide caféique C9 H8 04 12.237 3.53
17 | Prenylcaffeate C14 H16 O4 12242 6.89
18 | Coumaricacidmethyl ester C10 H10 O3 12251 0.12
19 | Kaempferol C15 H10 O6 12284 13.26
20 | Resveratrol C14 H12 O3 1242 0.07
21 | Pinobanksin-3-propionate C18 H16 O6 12.553 0.04
22 | acide coumarique C9 H8 O3 12.904 0.01
23 | Pinostrobin C16 H14 04 13.21 0.57
24 | Totarol C20 H30 O 13.269 0.09
25 | Isoprenylcoumarate C14 H16 O3 13417 0.01
26 | Isoprenylferulate C15 H18 04 13.598 0.04
27 | Acide pimarique C20 H30 02 13.97 0.12
28 | 3-Hydroxy-4-methoxycinnamic acid C10 H10 O4 14.367 0.03
29 | Tyrosol C8 H10 02 14429 0.12
30 | Hexadecanoicacid C16 H32 02 14516 0.08
Total identifié 99,97

Tableau I'V.3 : Classes des composés des feuilles de Myrtus communis

Constituants %

Acide phénolique 3.94
Flavonoide

e Flavonol 77.22

e Flavone 6.58

¢ Flavanol 0.03

e  Flavanone 4.76

Totale 88.59

Terpene 0.25

Stilbene 0.07

Autre 0.21

La composition de I’huile essentielle a été analysée par chromatographie gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (CG/SM). Le chromatogramme, la nature chimique des

composés, les pourcentages et les temps de rétention pour chaque composé étaient
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présentés dans le (Tableau 1V.3). L’étude analytique d’HE a suggéré la présence et
I’identification del5 composés (96,07 %) dont les mono terpenes (46,45 %), les alcools
mono terpéniques (26,10 %), les oxydes terpéniques (22,87 %) et les sesquiterpenes (0,35
%). Les principaux composés étaient : 1,8-cineole (27,01%), a-pinene (21,07%), acétate de
myrtényle(20,19%), limonene (13,70%), et a moindre pourcentagel’acetate de linalyle(0,31
%) ,myrténol(0,21 %) et lumuléne( 0,05 %).

Tableau I'V.4 : Composition d’HE des feuilles Myrtus communis par GC / SM

N° Composés RT ( min) Y%
Mono terpéne
1 | a-pinéne 14,940 21,070
2 | B-pinéne 15,220 0,410
3 | Limonéne 16,150 13,700
4 | Linalool 17,900 3,840
5 | a-Terpinol 18,480 4,730
6 | Myrtenol 20,660 0,210
7 | Methyl eugénol 27,450 1,220
8 | P-Cymeéne 28,610 0,150
Total 45,33
Oxydes terpénique
1 | 1,8-cinéole 17,420 27,01
Total 27,01
Alcools monoterpéniques
1 Acetate de géranyle 26,120 0,880
2 | Acetate de linalyle 29,150 0,310
3 | Acetate myrtenyle 23,350 20,19
Total 21,38
Sesquiterpénes
Humuléne 30,170 0,050
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Oxyde de caryophylléne 30,410 0,640
Total 0,69
Total identifiés 96.070%
Nombre identifiés 15
mAU
0N -
1,8-cineole '
J
10 4
a-pinéne Acétate de myrtenyle
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Figure IV .4 : Chromatogramme GC/SM de I’huile essentiel de Myrtus communis.
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IV.5 DISCUSSION

Le bassin méditerranéen, incluant le territoire Algérien, est caractérisé par la présence de
plantes aromatique et médicinale dont la famille de Myrte. Le genre Myrte ainsi que ses
especes sont beaucoup plus utilisables par la population Algérienne a des fins thérapeutiques.
Ces herbes constituent une source de métabolites secondaires responsables de diverses vertus
pharmacologiques. La disponibilité de ces molécules naturelles bioactives est potentiellement
influencée par des facteurs environnementaux tels que la localisation géographique, la nature
du sol, les parties de la plante utilisées et la saison de récolte (Beddou, 2015). Actuellement
grace au développement des méthodes d’analyse physico-chimique et biologique, le choix
d’une meilleure méthode d’extraction des composés antioxydants est devenu crucial pour
apprécier le role préventif et/ou curatif de ces plantes. Dans ce contexte, le choix d’une partie
végétale et des techniques d’extraction et d’analyse appropri€es constituait réellement un
tournant décisif ou précurseur de cette présente étude et de sa démarche méthodologique
expérimentale.

L’observation faite au niveau des feuilles de I’espece MC a révélé la présence une seule
structure endogene de I’appareille sécrétoire de 1'huile essentielle (HE). Ce résultat est
similaire a celui de (Taleb-Toudert ,2015). Le manque de poches sécrétoires est responsable
d’un faible rendement en huile essentielle (HE) avoisinant les 0.15 %. Cette donnée est en
désaccord avec le travail de (Anwar, et al.,, 2017) qui a rapporté un rendement de 0,59 %. La
différence de rendement en HE pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs dont
essentiellement la période de récolte, la situation géographique et I’environnement dans lequel
se développe une plante influent considérablement sur la composition chimique de I’huile
essentielle, aussi la durée de séchage et la technique d’extraction des huiles essentielles y sont
impliquées.

L’obtention d’un faible rendement en huile essentielle incite a appliquer préférentiellement la
technique de chromatographie en phase gazeux, CPG/SM qui est plus efficace pour 1’étude de
la composition chimique des HE extraites des feuilles de Myrtus communis. Les études
comparatives des résultats obtenus de la composition chimique de ’HE de MC ont montré la
présence importante des flavonoides comme a-pinene ; limonene ; 1,8 cinéol et acétate de
myrtenyl (Ashnagar , et al, 2009 ; Messaoud et al, 2012; Zilkah et al 2014; Touaibia , 2014 ;
Hasdemir et al, 2016; Salehifar et al, 2017; Anwar et al., 2017). Les résultats de cette étude
convergent avec derniers.

Les résultats des tests qualitatifs, ou screening chimique, réalisés sur la poudre des feuilles de

Myrtus communis (MC) ont permis de déterminer la présence de certains métabolites
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secondaires (terpenoide ;flavonoide ;tanins ;quinone ;anthraquinone ;alcaloide ;composés
réducteur). Ces composés conferent a cette plante des propriétés biologiques trés importantes
comme le tanin permet de stopper I’hémorragie et de lutter contre I’infection. Les flavonoides
ont des propriétés anti-oxydante, antivirale, antibactérienne et tinctoriale les prédestinant a
des utilisations dans les industries pharmaceutiques, agroalimentaires et cosmétiques (Labiod,
2016). Des travaux antérieurs menés sur Myrtus communis sont en accord avec nos résultats
(Serio et al, 2014; Bayan et al, 2017). Dans le méme contexte, les tests quantitatif et qualitatif
réalisés par la technique HPLC ont permis d’identifier 30 composants représentés par 88,6 %
de flavonoides dont le génistéine était de 29,48 %, la méthylquercétine (16,56%), le
kaempférol (13,26 %), la pinobanksine-3-acétate (9,18%) et l'acide caféique (3,53 %). Les
résultats obtenus pour les différents travaux montrent que 1’extrait des feuilles (MC) est formé
essentiellement de génistéine, la méthylquercétine, le kaempférol, la pinobanksine-3-acétate
et l'acide caféique (Tuberoso et al, 2010 ; Snoussi et al, 2011 ; Aleksic et al 2014; Messaoud
et al, 2012 : Taamalli et al, 2013).

Ces dernieres années, I'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques a augmenté considérablement (Tahar, S et al.,2015). La procédure
de I’extraction des métabolites secondaires a été effectuée par deux méthodes (macération et
infusion) afin d’évaluer D’activité anti-oxydante des deux extraits des feuilles Myrtus
communis (MC) a savoir I’extrait hydro-méthanolique (EHM) et I’extrait aqueux (EA). Une
extraction alcoolique (méthanol) de MC effectuée par (Kanoun, 2011) a aboutit a un
rendement de 25,03 % et ’extraction aqueuse menée par (Bayan et al.,2017) a conduit a un
rendement de 29.66 %. Ces valeurs sont largement inférieures a celles de nos deux types
d’extraits (EHM et EA) qui étaient respectivement de 31,4 % et 44,4 %. Ces différences entre
les rendements pourraient étre attribuées a plusieurs facteurs pouvant influencer la quantité
des principes actifs comme le mode, le temps d’extraction, la température, la nature des
solvants, la préparation de la matiere végétale (broyage, granulométrie) etc..... (Telli et al.,
2010; Ncube et al, 2008). Les activités anti-oxydantes des extraits (EHM et EA) sont dues
essentiellement a la présence des composants bioactifs. Plusieurs méthodes sont utilisées pour
évaluer I’activité antioxydante par piégeage de radicaux libres telles que : la méthode de
FRAP, ORAC et la méthode utilisant le radical DPPH (Yoshimura et al., 2008). Le radicale
de DPPH est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation rapide et direct
en raison de sa stabilit€ en forme radicale et la simplicité de 1’analyse. (Yoshimura et al.,
2008). Selon les résultats enregistrés, 1’extrait aqueux (EA) des feuilles de la plante MC a

permis d’obtenir un bon pouvoir antioxydant (IC50=2,7ug/ml), meilleur que celui exprimé
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par I’extrait aqueux (EHM) (IC50=14ug/ml). Par contre, certains hauteurs ont démontré que
I’extrait alcoolique de Myrtus communis a une pouvoir antioxydant plus élevé que celui de
I’extrait aqueux chez d’autres plantes médicinales (Gerdelli et al., 2008 ; Bayan et al., 2017).
D’autres travaux, ont été obtenu la valeur IC50= 0,481 mg/ml de I’extrait méthanolique des
feuilles Myrtus communis, qui par rapport a nos résultats, cette valeur est assez faible.
Concernant I’activité antioxydant (AOX) de I’extrait (EA), aucun travail n’a été effectué sur
ce type d’extrait.

Il s’est avéré que la comparaison de nos résultats avec ceux d’autres études était difficile pour
plusieurs raisons entre autres les facteurs environnementaux qui pouvaient influencer sur la
distribution qualitative et quantitative des composées phénoliques des deux types d’extraits
étudiés et de leur impact sur I’ensemble de la composition. Parmi ces facteurs, il est
plausible de citer notamment le facteur climatique (Pezhmanmehr et al., 2010), la période de
récolte, le procédé de conservation (Bampouli et al, 2015), la méthode d’extraction et de
dosage des métabolites secondaires et le choix du solvant organique. Tous ces facteurs cités
pourraient d’une maniere ou une autre influencer sur la composition des extraits des parties
végétales d’une plante médicinale et par conséquent sur les teneurs en poly-phénols et en

flavonoides totaux (Hayder et al.,2008).
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IV.6 Etude physiologique

IV.6.1 Variation du poids corporel

Le suivi régulier, tous les cinq jours, de I’évolution du poids corporel (PC) des animaux
durant la période d’expérimentation a permis de tracer une courbe représentative de
I’évolution du PC (figure IV.5, tableau IV.5), ainsi que d’évaluer le gain de poids pondéral

durant cette période d’expérimentation figure IV.6.

Les résultats du poids corporel ont montré que les rats co-traités par le cadmium et 1‘extrait
des feuilles de la plante (extrait hydro-méthanolique ou extrait aqueux) présentaient une
augmentation significative (p<0,05) du poids corporel (PC) (figure II.1) ; en effet le (PC)
passe de 188,76+4,93g a 219,05£0,19g chez le groupe témoin (GR1) et de 128,57+5,38 a
181,97+3,05g et de 141,41+£2,54 a 180,03 +1,06 g chez les GR3 (Cd+EHM) et GR4
(Cd+EA) respectivement.

Concernant les rats qui recevaient seulement I’extrait des feuilles (EHM ou EA) groupes 5
et 6 a une dose lg/kg/j pendant 60 jours, il a été observé une augmentation non
significative du poids corporel des animaux. Le poids passait de 136,22+6,20 a
170,804£4,55g pour le groupe 5 qu’il recevait EHM, et 162,77+5,6 a 188,77 +4,02g pour le
groupe 6 qu’il recevait (EA).

En revanche, les animaux recevant le métal lourd (Cd) pendant 60 jours a une dose del8
mg/kg/j ont affiché une diminution non significative du poids corporel. En effet, il passait
de 195,03+£2,72 a 173,22+ 1,96g.

Les valeurs du gain de poids corporel variaient dans le méme sens, car ce gain de poids
qui consiste en la différence entre le poids finale et le poids initial (figure IV.6), était
respectivement par ’ordre des groupes de 30,29+1,25g; 12,81+1,32g; 53,4+0,58g ;
38,59+1,45 ; 34,58+2,23¢g ; 26+1,12g.
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Figure IV.5 : Effet des traitements (Cd, EHM et EA) sur I’évolution du poids corporel des

rats
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Figure IV.6 : Effet des traitements (Cd, EHM, et EA) sur I’évolution du gain de poids des

rats
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Tableau IV.5: Evolution du poids pondérale des rats, les résultats sont exprimées moyenne (g)
+ESM
GR1 GR2 GR3 GR4 GRS GRé6
(témoin) (Cd) (Cd+EHM) (Cd+EA) (EHM) (EA)
Ji-J1s 188,76+4,93 195,03£2,72 | 128,57+5,38 | 141,41+2,54 136,2246,20 | 162,7745,6
Jis-Ja0 | 200,89+3,08 191,88+3,47 130,70+ 147,61£2,01 140,48+0,54 169,77
3,33 +2,02
Ja0-Jsas | 201,25+3,52 188,13+£3,77 | 149,67+10,8 148,90 150,83+2,37 176,83
+147 +148
Jas-Joo | 214,49+2.89 186,80+2,83 | 181,97+3,05 180 1,06 170,80+4,55 | 188,77+4,0
2

IV.6.2 Variation de poids des organes

Le tableau II.2 montre que 1’administration du cadmium pendant 60 jours induisait une
atrophie des organes tels que les reins, le foie, les testicules et la prostate. La diminution
significative (p <0,05) du poids des testicules et du foie par rapport aux témoins était
illustrée par les résultats dans 1’ordre suivant 1,24+ 0,29g contre 3,16 +0,10g et 6,28+1,39¢g
contre 10,56+1,20g (GR2 contre GR1). Le traitement des rats avec les extraits (EHM ou
EA) a permis de corriger cette atrophie, a I’exception du GR3 ou il a été constaté une
baisse de poids des organes (les reins et la prostate), ces résultats sont motionnés dans le

tableau II.2.

Tableau IV.6 : Effets des traitements (Cd, EHM et EA) sur les poids des organes, les
valeurs sont exprimées en moyenne (g) +SEM, P*<0,05
Reins (g) Foie (g) Testicule (g) Prostate (g)
GR 1 2,39+ 0,18 10,56+1,20 3,16 0,10 1,50 £ 0,28
(témoin)
GR2 1,83+221 6,28 +1,39* 1,24+ 0,29 * 0,73 £0,30
(Cd)
GR3 1,59 £0.25 7,40 192 1,92 0,44 0,74 0,29
(Cd+EHM)
GR4 2,23 £2.26 11,82+0,78 3,18 £0,08 1,85+ 0,25*
(Cd+EA)
GRS 2,04 £0,18 10,50+1,23 2,71+ 0,33 1,08 £0,18
(EHM)
GR 6 2,22 0,19 10,62+ 1 3,07+ 0,14 1,72+ 0,21
(EA)
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IV.6.3 Observation macroscopique

Aucune mortalité n’a été enregistrée durant la période d’expérimentation pendant laquelle
les animaux ont été exposés par voie orale au cadmium a une dose 18mg/ kg /j. A part
quelques troubles comportementaux a savoir une agressivité et d’autres anomalies ont été

enregistrées a la fin de la période d’expérimentation, telles que :

- Une paleur des yeux (figure IV.7)

- L’apparition de 1ésions dans la partie distale de la queux (figure IV.8).

Figure IV.7 : paleur des yeux chez le rat traité avec Cd (18mg/kg)

Figure IV.8: Lésions tissulaires de la partie caudale (queue)
a. Lésionsde la partie distale de la queux b. Elimination de la partie distale de la queux
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IV.7 Dosage biochimique
IV.7.1 Evaluation du taux de la glycémie

La figure IV.9 montre que 1’administration quotidienne du cadmium (18mg/kg/j), par voie
orale, a entrainé une augmentation significative de la glycémie (1,26 £0,01 g/I) par rapport
aux animaux témoins (1,03+0,03g/1). Alors que I’utilisation de I’extrait EHM et EA avec le
cadmium chez les rats des groupes (GR3 et GR4) ont permis d’obtenir des valeurs de
glycémie normale comparativement aux témoins (GR1) dans I’ordre suivant ; 1,050,11 et
1,05+£0,03 g/l versus 1,05+0,13g/l. L’extrait EA a causé une augmentation non
significative de la glycémie chez les rats du groupe (GR6) par rapport aux témoins, alors
que le co-traitement (Cd+EA) n’a pas déclenché une élévation de la glycémie chez (GR4)

qui était proche de celle des témoins.

[ GRI (témoin)
L. [ GR2 (Cd)
Glycémie (g/) [ GR3 (Cd+EHM)
1,6 B GR4 (Cd+EA)
Bl GR5 (EHM)
[ GR6 (EA)

1,2 4 =

104 M l
0,8

0,6

04

0,2

0.0

Figure I1.9 : Variation de la glycémie chez les rats traités avec Cd (18mg/kg), EHM ou
EA des feuilles Myrtus communis.

1V.7.2 Effets du Cadmium sur la fonction rénale et I’action protecteur des extraits

Le dosage des bio-marqueurs rénaux (urémie et créatinémie) a la fin de 1’expérimentation
(figure IV.10, figure IV.11) a montré une augmentation significative de I’urée chez les
deux groupes les animaux traités par le cadmium (GR2), et le groupes (GR4) co-traités
Cd+EA comparativement aux rats témoins. Par contre, Le co-traitement par 1’extrait EHM
chez les rats de groupe GR3 a montré de taux de I'urémie normale comme celle des

témoins. Concernant la créatinémie, il a été€ enregistré chez tous les groupes traités par les
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extraits (EHM ou EA) une diminution des taux de la créatinine par rapport aux rats

exposés au Cd (GR2).

0,7 - [ GRI (témoin)

, [ GR2 (Cd)
Urée (g/) 3 GR3 (Cd+EHM)
0,6 B GR4 (Cd+EA)

Ell GR5 (EHM)
05 ] 1
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04 -
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0.2 -
0,1 -
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Figure I'V.10 : Variation du niveau sérique de I’urée chez les rats exposés au Cd et traités
par I'extrait (EHM ou EA) des feuilles Myrtus communis
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Figure IV.11 : Variation de taux sérique de la créatinine chez le groupe exposé au Cd
(18mg/kg) et les groupes traités par I’extrait (EHM ou EA) des feuilles avec une dose

(1g/kg).
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1V.7.3 Effets du Cadmium sur la fonction hépatique et I’action hépato-protecteur des
extraits
L’effet du Cd sur la fonction hépatique, avec ou sans les extraits, est illustré par les figures

IV.12 et IV.13. Il a été constaté une élévation non significative du niveau sérique de
(ASAT) chez les rats exposés au Cd (27,21£2,85 UI/L) versus les témoins (17,78+2,00
UI/L). Les deux groupes préalablement prétraités (GR3 et GR4) par I’extrait EHM, EA
avaient enregistré une augmentation du niveau sérique de ASAT plus que le groupe exposé
au Cd. L’administration de I’extrait seul (EHM ou EA) a dose lg/kg a montré une

augmentation de la valeur d’ASAT surtout chez le groupe traité par I’extrait aqueux.

Ce qui concerne I’autre marqueur ALAT, I’exposition au Cd durant 60 jours n’a abouti a
aucun changement significatif par rapport au groupe témoin. Cependant, le co-traitement
des animaux par I’extrait (Cd+EHM ou Cd+EA) a permis d’enregistrer une augmentation

non significative des taux de I’enzyme comparativement aux témoins.

ASAT (UI/L)
70 ~
60 -

50 o

40 -

30
20 ~
10
0

Figure IV.12: Variation du taux sérique de I’ASAT chez le groupe exposé au Cd
(18mg/kg) et les groupes traités par I’extrait (EHM ou EA) des feuilles de Myrtus
communis avec une dose (1g/kg).

3 GR1 (témoin)
= GR 2 (Cd)
== GR 3 (Cd+EHN

BN GR 4 (Cd+EA)
BN GR 5 (EHM)
EEE GR 6 (EA)

118

——
| —



Chapitre IV : Résultats et Discussion (2™ Volet) | Partie III

50 ALAT (UI/L)

40 -

S A

20 A
[ GR1 (témoin)
[ GR 2 (Cd)

10 A [ GR 3 (Cd+EH
B GR 4 (Cd+EA
Hll GR 5 (EHM)
I GR 6 (EA)

0

Figure I'V.13: Variation de taux sérique de I’ALAT chez le groupe exposé au Cd
(18mg/kg) et les groupes traités par I’extrait (EHM ou EA) des feuilles avec une dose

(1g/kg).

Tableau IV.7: Variation des parametres biochimiques chez tous les groupes des rats, chaque

valeur représente moyenne +SEM, P#<0 ,05
GR1 GR2 GR3 GR 4 GR 5 GR6
(témoin) (Cd) (Cd+EHM) (Cd+EA) (EHM) (EA)
Glycémie 1,03+0,03  1,2640,01* 1,05+0,03 1,0840,12 1,05£0,11  1,23+0,11

(g
Urée (g/) 0,35+£003 0,50+0,05* 0,37+0,03 0,58+0,01* 0,36 0,03 0,39 £0,05

Créatinine 853193 10.84+123 5,37+0,57 458+022 7,72+065 5,63 +057
(mg/dl)

ASAT(TGO) 17,78+200 2721+285 42,10+£3,85% 2990+2,03 31,06+2,67 63,78+284
U1y *
ALAT(TGP) 2624277 2653+243 33,62+295 3540+2,67 3524+235 42728+206%
(ury

IV.7.4 Dosage sérique de la testostérone et I’antigene spécifique de la prostate (PSA)

Le tableau I'V.8 représente une variation importante de taux de I’hormone sexuelle sérique
(testostérone) chez les rats males traités avec le Cd comparativement aux rats témoins. La
concentration sérique de cet androgene a baissé chez le groupe (Cd) d’une facon non
significative par rapport aux rats témoins. Cependant les autres groupes traités par les
extraits (EHM ou EA) ont enregistré des valeurs assez faibles comparativement aux

témoins et a ceux exposés au Cd.

Concernant les résultats analytiques du marqueur tumoral d’antigene spécifique de la
prostate (PSA) présentés dans le tableau, il a été signalé une concentration de PSA totale
pratiquement proche de celle des animaux témoins et exposés au Cd. Cependant

I’augmentation du PSA non lié (libre) dans le sérum des rats exposés au Cd était
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remarquable par rapport aux témoins. Chez les autres lots, aucune différence des taux les

marqueurs (PSA 1 et PSAt1) n’a été mentionnée (<0,05 et <0,07ng/ml).

Tableau IV.8: Variations des taux de testostérone et le PSA chez
les groupes expérimentaux

GR1 GR2 GR3 GR4 GRS GR6
(témoin) (Cd) (Cd+EHM) (Cd+EA) (EHM) (EA)
Testostérone 3,57 1,49 0,18£0,07 0,13+ 0,00 0,85+ 0,12+0
(ng/ml) +223 +0,27 0,13 ,00
PSA PSArt 0,48 0,45 <0,07 <0,05 <0,07 <0,07
(ng/ml) PSA,, <0,05 0,17 0,05 <0,05 0,06 <0,05

IV.8 Effets du Cd sur les parametres hématologiques et I’action protecteurs
des extraits (tableau IV.9)

1V.8.1 Parametres de la lignée érythrocytaire

Ces parametres €taient déterminés simultanément parce qu’ils permettaient de mesurer les
constantes érythrocytaires. Le tableau I1.9 montre une diminution des GR, HB, HT et
VGM de ’ordre 6,59+0,18 10°/mm3 ; 10,29 +0,15 g/d1; 32,38+ 0,92% ; 49,14+ 0,25 chez
les animaux recevant 18 mg /kg /j (GR2) par rapport aux rats témoins (GR1). Par contre la
teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TGMH) était restée dans les normes
normales. En revanche, le co-traitement des animaux par I’extrait EHM (GR3) a normalisé
des parametres au niveau GR, VGM et TGMH mais au méme temps diminué le taux de
HB et hématocrite de 1’ordre 12,38+ 0,30g/dl; 37,2 £0,13% par rapport au témoin. Et
I’effet de co-traitement par ’extrait aqueux EA (GR4) sur les parametres érythrocytaires
n’a montré aucune modification significative au niveau du sang des rats par rapport au
témoin. Dans le méme contexte, le traitement par I’extrait (EHM ou EA) des feuilles de la
plante Myrtus communis n’a montré aucune variation significative du taux des parametres

érythrocytaires chez les GRS et GR6.

IV.8.2 Paramétres de la ligne leucocytaire (globule blanc GB, lymphocytaire LY)

La ligne leucocytaire joue un role important dans la défense de 1’organisme humain contre
toute attaque de corps étrangers. Le comptage des leucocytes se fait par le méme appareil

sur le méme prélevement.

Le tableau IV.9 montre une augmentation significative des basophiles, monocyte et

éosinophile dans I’ordre suivant; 604,8+2,18 mm?® ; 2358,72+3,87 mm®; 60,48+2,18
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mm° et non significative des GB de I’ordre de 11,08010,50103/mm3 chez les animaux du

GR?2 ayant recu le Cd par rapport aux témoins.

Le taux de leucocytes chez les rats co-traités par ’extrait (EHM ou EA) montrait une
augmentation tres remarquable de (GB, lymphocyte, monocyte, éosinophile) (tableau II.5
ci-dessous). Dans le méme contexte, effet de traitement seul de 1’extrait (EHM ou EA) sur
les parametres leucocytaires chez les rats de groupe (GRS et GR6) n’a pas entrainé des
variations au niveau des GB, lymphocyte mais ils ont provoqué une augmentation des autre

types de leucocyte (neutrophile, monocyte, éosinophile).
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IV.9 Dosage du cadmium tissulaire

Le tableau IV.10 récapitule les variations de taux de cadmium tissulaire chez les animaux
expérimentaux et les témoins. Il a été constaté la présence du Cd au niveau des tissus
étudiés. L’administration chronique d’une solution du cadmium a la dose del8mg/kg/j
pendant 60 jours a induit une accumulation intra-tissulaire d’une maniere considérable au
niveau des tissus suivants ; reins, foie, testicules et prostate avec les niveaux respectifs

38.6+£0.52;43.5+£0.02;29.8+0.20 et 13.39+ 0.22 pg/g chez le GR2.

Au revanche, le co-traitement des rats de GR3 et GR4 (Cd+EHM et Cd+EA) pendant 60
jours a enregistré une baisse remarquable de I’accumulation de métal au niveau des tissus
étudié : hépatorénal, testicule et prostate comparativement au groupe témoin.

Alors que I’administration des extraits hydro-méthanolique (EHM) ou aqueux (EA) des
feuilles de Myrtus communis (GRS et GR6) est constaté une faible concertation de métal au

niveau des tissus par rapport au témoin et intoxiqué

Tableau IV.10: Valeurs de taux du cadmium chez les rats traités par (Cd, EHM

et EA), les résultats sont représentés a la moyenne

GR1 GR2 GR3 GR4 GR5 GR6
(tmoin)  (Cd) (Cd+EHM) (Cd+EA) (EHM)  (EA)
Reins 11204047 38 6+ 162 18,6004 947+ 9,71+
0,52%¥% 40,025 o 0,01% 0,03*
Foie 17,28+ 435+ 1725£0,01 193+ 1425002 15912002
0,01 0,02 0,15 o
skeksk
Testicule 1027+005 298020 12,1:0,02% 144+0,19 90,18 9,60+0,08
eksk
Prostate 1510001 2550,64 9,5+0,35 11240,13 1339022 1233+0,06

P*#%<0,001 ; P**¥<0,01; P*<0,05
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IV.10 Histologie
IV.10.1 Etude macroscopique

Cette étape consiste a observer I’aspect générale des organes de 1’animal a I’ceil nu suivi
d’observation de chaque organe (la taille, la forme et couleur). Puis les fixer afin de
faciliter la coupure puisque ils deviennent rigides grice a fixateur, cela va permettre

d’observer les anomalies intra-tissulaires.

L’examen macroscopique des tissus présentés dans le tableau IV.11 révélait que les rats
traités par le cadmium (GR2) possédaient des organes de faible taille par rapport aux
témoins (GR1). Des déformations anatomique et morphologique, comme les taches
blanches au niveau du foie et les reins, ont été observées. Dans le méme contexte, les
testicules montraient un aspect jaunatre associé a un profil nécrosé de la prostate.

Et les groupes traités par I’extrait hydro-méthanolique EHM, ou I’extrait aqueux EA, des
feuilles du Myrtus communis ne montrait aucune anomalie intra-tissulaire mais il s’est

révélé une faible variation de la taille des organes (les reins et les testicules).
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Tableau IV.11: Etude macroscopique des tissus des rats

GR1 GR2 GR3 GR4 GRS GR6
(témoin) (Cd) (Cd+EHM) (Cd+EA) (EHM) (EA)
Foie
Taille(m 39 34 36 40 36 36
m)
Anomalie | . Zone - - - -
blanchatre
Reins
Taille 12-12 10-10 11-12 12-15 10-12 12-10
(mm)
Anomalie zone
blanchatre
Testicules -
Taille 12-12 07-07 12-13 12-10 12-13 12-13
(mm)
Anomalie Taches jaune
Taille 14 05 12 12 11 12
(mm)
Anomalie Aspect
Kystique
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IV.10.2 Etude microscopique
1V.10.2.1 Effets du traitement sur les tissus régulateurs de métabolisme

A) Tissu hépatique
La figure IV.14 montre I’examen microscopique du tissu hépatique des rats témoins et
traités par le cadmium (Cd), extrait aqueux (EA) et extrait hydro-méthanolique (EHM). 11
s’est révélé que le foie du rat t€émoin possédait une architecture normale contenant des
hépatocytes, des veine centro-lobulaire.
L’observation microscopique du foie des rats intoxiqués au cadmium GR2 (Cd) révélait
une condensation nucléaire et une dilatation de la veine centro-lobulaire rempli de fibrine

(vaisseau thrombosé) qui signifié début de nécrose.

Egalement les tissus hépatique des rats traités par ’extrait (Cd+EHM ou Cd+EA) GR3 et
GR4 révélait un aspect tissulaire normal presque identique a celui des rats témoins (GR1).
Par ailleurs, les rats ayant regu seulement I’extrait EHM ou EA (GRS et GR6), pendant
60jours ont révélé I’architecture des tissus normaux sauf la présence assez faible de

stéatoses.
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Figure IV.14:0Observation microscopique des coupes histologiques transversales du
foie des rats, coloré a I’hématoxyline et a I’éosine G (observées aux 40X).

GR1 (témoin): Architecture de tissu hépatique normale. GR2 (Cd): Section du tissu
hépatique des rats intoxiqués sont apparu une dilatation du veine centro-lobulaire(fleche
jaune) accompagné des veines thrombosées (fleche noir) et les hépatocytes ont des
condensations nucléaire et des stéatose partout (fleches rouge). GR3 (Cd+EHM), GR4
(Cd+EA): coupes histologique des tissu hépatique sont apparu normale. GRS et GR6
(EHM , EA) : coupe histologique du tissu hépatique apparaissant normal marquée par la
présence quelques stéatoses (fleches rouge).

127

——
| —



Chapitre IV : Résultats et Discussion (2™ Volet) | Partie III

B) Tissu rénale

L’observation microscopique des tissus rénaux chez le rat t€émoin (GR1) révélait une
architecture normale des glomérules et des tubules rénaux. Par contre, les coupes
histologiques chez les rats intoxiqués (GR2) par le cadmium a une dose de 18mg/kg /j
montraient des inflaimmations a proximité des veines dilatées marquées par des
congestions vasculaires.

Les rats, traités par 1’extrait hydro-alcoolique EHM ou aqueux EA (GR3, GR4, GRS,
GR6), montraient presque la méme architecture tissulaire rénale que celle des rats

témoins.
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Figure IV.15: Observation microscopique des coupes histologique transversale du
rein des rats, coloré a I’hématoxyline et a I’éosine G (observées aux 40X).

GR 1 : architecture de tissu rénale est normale. GR2 : section histologique d’un tissu
hépatique se sont apparu une dilatation vasculaire (fleche) avec une congestion vasculaire
et inflammation. GR 3, GR4, GR6: architecture du tissu rénal normale (glomérules et

tubules rénaux) fleche.
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1V.9.2.2 Effets du traitement sur la voie génitale masculine

A) Tissu testiculaire
L’étude histologique des testicules des rats montre dans la figure IV.16 qui a été observé
au microscope optique apres coloration classique (hématoxyline/éosine).
Les testicules des rats témoins (GR1) présentaient une architecture tissulaire normale. Les
tubes séminiferes étaient bien organisés avec la présence de spermatozoides matures dans
leur lumiere. Les tissus interstitiels composés par des cellules de leydig entouraient les
tubes séminiferes.
Par contre, les animaux qui recevaient le cadmium (GR2) montraient les structures des
tubes séminiferes désorganisées avec une absence totale de spermatozoides dans la
lumiere.et le néoplasie germinale intra-tubulaire était extensive, intéressant de nombreux
tubes séminiferes. Grandes cellules germinales atypique entourent le tube séminifere, et ce
dernier, présent les travées vides (acellulaires) sont également apparues au niveau de
I'épithélium séminal des tubes séminiferes atrophies qu’ils expliquent d'une disparition des
cellules de Sertoli et/ou des cellules germinales.
En effet le GR3 co-trait¢é (Cd+EHM) montre une préservation de 1’architecture et les
structures des tubes séminiferes sont bien déterminées avec la présence des spermatozoides
dans leur lumiere. Cette organisation tissulaire, ne présentant aucune anomalie cellulaire
malgré que la présence du Cd.
Au revanche, le GR4 co-trait¢ (Cd+EA) présentaient I’architecture subnormale avec la
destruction des tissus interstitiels et les formes des tubes séminiferes irréguliers.
Pour les rats traités par I’extrait seul montraient la différence importante au niveau
I’architecture de tissu de testicule. Le GRS traité par 1’extrait (EHM) présentait d’un tissu
normal avec une organisation cellulaire semblable a celle de tissu testicule des rats t€émoins
GRI1. Par contre, les rats (GR6) recevaient I’extrait (EA) montraient d’un tissu subnormal

que celle de témoin GR1.
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Figure IV.16 : Observation microscopique des coupes histologiques transversales du
testicule des rats, coloré a I’hématoxyline et a I’éosine (G 10X) .GR1 : architecture
tissulaire normale. GR2 : tube séminifere irréguliers (fleche noir) liés a 1’absence de
spermatozoide dans la lumiere a cause des perturbations du processus de spermatogénese,
montre la néoplasie intra-tubulaire avec la présence des vacuoles lipidiques (fleche vert),
grandes cellules germinale atypique (fleche rouge) et la destruction des tissus interstitiels
(fleche jaune). GR3 et GRS:I’architecture de tissu testiculaire normale, les tubes
séminiferes sont bien formés (fleche noire), les cellules germinales sont bien organisés
(fleche vert). GR4 et GR6: la structure des tissus de testicules est subnormale.
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B) Tissu prostatique

L’étude histologique sous le microscope optique des tissus prostatiques a été présentée
dans la figure IV.17. Dans le GR1 la prostate d’un rat témoin montre d’un structure
glandulaire normale, contient une couche des cellules épithéliales se forme d’un réseau.
Par contre, les glandes prostatiques chez le GR2 intoxiqué au cadmium démontrent des
hyperplasies glandulaires, le nombre et la taille des glandulaire sont augmentés. Il est

également observé des hyperplasies épithéliales, les couches d’épithéliale sont épaisses.

Les groupes co-traités G3 et G4 (Cd+EHM, Cd+ EA) respectivement, montrent les
morphologies des glandulaires normaux comme celle de témoin. la méme chose, les
groupes traités par 1’extrait GRS et GR6 (EHM ,EA) apparaissent des aspects glandulaires

bien déterminé comme celle de témoin.
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s,

Figure IV.17 : Observation microscopique des coupes histologiques transversales de
la prostate des rats, colorés a I’hématoxyline et a 1’éosine (G 10X) .GR1 : architecture
tissulaire normale d’un gland prostatique. GR2 : hyperplasie glandulaire (fleche noire),
hyperplasie épithéliale (fleche rouge). GR3, GR4, GRS et GR6 : les structures glandulaire
normaux.
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1V.11 DISCUSSION

Le cadmium, en tant que métal lourd, a été identifi€¢ comme un facteur de risque potentiel induisant
de nombreuses pathologies et dysfonctionnements vitaux du systeme métabolique qui est le premier
site de contact avec le (Cd) et ainsi le systeme reproductif. Sa présence dans les tissus humains,
animaux et méme dans les tissus végétaux prouve qu’il est omniprésent dans 1’environnement sous
différentes formes. Le cadmium est présent dans les produits les plus fréquemment utilisés chez
I’homme comme les produits céramiques, les piles, les batteries rechargeables et la consommation

de tabac dont la fumée de cigarettes est tres suspectée (Pari et Shagirtha, 2012).

La médecine conventionnelle utilise des drogues chimiques synthétiques afin de réduire les signes
de toxicité chez des patients préalablement exposés au Cd. L’inconvénient de 1’usage des
médicaments, a long terme et a des doses €levées contre les méfaits du Cd, ne va que placer la santé
du patient dans un état critique et morbide a cause d’une toxicité additionnelle. Les médicaments
ont des effets secondaires et indésirables qui de crainte leur composition chimique pourra venir
interagir avec les ions bivalents du métal Cadmium. Certes les médicaments ont un effet
prophylactique méme curatif mais la dose chimique de jour en jour ne saurait étre tolérée par
I’organisme vivant. Selon les recommandations de I’OMS, la médecine et la pharmacologie
devront soulager le patient de ses douleurs chroniques tout en ayant recours au bon choix de type de
thérapie. Cette problématique a incité la communauté scientifique a focaliser ses investigations dans
la santé par le naturel ou tout simplement opter pour la phytothérapie ou la médecine traditionnelle

qui a existé depuis des millénaires.

Le recours aux traitements préventif et curatif par 1’usage des plantes médicinales aromatiques est
devenu une nécessité vu I’importance pharmacologique de ces herbes. En outre, la recherche de
nouvelles substances a activité biologique constitue une des plus grandes préoccupations
scientifiques. De ce fait, plusieurs études antérieures ont été réalisées pour I’évaluation des
composés bioactifs thérapeutiques extraites de plantes médicinales. Cette présente étude s’est
consacrée a I’exploration d’éventuel effets protecteurs des extraits hydro-méthanolique (EHM) et

aqueux (EA) des feuilles de Myrtus communis envers la toxicité du cadmium (Cd) chez un modele

animal expérimental.

Apres une caractérisation poussée et diverses analyses chimiques des extraits des feuilles de Myrtus
communis, qui ayant fait I’objet de cette étude, I’objectif était d’évaluer les effets de ces deux types
d’extraits en se penchant sur I’étude de leurs propriétés antioxydantes contre la toxicité du

cadmium induite chez des animaux (rats wistar).
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Effets des traitements sur les parametres physiologiques des rats

Notre étude a permis de distinguer en premier lieu et de fagcon expérimentale 1’impact du cadmium
sur la physiologie des animaux et leur croissance biologique par rapport a celles des animaux
témoins. La diminution du poids des animaux est utilisée comme un indice de la détérioration de
leur état de santé général. Les résultats obtenus ont montré que le Cd a induit nettement une
diminution de la croissance des animaux s’illustrant ainsi par une diminution de poids des tissus

cibles (Reins, foie, testicules et prostate) comparativement aux témoins.

Ces données permettent de suggérer que cet élément présente des effets néfastes sur la croissance et
la santé animale. La diminution de poids des organes cibles est due a I’action du Cd sur
I’organisation tissulaire induisant des lésions et une atrophie cellulaire. Par conséquent, le Cd est
identifié comme un facteur de risque potentiel. Les résultats de cette présente étude rejoignent ceux

de (Pari et Shgirtha, 2012 ; Prabu et a/, 2012 ; Amamou et al.2015 ; Layachi et Kechrid., 2012).

En effet plusieurs mécanismes d’actions ont ét€ proposés pour expliquer cette diminution. Les ions
divalents Cd*" d’une part interagissent avec plusieurs éléments nutritifs (Layachi et Kechrid, 2012)
qui affectent le métabolisme de 1’os et des macromolécules (lipides et des protéines) et d’une
d’autre part ils entrainent 1’activation et/ou I’inhibition de nombreuses voies de signalisation qui
contrdlent I’apoptose cellulaire et des modifications de la perméabilité des membranes biologiques

qui sont a I’origine de stress oxydatif (Amamou et al., 2015).

Par ailleurs, les résultats de cette étude sur I’évolution du poids corporel ont montré une
augmentation normale du poids des animaux (GR3 et GR4), sous Cd, et traités soit par 1’extrait
(EHM) ou P’extrait (EA). Ce type de traitement a eu aussi un impact sur le poids des organes. Le
traitement par 1’extrait des feuilles de Myrtus communis a exercé des effets préventifs contre les
effets toxiques du Cd. Cela suggere ’effet bénéfique des feuilles de cette plante aromatique sur la
croissance des animaux et la stabilité positive de 1’évolution de leur poids. Dans le méme contexte,

les animaux des GR5 et GR6 sous (EHM, EA) ont affiché un rythme de croissance corporel normal.

Effet des traitements sur les parametres sériques et histologiques

D’apres les résultats de cette étude, il s’est révélé une augmentation significative de la glycémie,
I'urée et de la créatinine chez les animaux exposés au cadmium par rapport aux témoins qui
restaient dans les limites physiologiques. Plusieurs études ont montré que I’exposition au cadmium
peut causer des états hyperglycémiques chez les animaux expérimentaux (Tavabe et al., 2019).

Mais le mécanisme d’action du Cd sur la glycémie reste toujours mal connu. Les travaux de
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recherche (Layachi et Kechrid, 2012; Amamou et al, 2015) ont montré également que
I’administration de cet élément chimique, chez des animaux, pourrait induire une hyperglycémie
ainsi qu’une augmentation de I’urémie et la créatinémie. Dans ce cas, le cadmium peut impliquer
plusieurs suggestions a savoir ; I’inhibition de la production du I’insuline par les cellules B, le
blocage des récepteurs tyrosine kinase dont il en résulte une incapacité de métaboliser des hydrates
du carbone. L’état d’hyperglycémie est un signe du stress oxydatif induit par ce métal qui est
responsable d’une multitude de dysfonctionnements métaboliques (Ben Amara et al., 2019). Ce
désordre métabolique, due a une hyperglycémique, est souvent responsable de certaines

complications chez les animaux d’expérimentation comme la gangréne du queux.

En revanche, les extraits (EHM ou EA) des feuilles de Myrtus communis chez les animaux sous
cadmium ont apparemment pu stabiliser la glycémie. En parallele, le traitement du GRS seulement
avec I’extrait EHM pendant 60 jours révélait une normo glycémie contrairement au GR6 traité
avec ’extrait EA qui a développé une hyperglycémie. Ces données sont en accord avec plusieurs
études réalisées par (Sumbul et al, 2011 ; Malekpour et al, 2012 ; Johari et al, 2014 ; Talebianpoor
et al, 2019) qui ont évalué I’'impact des extraits hydroalcooliques des feuilles du myrte chez des
animaux présentant une hyperglycémie et ont pu obtenir un effet hypoglycémique meilleur que
celui obtenu par I’extrait aqueux. Les études indiquaient qu’en médecine populaire l'extrait des

feuilles de Myrtus comminus pourrait étre recommandé dans le traitement du diabete.

Dans le méme contexte, il est a noter que les principaux constituants polaires de 1’extrait des
feuilles de M. communis sont les flavonoides et les glycosides. Alors, il est possible que ces
molécules puissent étre responsables de D’activité hypoglycémique. La fraction polaire est
responsable de I’effet hypoglycémique et la fraction neutre est responsable de la régénération des
ilots de langerhans (Guergouri, 2018). Plusieurs hypotheses ont été avancées sur le mécanisme
d’action de I’extrait des feuilles de Myrte sur la glycémie. Les substances actives des feuilles de
myrte pourraient agir rapidement par une glycolyse accrue, une glycogénese et une glycogénolyse
réduite. Il se peut que cet extrait pourrait entrainer la réduction de l'absorption intestinale du
glucose tout en inhibant I'enzyme glycosidase (Masunda et al, 2014). Ou encore, cet extrait

induisait une diminution du taux des lipides plasmatiques ou augmentait la production et la

sécrétion de I’insuline (Fararh et al, 2004; Kanter et al, 2003; Kaleem et al, 2006).

Concernant la fonction rénale, les résultats obtenus ont montré une augmentation des taux
plasmatiques de l'urée et de la créatinine, considérés comme de biomarqueurs du

dysfonctionnement du systeme rénal et des 1ésions tissulaires générées par ce métal. Ces résultats
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sont en accord avec d’autres études (Layachi et Kechrid, 2012 ; Amamou et al, 2015). En outre, il a
été enregistré par spectrophotométrie d’absorption atomique électrothermique (SAAE) une
importante accumulation de cadmium au niveau des reins chez les rats exposés. Ce résultat est en
accord avec d’autres recherches dans lesquelles le dommage rénal a été occasionné chez les
travailleurs exposés au cadmium, également chez les fumeurs et les animaux d’expérience (Anses,
2012). Apres absorption, le cadmium se trouve dans la circulation sanguine et forme des complexes
avec les protéines transporteurs comme 1’albumine, qui une fois il arrive au niveau du tissu
hépatique il induit la syntheése des métalloprotéines ou des métallothionéine (MT). Les complexes
Cd-MT formés resteraient stockés dans le foie puis ensuite ils seraient dirigés vers les reins afin de
neutraliser les effets toxiques du Cd. Presque la moitié des complexes Cd-MT (50 %) sont excrétés
et I’autre moitié (50 %) sont réabsorbés par endocytose ou ils sont dégradés par des lysosomes pour
libérer le cadmium qui interagit avec d’autres composants cellulaires et les endommager (Waalkes,
2003). L’augmentation des biomarqueurs est corrélée a une augmentation du catabolisme des
protéines chez les animaux (Amamou et al., 2015). Le Cd, au niveau des reins, a désordonné la
filtration glomérulaire et I’excrétion (Djeffal, 2014). Pour approfondir et renforcer 1’étude
biochimique de notre projet, il a été réalis€ une étude histologique des reins chez des rats
expérimentaux. Les résultats de 1’étude histologique ont montré que 1’action toxique du cadmium
était tres sévere au niveau du tissu rénal. I a été constaté une dégénérescence tissulaire, des
dilatations veineuses et une inflammation remarquable. Nos résultats sont en accord avec ceux de
Ramesh et al., 2019, qui ont montré une atrophie glomérulaire et des altérations irréversibles de la

fonction rénale.

Le traitement des animaux, exposés au Cd, avec I’extrait EHM ont enregistré des taux normaux des
biomarqueurs (urée et créatinine). En revanche, les animaux de GR4 (Cd + EA) ont montré une
perturbation des niveaux sériques de I’urée (en augmentation) et la créatinine (en diminution). Pour
apporter un soutien analytique aux résultats des dosages biochimiques, il a été entamé une étude
histologique des reins. Les coupes des tissus rénaux, observées au microscope optique, ne
montraient aucune lésion chez les animaux (Cd + EHM) et (Cd + EA), cela peut suggérer que les
composés bioactifs de I’extrait des feuilles de M. communis pourraient protéger, par le biais des
systemes cellulaires de défense anti-oxydatifs, le tissu rénal contre le stress oxydatif généré par le
cadmium en éliminant les especes réactifs oxygénés ou les radicaux libres (Amamou, et al., 2015).
En outre, afin d’évaluer la capacité d’accumulation du cadmium au niveau du tissu rénal en
présence des molécules des métabolites secondaires (EHM ou EA), I’évolution du taux de cadmium

tissulaire a été suivie par le procédé d’analyse de spectrophotométrie d’absorption atomique
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électrothermique (SAAE). Les résultats ont révélé une diminution de 1’accumulation du Cd. Cette
méthode analytique a permis de déduire que le contenu de 1’extrait (EHM) a ralenti 1’introduction
du cadmium dans les cellules rénales plus mieux que 1’extrait aqueux (EA). Ces résultats pourront
étre en rapport avec la présence importante de composants phénolique dans 1’extrait EHM qui sont
moins abondants dans I’extrait EA. Ces composés phyto-thérapeutiques pourraient avoir une

fonction de chélation du Cd.

Concernant les derniers groupes d’animaux traités seulement avec 1’extrait des feuilles de la plante
Myrtus communis (EHM, EA), il a été constaté des taux sériques d’urée et de créatinine presque
normaux. Ces mémes groupes présentaient également une moindre accumulation du cadmium par
rapport aux témoins. Cela pourrait expliquer le rdle de piégeage des extraits des feuilles EHM et EA
envers le métal cadmium et ainsi d’inhiber son introduction dans les cellules. Les examens
histologiques des reins des animaux (GRS, GR6) ont montré que les extraits n’ont causé aucune

Iésion tissulaire.

La fonction hépatique a également fait 1’objet de cette étude. Des taux sériques d’ ALAT (TGP) et
d’ASAT (TGO) étaient inférieurs a 30UI/L suite a une exposition des animaux au Cd durant une
période d’expérimentation de 60 jours. L.’accumulation hépatique du Cd a affiché une concertation
importante par rapport aux témoins. Ces résultats sont en accord avec ceux des études de laboratoire
(Anses, 2012). D’autres études ont montré 1’absence d’effet délétere au niveau du tissu hépatique
(Arroyo et al, 2012). Le cadmium s’accumule dans le foie au méme titre que les reins, qui les deux
sont considérés comme des organes cibles du Cd. La résistance du tissu hépatique aux effets
toxiques du cadmium pourrait étre liée a la capacité du foie a synthétiser des métallothionines (MT)
qui forment des complexes métallo protéiques avec cadmium. Ce processus de complication
entraine une diminution de la concentration du Cd libre (Arroyo et al., 2012). Une étude japonaise
réalisée sur des femmes agées de 19 a 78 ans consommant des aliments avec de teneurs en Cd plus
ou moins importantes. La quantité alimentaire de Cd ingérée était de 24,7ug/j. Les résultats de cette
étude n’ont pas montré d’altération ou de lésions du tissu hépatique (Lee et al., 2018 ; Li et al,
2020). L’étude histologique du foie chez les animaux du GR2 n’a révélé aucune lésion sévere ni de
nécrose ou des signes de tumorigénese induite par le cadmium excepté des dilatations de la veine
centro-lobulaire, des vaisseaux thrombosés et condensations nucléaires dans la plupart des

hépatocytes accompagnés de stéatose.

Par ailleurs, les animaux des GR3 et GR4 sous (Cd + EHM) ou (Cd + EA) révélaient une

augmentation importante du taux des enzymes transaminases (ASAT et ALAT) comparativement
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aux animaux témoins normaux (GR1) et témoins expérimentaux (GR2). Pour comprendre ces
perturbations enzymatiques au niveau du tissu hépatique, il a été réalisé une analyse par SAAE afin
de mesurer le taux du cadmium tissulaire. Les résultats montraient une faible concertation du Cd
dans le tissu hépatique. Cela explique la préservation de I’organisation tissulaire normale due aux
(MT) et I’extrait des feuilles qui ont ralenti I’accumulation du cadmium chez les GR3 et GR4. Mais
I’élévation du taux des enzymes transaminases reste incompréhensible. Cette constatation a incité
d’utiliser d’autres groupes qui sont les GRS et GR6 traités seulement avec les extraits respectifs
EHM et EA. Les résultats montraient une diminution importante du taux de cadmium tissulaire, une
augmentation des taux sériques des transaminases (ASAT et ALAT) et I’apparition d’une stéatose
hépatique. Ces résultats sont en accord avec ceux de (Kumar et al, 2011) qui ont traité des rats avec
I’extrait aqueux des feuilles Myrtus communis pendant 10 jours. Les résultats de 1’étude menée par
(Kumar et al.,2011) ont révélait une augmentation des (ASAT et ALAT) associ€e a une élévation
des lipides totaux hépatiques signe de 1’apparition d’une stéatose. Autre étude réalisée par (Ben
Hsouna et al.,2019) a abouti a un résultat similaire montrant ’effet du traitement de I’huile
essentiel du myrte sur I’architecture tissulaire hépatique chez des rats pendant 15 jours. Dans cette
méme étude, il y a eu une augmentation des niveaux sériques des LDL-Cholestérol chez des
animaux traités avec le tétrachlorure de carbone (CCly) et I’huile essentiel de Myrtus communis, par
contre il a été observé 1’apparition d’une stéatose hépatique chez le groupe traité seulement avec
I’huile essentielle. D’apres ces résultats, le foie est considéré comme 1’un des principaux organes
impliqués dans le métabolisme des médicaments et des molécules toxiques. C’est le premier organe
cible, la plupart des xénobiotiques pénetrent dans le tractus gastro-intestinal a travers la veine porte
et arrivent jusqu’au foie ot ils sont métabolisés (Sahreen et al.,2011). Le cadmium peut induire des
lésions séveres et des nécroses suite a une toxicité chronique de 12 mois et plus. L’absence de
nécroses hépatiques, dans notre étude, ne pourrait étre expliquée que par la courte durée
d’exposition des rats au Cadmium. D’une autre part, les extraits des feuilles de la plante de Myrtus
communis ont eu un retentissement sur les profils lipidique et enzymatique au niveau du tissu

hépatique dont le mode d’action reste mal connu.

Les effets toxiques du Cd ne se limitent pas uniquement aux tissus hépatorénaux, mais peuvent
s’étendre jusqu’au tissu sanguin et perturber le fonctionnement des organes. Le systéme
hématopoiétique est un tissu liquide et le plus sensible aux xénobiotiques. L.’étude des parametres
hématologiques a toujours servi comme un indicateur précoce de la toxicité des polluants sur des
tissus cibles (Diaby et al., 2016). Cependant, nos résultats révélaient la diminution du nombre des

globules rouges, du taux d’hémoglobine, d’hématocrite et du VGM (volume globulaire moyen)
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chez les rats exposés au chlorure du cadmium CdCl,, qui se traduisaient par une paleur des yeux
(conjonctive oculaire) et un début d’installation d’une anémie. Ces résultats concordent avec ceux
des travaux des auteurs (Horiguchi, 2007 ;Layachi, et Kechrid, 2012 ; Amamou et al., 2015; Kebhili,
etal., 2018). La diminution de ces parametres sanguins pourrait étre interprétée comme suit ; soit le
cadmium a altéré la fonction des enzymes clés responsables de la synthese de I’héme, un composant
essentiel de I’hémoglobine, et a induit une réduction de la durée de vie des hématies (Anses, 2012),
soit les ions de cadmium divalent (Cd**) rentrent en compétition avec le fer au niveau de ’enzyme
férrochélatase pour passer ensuite dans la circulation sanguine ou il est fixé au niveau de la
membrane d’erythrocytes. Cd serait distribué au niveau de différents tissus a savoir ; le foie, les
reins, la rate et la moelle osseuse. Cette accumulation tissulaire du Cd entrainerait une perturbation
du systeme hématopoiétique (Diaby et al, 2016). L’analyse de la présence du Cd dans les tissus par
spectrophotométrie d’absorption atomique électronique a soutenu les résultats des analyses
biochimique et hématologique. SAAE a suggéré une accumulation considérable du Cd dans les

tissus cibles chez les animaux exposés a cet élément chimique.

Au niveau de la lignée leucocytaire, les résultats de cette étude montraient des anomalies
quantitatives telles qu’une augmentation du nombre des basophiles et une diminution du nombre
des lymphocytes. Aucune variation concernant le nombre de neutrophiles et de monocytes a été
signalée. Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Borane, 2013; Gabol et al., 2014; Diaby

et al.,2016 ; Giriet al., 2016).

En effet, I’étude hématologique menée sur les rats des GR3 et GR4 ayant recu respectivement
(Cd+EHM) et (Cd+EA) a fait remarquer une augmentation significative du nombre de leucocytes
par rapport aux témoins. Dans ce cas, il est vraisemblable que I’extrait des feuilles du myrte pourrait
stimuler la réaction d’hypersensibilité grice aux substances bioactives qu’il contenait. Ces
composés thérapeutiques pourraient étre responsables de la régénération des leucocytes et en méme

atténuer I’inflammation due a la toxicité du cadmium.

Deux études expérimentales ont été réalisées pour évaluer 1’effet immunostimulant des feuilles de
Myrtus communis (Nada, 2011 ; Taee et al., 2017). Les résultats de ces études indiquaient une
augmentation du nombre de leucocytes suite a une consommation des feuilles de Myrtus communis.
Cette élévation pourrait €tre due a un effet immunomodulateur positif attribué aux composés
bioactifs comme les flavonoides qui contrdlent le degré des réactions inflammatoires déclenchées

par le systeme immunitaire.
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En parallele, il a été enregistré chez les animaux du GR3 (Cd + EHM) et GR4 (Cd + EA) un taux
normal des globules rouges comme celui des témoins excepté une diminution non significative du

taux d’hémoglobine et d’hématocrite associée a une augmentation de plaquettes d’une facon

significative comparativement aux témoins. Dans ces conditions, il est probable que :

- Le Cd pourrait avoir un effet antagoniste ou dévie le role antioxydant des composés
bioactifs induisant ainsi le ralentissement de 1’absorption du fer non héminique au niveau de
la lumiere du tractus gastro-intestinal (Amamou et al., 2015).

- Le myrte, d’une maniere générale, renferme des tanins qui pourraient inhiber 1’absorption
intestinale du fer. La formation d’un complexe tanins-fer rendra I’absorption des ions de fer

dans la lumiere du tractus gastro-intestinal (Bureau, 2013).

La relation cause — effet entre I’extrait EHM et 1’augmentation du taux des plaquettes sanguin reste
mal connue. Les groupes GR5 et GR6, traités uniquement avec les extraits des feuilles de M.

communis (EHM, EA), n’ont montré aucun effet sur les parametres sanguins.

Au niveau du tractus urogénital male (testicule et prostate), I’exposition chronique au cadmium a
pu induire des actions déléteres sur la structure et la fonction des tissus reproducteurs. Les résultats
de cette étude montraient que le cadmium a induit une diminution du poids et de la taille des
testicules et de la prostate par rapport aux témoins. De méme, il a été constaté une diminution des
niveaux sériques de I’hormone testostérone et une élévation du marqueur d’antigene spécifique de
la prostate libre (PSAL). En outre, I’analyse du taux de cadmium tissulaire par spectrophotométrie
d’absorption atomique (SAA) a révélé une accumulation du Cd au niveau des testicules et de la
prostate. Ces résultats sont explicites envers I’affinité du Cd pour les organes reproducteurs cibles et
cela a été illustré par des modifications physiologiques et des perturbations hormonales aboutissant
a une réduction de la fertilit¢ chez les rats. Des études antérieures démontraient que le cadmium
produisait des 1ésions testiculaire et prostatique associées a une perte progressive de la fertilité chez
des rats males (ATSDA, 2008 ; EURAR, 2008). Une autre étude a été effectuée sur 341 patients de
sexe male issus de couples stériles, montrait une association de 1’augmentation du taux de Cd dans
le liquide séminal a I’infertilité masculine essentiellement parmi les patients fumeurs (Layachi et al,
2012). Les auteurs suggerent que le Cd pourrait avoir un effet toxique sur la prostate et les vésicules
séminales qui a 'origine d’une mauvaise qualit¢é du sperme (Ren et al, 2012). Une étude
histologique des testicules et prostate a été conduite chez les animaux des différents groupes. Les
résultats des examens microscopiques du tissu testiculaire des rats, préalablement exposés au Cd,

ont montré un large espace interstitiel (ou inter tubulaire), une dégénérescence des tubes séminiferes
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renfermant des vacuoles lipidiques a leur extrémité, une absence presque totale des spermatozoides,
un nombre réduit de cellules germinales et un arrét plus ou moins apparent de la spermatogénese.
De méme, le tissu prostatique présentait des hyperplasies glandulaires et épithéliales. Ces mémes
Iésions tissulaires (nécrose des tissus interstitiels, une perturbation de la spermatogénése, une
réduction du nombre des cellules germinales) ont été retrouvées dans d’autres travaux antérieurs
(Mouro et al , 2019). De méme, les polluants environnementaux alterent la quantité et la qualité des
spermatozoides durant la phase de la spermiogenese en donnant lieu a des spermatozoides

immobiles parfois avec absence de flagelles (Konan, 2019).

Les lésions tissulaires et les anomalies fonctionnelles des testicules pourraient étre interprétées par
la diminution des taux sériques de 1’hormone testostérone secrétée. Ce désordre endocrinologique
est soit expliqué par I’effet toxique du cadmium qui a réduit le nombre de récepteurs de I’hormone
LH (Luteinizing Hormone) au niveau des cellules de Leydig soit c’est di a la dérégulation de la
fonction des protéines StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Prptein) et leur interaction avec les
cellules de Leydig ralentissant ainsi la production de testostérone (Konan, 2019). Concernant les
pathologies prostatiques, des études épidémiologiques de grande envergure indiquaient une
élévation de la fréquence du cancer de la prostate chez des travailleurs exposés au Cd durant une
période de plus d’une vingtaine d’années (Verougstraete et al, 2003). La recherche fondamentale
était d’un apport estimable et a fourni des résultats tres intéressants sur l'animal. Le métal lourd
Cadmium et ses sels dérivés ont été classés comme des substances cancérigénes chez 1’homme
(Carriere, 2009). Les risques de toxicité du Cd sur la santé humaine ont été prouvés quelques soient
le niveau et la durée d'exposition. Le Cd a été donc class€é comme cancérigéne de type 1 depuis
1993 (United Nations, WHO, 1ARC, 1993).

Par ailleurs, le traitement des animaux de GR3 et GR4, avec les extraits EHM et EA des feuilles de
Myrtus comminus, a révélé une diminution des niveaux plasmatiques du PSA et de la testostérone
par rapport aux animaux témoins apres une période d’expérimentation de 60 jours. Le recours au
dosage tissulaire du Cd (Testicules et prostate) par la technique SAA a montré un faible taux
d’accumulation du cadmium par rapport aux témoins. L’étude histologique des testicules et la
prostate, optant pour des examens macroscopique et microscopique, chez le groupe d’animaux (Cd
+ EHM) n’a enregistré aucune altération sévere ou modification morphologique. En revanche, le
groupe d’animaux (Cd + EA) présentait une rétraction des tubes séminiferes avec une architecture

tissulaire subnormale.
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La glande prostatique apparemment ne présentait pas de modifications structurales notables ou des
lIésions palpables chez les groupes de rats traités par les extraits (EHM ou EA) des feuilles Myrtus
communis.

Les études antérieures ne s’étaient pas parvenues a expliquer le mécanisme d’action cellulaire des
différents composés bioactifs des extraits des feuilles de Myrtus communis au niveau de 1’appareil
urogénital male (testicules et prostate) chez un modele animal expérimental (Thieury,2017). Dans
d’autres études in vitro récentes menées par (Oukaci, 2017), il a été suggéré I’effet spermicide
temporaire de I’huile essentielle des feuilles du Myrtus communis a partir d’une dose de 1 mg/mL
sur la mobilité et la vitalité des spermatozoides. Des études in vivo réalisées sur des animaux (rats et
souris) avaient accrédité la theése de la contraception naturelle induisant une réduction de la
testostérone et la perte de la libido (Debry, 2012). D apres le concept, la nature de notre étude et les
objectifs qu’elle a fixés, il est présagé d’indiquer que D’extrait des feuilles de Myrtus communis
pourrait constituait un réservoir de principes actifs ou de métabolites secondaires tentant de
perturber les étapes de la spermatogénese comme par exemple empécher le contact entre les cellules
germinales (Small, 1979) et pourrait étre considéré comme contraceptif masculin. Par ailleurs,
I’utilisation des huiles essentielles ou des extraits des feuilles de myrte a fortes doses pourrait étre
responsable de ’apparition d’anomalies organisationnelles au niveau des parties centrale et

périphérique du tissu testiculaire.
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Conclusion

Le monde contemporain est largement exposé aux risques de contamination de I’environnement
(Peau, I’air et le sol) par les polluants métalliques et organiques. L.’homme, par ses activités, est
considéré comme le maillon fort responsable des phénomenes de pollution. Les activités humaines
dans les secteurs urbain, industriel et agricole tout en manipulant de maniere incontrélée les métaux
lourds, a savoir le cadmium, avaient enclenché des changements physiologiques au sein des

systemes métaboliques des €tres vivants (la plante, ’animale, le micro-organisme et I’homme).

Le cadmium, en tant que métal lourd toxique, est considéré comme agent cancérigene classe II.
L’intérét de 1’étude de sa toxicité émane de son utilisation technologique vaste et son omniprésence
dans notre environnement. L’exposition chronique de I’homme au Cadmium pourrait constituer un
risque potentiel de toxicité. Ce métal est présent dans I’eau de boisson, les aliments, I’air et le sol.
L’organisme vivant animal pourrait étre contaminé par voie orale et accumulant le cadmium dans

ses différents tissus et il n’est que tres faiblement excrété.

L’objectif général de notre projet était d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes par
lesquels le Cd induit des effets toxiques, essentiellement les mécanismes impliqués dans la
protection des cellules contre la toxicité, en utilisant des extraits des feuilles de la plante Myrtus
communis a savoir les extraits hydro-alcoolique(EHM) et aqueux (EA), qui constituent en plus

d’une source un réservoir important de composés antioxydants naturels.
La premiere étape de ce projet a concerné :

- La préparation des extraits a partir des feuilles de Myrtus communis par macération
alcoolique (EHM) et décoction (EA) a fourni respectivement des rendements intéressants de

33,5et 44,4 %.

- L’étude qualitative des extraits a permis une caractérisation phytochimique qui révélant la
présence de métabolites secondaires (terpenoides; flavonoides ; tanins ;quinones

;anthraquinones ;alcaloides et composés réducteurs).

- L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante des deux extraits EHM et EA par le piégeage
du radical libre DPPH a révélé un pouvoir antioxydant pour I’extrait EHM (IC50=0.014
mg/ml) plus important que celui de 'extrait EA (IC50=0,45mg/ml).

- L’étude quantitative, par analyses CPG et HPLC, a permis d’étudier la composition des
extraits et d’identifier les différents constituants phénoliques présents. L’analyse de 1’huile

essentielle des feuilles du myrte, par CPG, a permis d’identifier les principaux
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composésasavoir ;1,8-cin¢ole (27,01%), a-pinene (21,07%), acétate de myrtényle (20,19%),
limonene (13,70%). L’analyse de I’extrait alcoolique par HPLC a permis d’identifier les
composés majeurs qui étaient ; génistéine (29,48 %), méthylquercétine (16,56 %),

kaempférol (13,26 %) et pinobanksine-3-acétate (9,18 %).
La deuxieme étape de ce méme projet s’était concentrée sur :

Une étude in vivo dont les résultats montraient que suite a une exposition chronique des animaux au
cadmium (dose = 18 mg / kg), différentes anomalies ont été constatées comme la perturbation du
fonctionnement des systeémes enzymatiques de détoxification, une désorganisation tissulaire altérant
le métabolisme et I’excrétion, altérations des fonctions des tissus de la reproduction (prostate et
testicules) se traduisant par des niveaux sériques hors nomes de la testostérone et du PSA, une
perturbation des parametres biochimique, hématologique. Ces résultats pourraient étre résumés

comme Ssuit:

=>» La toxicité du Cd a induit une variation pondérale englobant une diminution des poids des
tissus cibles qui ont fait I’objet de cette étude. Ce résultat était marqué par le développement
de lésions caudale et oculaire. Le traitement des animaux, préalablement exposés au Cd,
avec des extraits des feuilles de Myrtus communisa permis de réduire les effets toxiques de
Cd sur le statut biologique de 1’animal.

- Une variation des parametres biochimiques a cause de la toxicité de Cd. Une hyperglycémie,
une élévation sérique de I'urée, créatinine et des transaminases (ASAT). Le traitement, par
I’extrait alcoolique des feuilles de M. communis (EHM),a permis de restaurer plus ou moins
les valeurs de la glycémie, I'urée et créatinine proches de celles des animaux témoins
normaux. Par ailleurs, 1’extrait EHM n’a pu réduire les niveaux sanguins élevés d’ASAT et
ALAT. L’extrait (EA) a permis de restaurer une glycémie moins élevée, de méme pour les
autres variables a savoir la créatinine, ASAT et ALAT mais il a entrain€ une diminution de
I’urée.

- L’étude hématologique a révélé une diminution des globules rouges, d’hémoglobine avec
une augmentation des globules blancs chez les animaux exposés au Cd comparativement aux
témoins. Rappelant que le retour de ces parametres a la normale était possible avec
I’utilisation des extraits EHM et EA. Le traitement par I’extrait (EHM ou EA), aprés une
intoxication au Cd, a entrainé une augmentation du taux de leucocytes et a rendu normales
les taux de globules rouges, hémoglobine et hématocrite.

- Pour une meilleure appréciation de la toxicité du Cd, ce métal a ét€ dosé au niveau des tissus

par SAA. Cette étude a suggéré une accumulation de Cd dans les tissus hépatorénale,
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testiculaire et prostatique. Par contre, 1’utilisation de I’extrait EHM ou EA a éliminé
partiellement le Cd accumulé dans ces tissus.

- L’étude histologique a révélé que la toxicité du Cd s’est manifestée par des atteintes
tissulaires. En effet ’examen histologique a révélé la présence au niveau du tissu hépatique
des congestions de veines centro-lobulaires dilatées, des hépatocytes irréguliers avec une
condensation nucléaire. Les tissus rénaux montraient un début de nécrose des glomérules
avec une dilatation tubulaire et une inflammation occupant le tissu rénal. Les testicules et la
prostate montraient une architecture tissulaire et cellulaire méconnaissables. Notons que ces
anomalies ont régressé chez les animaux traités par 1’extrait EHM ou EA.

- L’administration de I’extrait (EHM ou EA) par voie orale a la dose 1g/kg pendant 60 jours a
montré que les animaux retrouvaient leur 1’état physiologique plus ou moins normal, une
glycémie et des taux d’urée et de créatinine rééquilibrés. Par ailleurs d’autres indices ont été
développés comme une élévation de taux ASAT et ALAT, une diminution du taux de
testostérone, stéatose hépatique, des irrégularités des tubes séminiferes associées a une chute
du nombre des spermatozoides chez le groupe d’animaux traité par I’extrait EA.

Apres cela, il est a conclure que les effets toxiques du Cd ont été atténués plus par I’extrait EHM

que par I’extrait EA des feuilles Myrtus communis (MC).

De nombreuses perspectives pourraient €tre dégagées de cette présente étude et qui seront

préconisées pour de prochaines études sur la toxicité de cadmium:

—~>Dosage des niveaux sériques du Cd,

—>Détermination du statut rédox,

—>Evaluation des effets préventifs des différentes parties de la plante (graines, fruits, tige) chez un
modele animal expérimental exposé a des doses ascendantes de Cd sous diverses voies
d’administration pendant des durées d’expérimentation variables (aigue, chronique),

—>Etude histologique sur d’autres organes (tube digestif, voies pulmonaires et cerveau),
—>Déterminer a partir de quelles doses, les extraits de la plante pourront présenter une toxicité,
—>Evaluation des Effets cumulatifs de toxicité du Cd et de la plante M. communis,

—>Exploration a partir de quelles doses précises, Cd et ’extrait de la plante pourront agir en

synergie et augmentant ainsi le degré de toxicité ou agir en antagonistes et réduire la toxicité du

métal.
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Annexe 03: Hémogramme modele Bimex diagnostique BD 380
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INFORME SOBRE LA IDENTIFICACION DE MUESTRAS VEGETALES
RECOLECTADAS POR EL DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD DE SAIDA (ARGELIA)

El dia 3 de mayo de 2017, se solicita la identificacién de muestras secas:

Metodologia:

Se procede a una identificacion preliminar de la muestra a partir de los
caracteres macromorfolégicos.

Seguidamente se procede a una identificacion macroscépica de la muestra,
mediante la utilizacion de una lupa binocular y las claves de identificacion al
uso. Por tratarse de especies de amplia area de distribucion, no ha sido
necesario utilizar guias especificas del norte de Africa.

Resultados:

La identificacion de las muestras ha sido:
Foeniculum vulgare Mill. (hojas y frutos)
Petroselinum crispum (Mill. ) Fuss (hojas y frutos)

Myrtus communis L. (tallos y frutos)

Lo que firmo a peticion del solicitante.

cia a 3 de mayo de 2017
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: Fd&o. Pedro Sanchez Gémez -

Licenciado en Ciencias Bioldgicas (Especialidad Botanica), Doctor en Ciencias
Bioldgicas (Botanica), Profesor Titular e Investigador de la Universidad de

Murcia



