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ABSTRACT

Our study aimed to evaluate the toxicity induced dsgential oils of fennel on a
biological model that is in this castelix asperain a general frame work of preservation of
human health related to their use. We sought ttuatethe toxic effects at the cerebral and
hepato-pancreatic levels by monitoring the activitfy certain biochemical biomarkers
(proteins, lipids and carbohydrates) and enzymésT(&SH, and CAT). On the other hand,
the neurotoxicity of fennel has been confirmed by ineasurement of acetylcholineesterase

(ache) activity.

The snails were exposed to increasing doses (0aten®.5, 01, 02, 04 pl/1kgthe
snails) of the hes of fennel by digestive tractjmy a period of sub-chronic treatment of 21
days. an increase in the associated protein afmblogdrate rate and adecrease in lipid levels
was observed in this study. In addition, an inaegasthe activities of the GST, CAT, and a
decrease in GSH levelswereshownap pears in relatitre doses of theses fennel, which also

induce oxidative stress by activating the detoaifien system.

In the end, the hes of fennelalso show neurotoxiimgd) biochemical and enzymatic
disturbances at the cerebral level. The use ofméas®ils of fennel is not without risk. It

must be done with caution.

Keywords: Essential oils of fennehelixasperapio-chemical markers, organic markers,

neurotoxicity, oxidative stress.



Résumeé

Notre étude a pour objectif I'évaluation de la t@déidnduit par les huiles essentielles
de fenouil sur un modeéle biologiquelixaspersa Nous avons cherché a évaluer les effets
toxiques au niveau cérébral et hépato-pancréatpprele suivi de I'activité de certains bio-
marqueurs biochimiques et enzymatique. Aussi laratexicité d’'HEs de fenouil a été

confirmée a travers la mesure de I'activité d’Adétpline estérase (AChE).

Les escargots ont été exposés a des doses crasgatdenoin, 0.5, 01, 02, 04 ul/ 1
kg d’escargot) des HEs du fenouil par voie digestdurant une période de traitement sub-
chronique de 21 jours.En effet, uneaugmentatiotadx des protéines et de glucides associee
et unediminution du taux des lipides a été obserdaas cette éetude.En plus, une
augmentation des activités de la GST, CAT, et umandtion du taux de GSH ont été

apparais apparait par rapport les doses des HEsnduil.

Enfin,les HEs du fenouil montrent également unedid&iinduisant desperturbations

biochimiques et enzymatiques au niveau cérébral.

Mots clés :Huiles essentielles de FenouHelixaspersa bio marqueurs biochimiques, bio

marqueurs enzymatique, neurotoxicité, stress oxgdan
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales sont utilisées depuis daid, non seulement pour se
nourrir, mais aussi pour soulager ses souffrarqes;ir et soigner les maladies qui nuisent a
la santé. En fait, leurs propriétés thérapeutigoes dues a la présence de centaines, voire des
milliers de composés naturels bioactifs : alcalgjdalavonoides, aitamines, ...et huiles
essentielle@Vithil et Anton, 1999).

La famille dApiaceaeappelés ancienneme@mbelliferes comprend des plantes
alimentaires telles que fenouil, dont ces graines plusieurs utilisations (culinaires,
pharmaceutiques, etc....). Cette famille est carsé@mpar une richesse particuliere en huiles

essentiellegLazouni et al,2006).

Les huiles essentielles, sont par définition desahudites secondaires produits par les
plantes comme moyen de défense. Aussi gu’ils sanimélange de composés lipophiles,
volatiles, et souvent liquides synthétisés et stsattans certains tissus végétaux spécialisés.
Elles contiennent en moyennes 02 a 60 composésogtipour la plupart des molécules peu
complexes (monotépéenes) et parfois plus compleks tque les sesquiterpengiléne et
Nadine, 2007).

Bien que d'origine naturelle, les huiles essenteleuvent se révéler dangereuses
pour la santé.lls ne sont pas des produits quigdudtre utilisés sans risque, comme tous les
produits naturels. Cet aspect des huiles essastigbst d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a éaégaliser avec I'émergence de nouvelles
pratigues thérapeutiques telle que l'aromathérafiertaines huiles essentielles sont
dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur lagreaaison de leur pouvoir irritant (huiles
riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (lsuiliches en cinnamaldéhyde) ou

phototoxique (huiles de citrus contenant des funotarines)Yasmineet al, 2014).

Pour réaliser des études toxicologiques, il est sgiee de disposer d'indicateurs de
perturbation de l'environnement atravers des osgaes ou un ensemble d'organismes que
I'on utilise comme sentinelles enétudiant les modalifons physiologiques, biochimiques et
ecologiques qui les affectent. L'escargételix aspersa constitue un modele biologique

largement utilisé dan les études toxicologig(ietle et al., 1190).

Ce travail de recherche a pour objectif d'évaluetd=icité induite par les huiles
essentielles de fenouil en estimant leurs effets Ies parametres, biochimiques et
enzymatiques chez un gastéropode terrestres lgpstckalix aspersa
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Chapitre 01 : Présentation d espéces de plante étudiée

|. Généralités sur le fenouil

Le fenouil Foeniculum vulgar)est une herbe avec une grande histoire d’utitisa
meédicinale et culinairgHendawy et al., 2010) Le nom deFoeniculuma été donné a cette
plante par les Romains et est dérivé du mot foenum c'est-adire herbe(Kaur et Arora,
2010). Il était bien connu aux anciens et a été cultivé Ipa Romains antiques pour ¢
graines aromatigug¥ienna et al., 2005)Le fenouil est communément appebesbes” par
les populations locales. Ses huiles essentiellad $@s utilisées par les indries

pharmaceutique, cosmétique et également alimer(Lazouni et al.,2007)

‘#‘ ‘.-: . 1'.i‘.-'.liﬂ..

Fenoulil : le légume. Fenouil: la plante en flet.

Figure 01 : Foeniculum vulgarou fenouil(www.wikipedia. Fichier:Foeniculum_vulgare.com).

I.1. Description morphologique

Le fenouil est une herbe aromatique semblable dlaspect a I'anetl(Murdock,
2002) bisannuelleLes tiges sont droites, jauné-vertes pales, sillonnées et embranchés
s’éleve jusqu'a80 a 200 dmlongueur (Vienna et al.2005; Kaur et Arora,2010). Les
feuilles élevent jusqu'a 46m de longueur. [les sont finement diéquées, avec des
segmentsfinaux filiformes, environ (Gmm de largeu(Vienna et al.,2005. Les fleurs sont
produites dans les dmelles, composés terminaux de !15 cm de largeur. haque section
d'une ombelle contient 28 50 fleurs jaunes claires minuscules sur des cquétiicules
(Stefanini et al.,2006).

Les graines de fenouil varit infiniment en longueur, largeur, goldt et d'au
caractéres. En générak ibnt une forme presc cylindriqgue avec une base arrondie ef

sommet plus étroit couronnés avec un grand stde. Ce sont généralement de 12mm
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de longueur et de 3 a ™m de largeu(Vienna et al.2005)avec une odeur forte et douce
sont vet bleu d'abord, puis, elles transforment en brun verdatgeand ils sont mari
(Kaur etArora, 2010).
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Figure 02:Grains et feuilles ¢ Foeniculum vulgar@/ienna et al.,2005).

|.2. Classification botanique

Le fenouilappartient & la famillApiaceae (ou Ombelliferey, cette derniere e

considérée I'une des familles riche en huiles dssbgs.Son nom scientifique eFoeniculum

vulgargVienna et al.2005 )

v Régne Plantae

v Division Magnoliophyta
v' Classe Magnoliopsida
v' Souseclasse  Rosidae

v" Ordre Apiales

v' Famille Apiaceae

v' Genre Foeniculum

1.3. Origine et répartition géographique

Foeniculum vulgareest une plante originaire de I'est du bassin méditéen, il es
distribué en Europe Centrale et la région meéeditérane(Vienna et al. 2005). Il est
largement cultivé dans toutes les régions tempéeéopicales du monde, et est empl

comme épice culinairéSingh et al., 2006)Le fenouil est également trouvé aujourd'hui
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Iran, Inde, Indonésie, Pakistan, Japon et en Chirest cultivé a large échelle en Egypte,
Inde, Chine, Australie et en Europe en France,ldiAagne, la Hongrie et la Pologne

(Garnéro, 1996; Viennaet al.,2005).

l.4. Compositions du fenouil

Foeniculum vulgareontient 6,3% d'humidité, 9,5% de protéines, 10%ndsieres
grasses,13,4% de minéraux, de fibres et de 18,823 de glucides. Les minéraux et les
vitamines présentes daReeniculum vulgaresont le calcium, le potassium, le sodium, le fer,
le phosphore, lathiamine, la riboflavine, la ni&ciet la vitamine (Rather et al.2012)Le

tableau O1présente la composition moyenne dans 100 gramrfendail.

Tableau 01 :Composition moyenne pour 100 g pour Fen{EiSA, 2009).

Eau 869

Valeur calorique 24 kcal

Protides/Glucides/Lipides

Vitamines

Vitamine C 93 mg

Sels minéraux

Calcium 109 mg

Potassium 494 mg

Magnésium 49 mg
Acides gras

Acides aminés essentiels

Divers

1.5. Utilisation des graines de fenouil
Les parties utilisées en phytothérapie sont lemeac les fruits ou les graines et les
sommités florales.

Les graines seéches de fenouil ont un goGt aronmatigu sont utilisées pour

assaisonnement des potages et des séideeslawy et al., 2010).1ls sont utilisés aussi pour
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assaisonner des boissons alcoolisées, pain, posslade, fromage et pour la fabrication des

conserves au vinaigf®ienna et al.,2005; Zahidet al.,2009).

Le fenouil est utilisé comme carminafothe, 2008; Zahid et al., 2009), stimulant
lappétit, stomachique et diurétique. Les propsiét@nalgésique, anti-diarrhéique,
antispasmodique, antipyrétique et anti-inflammatoont été également rapportées par
plusieurs auteur§anira et al.,1996; Pradhanet al.,2008).

Les principes actifs contenus dans le fenouil séAnéthol (80% de la composition
de l'huile essentielle) qui posséde des caratitpres antibactérienne et antimycosique. Le
fenchone (antispasmodique),l'alpha-pinéne, le camnehle limonéne, la phellandrene, la
pectine, les sucres, I'oxalate de calcium et I'amid_e fenouil est caractérisé également par
une haute teneur en fibres, en vitamine C, en famime A et en caroten@mimar et
al.,2001).
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[l. Les huiles essentielles du fenouil
[1.1. Définition

Les huiles essentielles sont des extraits végétalatilies et odorants, appelées
€également substances organiques aromatiques lgjugléon trouve naturellement dans
diverses parties des arbres, des plantes et dess¢piles sont volatiles et sensibles a l'effet
de la chaleyBakkali et al., 2008).

[1.2. Localisation

Les huiles essentielles dufenouil sont principal@noencentrées dans les méricarpes
des graineqStefanini et al., 2006a).Elles sont produites dans le cytoplasme des csllule
sécrétrices et s’accumulent en général dans diedesefjlandulaires spécialisées, situées en
surface de la cellule et recouvertes d’'une cuti€insuite, elles sont stockées dans des canaux
sécréteurgBruneton, 1993),et sont présentes sous forme de vésicules mirasstadalisées
entre les cellules, ou elles agissent en tant gutwes, régulateurs et catalyseurs dans le
métabolisme végétéMohamed et Abdu, 2004).

[1.3.Extraction et rendement

Les huiles essentielles des graines seches et dulrenouil sont obtenues par
hydrodistillation (Vienna et al., 2005) et par entrainement a la vape@larke, 2008;
Garnéro, 1996).L’huile essentielle obtenue par cette derniére puhest référée en tant que
« huile defenouil », utilisée dans les pays ocdiaex pour I'assaisonnemefgingh et al.,
2006)Selon le matériel, la variété, l'origine, le liee ghroduction et d'autres facteurs
extrinseques et intrinseques, le rendement en bagentielle des graines du fenouil varie de
2,5 a 6 % avec une moyenne de 3,5@arnéro, 1996 ; Kaur et Arora, 2010).

bY

Les huiles essentielles aident la plante a s'adapteson environnement, par
conséquent, les plantes les produisent en quanttiséélevée quand elles sont cultivées dans

des conditions extrémg@slle et Bender, 2010)

Il.4. Caractéristiques physico-chimiques

Le tableau 02 récapitule les principales caractéristiques ployslimiques de
I'huile essentielle des graines Beeniculum vulgarel’huiles essentielles du fenouil obtenu
par extraction est un liquide limpide, fluide eaayune odeur particulierement anisée et acre,

un gout amer et couleur jaune claire a jaune fgplog,ou moins soutenu.




Chapitre 02. Les huiles essentielles du fenouil

A titre indicatif, la densité est de 0,879 et iredabe réfraction est de889 a 0,92]1et le
pouvoir rotatoire est de 20° a + 68°Ces trois indices physiques sont importants pooeldé
les fraudes éventuelles pour I'expression du nivdaqualité de I'huile essentielleambert,
2010).

Tableau 02: Caractéristiqgues physico-chimiques de I'huilgessielle dd=oeniculum vulgare
(Garnéro, 1996).

HEs de fenouil Caractéres

Aspect Liquide mobile, limpide.
Couleur jaune pale.

Odeur aromatigue anisée, épicée, légerement camphré
Densitéd 0,889 a 0,921
Indice de réfractionn 20 1,484 a 1,508

Pouvoir rotatoire 20 +20°a+68°

[1.5. Composition chimique

Les proportions des constituants de I'huile esse#atdes graines du fenouil dépendent
des facteurs extrinseque et intrinseque comme : desditions climatiques et
environnementales, la saison de collection, I'é@g@da maturation des fruits, les données
génétiques... etcQzcan et Akgil, 2001 ; Mimica-Duki@t al.2003 ; Singh et al.,
2006)Quelque soit la variété de fenouil, les principaoxstituants de I'huile essentielle des

gaines du fenouil sonte Trans-anéthol, le Fenchone, I'Estragole et le onéne.

Le trans-anéthol compte pour le goQt d'anis. Laggtte fournit la douceur, alors que
le fenchone donne le golt an{8tefanini et al., 2006 a; Olle et Bender, 201Q)e fenchone
est un liquide sans couleur possédant une odeur gblt piquants et camphrées, ce serait le
constituant responsable des propriétés biologigquasconséquent seulement les variétés de
fenouil contenant une bonne proportion de fenchaoavient pour exploiter leurs

activitésbiologiqueg¢Vienna et al. 2005).

D’autres hydrocarbures monoterpéniques sont égalemeesents en proportions
mineurs :loet le g fenchene, k-pinéne, le camphéne, le sabinene, le terpinolEné;3-

carene, leset fphellandréne, leis et letransocimene, le limonene ; le linalol ; le camphre ;

10
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le terpin-1-én-4l; le foeniculine ; la-terpinéol, I'aldéhyde anisique, etc(Garnéro, 1996;
Silano et Delbo , 2008;Clarke, 2008; Chowdhuret al.2009; Ebeecet al.,2010).

O/CH3 O/CHJ
0
3
a b c

Figure 03 : Structure chimique du tra-anetholga), de I'estragolel) et du fenchonc) (Vienna et
al., 2005).

[1.6. Utilisation des huiles essentielles des gra#s du fenoui
Les hules essentielles des graines fenouil sont employées en tant qu‘aromats
dans des produits alimentaires comme constituams produit pharmaceutiques
cosmétiquegAprotosoaie et al. 2010).Elles sont également employées pour assaisonn
alimentspréparées comprenant de la viande, deefaecglacée, de la sucrerie, des bois:
non alcooliques, etc.Plusieurs composants de d'hesisentielle de cette plante ont
applications importaes, a savo(Stefanini et al. 2006b).
» Le fenchoneestemployé comme cont-irritant.
» Le limoneneest employé comme agent de dissolvant, de résde mouillage et de
dispersion.
» Le trans-anéthol est employé comme aromatisant en parfumerie, eduits de
beauté, dans le savon.
» L'estragole (méthylechavicol) est employé en parfumeries et comme salas les
aliments et boissons alcoolisé
» L’ a-pineneest utilisé dans la fabrication du camphre, desdiisdes, de dissolvan

et comme bases des parfl.
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[I.7.Toxicité des huiles essentielles du Fenouil

Bien que d'origine naturelle, les huiles esserdglpeuvent se révéler dangereuses
pour lasanté. Il est ainsi important de connai&eptoduit, le choisir selon des criteres
qualificatifsrigoureux (produit de qualité non fifils, non contaminé par des pesticides), de
respecterscrupuleusement les doses et de chomminde d’administration adéquat, et ce afin
d’éviterla survenue d'effets indésirables, voire nme€ des interactions avec d’autres

médicaments.

Ainsi, les huiles essentielles peuvent s’avéreergisants, photosensibilisants,
cytotoxiques, irritants, néphrotoxiques, hépatajogs, neurotoxiques.(Bruneton, 1999).

[1.7.1.Toxicité spécifique d’organe

[1.7.1.1. Toxicité cutanée

Les réactions cutanées sont les plus répanduestedemu de I'emploi majoritaire de
la voie cutanée en aromathérapie. Ces réactiondudeeurs types sont souvent difficiles a
prévenifHélene et Nadine, 2007)a réaction cutanée dépend de nombreux facteurs :
- Le lieu d’exposition
- La surface exposée
- La fréquence et la durée d’exposition
- La quantité et la concentration
- L’intégrité de la peau (présence d’inflammatianddautre maladie)

- Les facteurs environnementaux comme la lumidteafiolets) la température et’humidité.

[1.7.1.1.1. Dermocausticité

La dermocausticité se définit comme une agressmriadpeau comparable a une
brGlurepouvant aller jusqu’'a la nécrose. La dermstieité peut apparaitre deés la
premiéreutilisation mais son intensité dépend decdacentration de I'HE utilisée. On
observeprincipalement ses effets avec les HEs wantedes phénols comme le thymol,
lecarvacrol, I'eugénol, etc. Des irritations peuviutefois survenir avec les HEs aaldéhydes
(citrals, aldéhyde cinnamique, etc.) comme la chenele lemongrass, laverveine

citronné€Yasmineet al,2014).
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11.7.1.1.2. Phototoxicité

La phototoxicité est due aux furocoumarines et gykanocoumarines. Ce sont
desmolécules polycycliques qui, sous l'action @g®ns ultraviolets forment des liaisonsavec
les bases pyrimidigues de [I'ADN. Cette liaison aime la libération de
médiateursinflammatoires qui provoquent un érythgroevant étre assimilé a un coup de
soleil.Cette réaction, principalement provoquéelpsiessences de citrus (bergamote, citronet
pamplemousse), ainsi que par les HEs de cumin peidd frisé, se manifesteplusieurs heures
apres l'exposition. C’est pourquoi en parfumeries @ssences ne sontutilisées qu’'a des
concentrations faibles définies par I'lnternatioRedgranceAssociation (IFRA).

11.7.1.1.3.Allergie de contact

En Europe, 1 a 2 % de la population est concera¢degs allergies de contact. Il
fautdonc faire tres attention lors de l'utilisatidtiEs car beaucoup contiennent desmolécules
allergisantes. Il faut pour développer une allergie contact, une premiéreétape de
sensibilisation. Elle n'est pas dose dépendante nma¢ fois sensibilisé le sujetréagira a de
tres faibles dosélsazouni et al.,2006).

Lors de l'étape de sensibilisation, la moléculeergilsante ou hapténe, pénetre
dansl’épiderme ou il va se lier a des protéinessgmtes a la surface des cellules
deLangerhans. Le complexe haptene-protéine migre Itpiderme vers un
ganglionlymphatique ou il sera présenté aux lymgtesc T CD8+ pour étre sensibilisé.
Lorsd’'un contact ultérieur les Ilymphocytes T seflisés provoquent une

réactioninflammatoire responsable de la réacti@rgiqugHartnoll et al. 1993)

[1.7.1.2.Toxicité pulmonaire

La toxicité pulmonaire est due aux Composés OrgersiqVolatiles (COVS),
ilsreprésentent tous les composés carbonés a paenedes oxydes de carbone, des
carbonates et bicarbonates. Les petits aldéhydesnede formaldéhyde, I'acétaldéhyde, le
propionaldéhyde, etc.sont des composeés tres attifstants pour la muqueuse respiratoire.
De par leurvolatilité, ils sont tres vite évaporkss de la distillation, mais restent
cependantprésents sous forme de traces dans litdke (Hartnoll et al.1993; Janeset al,
2005).

13
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[1.7.1.3.Toxicité cardiovasculaire

Certaines molécules aromatiques agissent sur léemgs cardiovasculaire.Ainsi
'eugénol, le thymol et le carvacrol exercent undalge au niveau des canauxcalciques de
cellules cardiaques humain@dagyar et al., 2004).Selon la méme étude,la quantité de ces
composeés que I'on peut retrouver dans un uniqumiilade diversbains de bouche, serait
capable de provoquer une arythmie voire méme w@tcandiaque. De plus, le thymol et le
carvacrol ont montré une action hypotensive chezatie normotendu#\ydin et al.,2007).

Le menthol lui serait responsable de cas de fitidhs auriculaire et de
bradycardierelevés chez des fumeurs de cigaretteshwiées. Il convient toutefois de noter
que lessujets ayant souffert de fibrillation auiaine étaient tous traités par quinidifieike,
1962; Thomas, 1962).

[1.7.1.4.Toxicité rénale

Les cas de toxicité rénale sont rares, mais ilssgusurvenir lors de surdosages.
L’autopsie d’'un enfant de 22 mois ayant ingéré SdHE de gaulthérie a ainsi mis en
evidence des lésions au niveau des r¢iflsss et Boeckman, 1967)L’'ingestion d’'une
guantité inconnue d’HE de fenouil chez une femmdtadrovoqua des Iésions au niveau des
tubules rénaux(Vallance, 1955).es terpénes présenteraient aussi une néphrotoxicit

certaines, notamment avec I'HE de térébentfiodois et al.,2001).

[1.7.1.5.Toxicité digestive

Le principal risque a lutilisation des HEs par eailigestive est donc [lirritation
oul'inflammation de la muqueuse digestive, ce pihédme est dépendant de laconcentration
en HE utilisé, et de la fréquence de I'expositi@insi on évitera leurutilisation pure.Les huiles
essentielles les plus susceptibles de provoquerimitetion sévere sont celles contenant

eugenol, carvacrol ou thym@rlisserand et Young, 2013).

11.7.1.6. Toxicité hépatique

Les molécules aromatiques peuvent étre directen@xitjues pour le foie ou
alorsindirectement via les métabolites produke, 1999)La plupart des phénols sont
toxiques pour le foie a forte dose comme I'eugéletthymol ou le carvacrol. Notons le cas de

deux enfants de 15 et 24 mois qui ont développéiéfaillance hépatique aigle apres
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absorption denviron 10 ml d'HE de clou degiroflecofnposée principalement
d’eugénolfHartnoll et al.1993; Janest al, 2005).

Pour finir, il a été observé une hépatotoxicitéuitel par le menthol provoquant un
icterechez des enfants ayant une déficience eno&dud-Phosphate Déshydrogénase
(G6PD).La G6PD est impliqué dans le métabolismenéuathol, il s’est alors accumulé dans
lecorps d’enfants auxquels on appliquait des paestmavec du menthol sur leur
cordonombilical (Olowe et Ransome-Kuti, 1980)Le menthol doit alors étre évité chez
lessujets atteints de déficit en G6PD.

[1.7.1.7. Neurotoxicité

Certaines molécules ont tendance a s’accumuler inaeaun cérébral, c’est le cas
descétones comme le camphre, la thuyone (Thuya,inthles Sauge officinale) et
lapinocamphone (Hysope) car elles possédent ute dffinité pour les lipides cérébraux.Ces
molécules sont responsables de troubles neurolegidelles que convulsions,agitations,
somnolences, crises épileptiformes. Elles agiseans’attaquant a la gainede myéline des

neurones par action lipolytique, provoquant unéypkation électriquedes neurones.

La plupart des cas de convulsions induites parHES concernent des patients
nonépileptiques, la voie orale étant celle utilisées enfants sont treés sensibles aux
HEsconvulsivantes du fait de l'immaturité de lewstéme nerveux central et de la

barrierenémato-encéphalique moins efficace que daln adultSaunderset al.,2000).

[1.7.1.8. Toxicologie de la reproduction

La toxicologie de la reproduction est I'étude dfste déléteres que peuvent causerdes
xénobiotiques sur les fonctions reproductrices ma@efemelles et sur laprogéniture. Cela
englobe les problemes de fertilité, la tératolotj@mmbryotoxicité, lafoetotoxicité, la toxicité
périnatale.On peut déja Des études sur le rathomntré que le citral provoque une réduction
du nombre defollicules ovarierf$oaff et al, 1979).Cet effet n'a été observé qu'avec des
injectionsintra-péritonéales mensuelles de 300 qgi&ndant 6 mois, ce qui reviendrait a
injecterenviron 25 ml d’HE de Lemongrass dans l@hdn d'une femme, évoquer
I'existence d’HEs présentant des propriétés diestrogene-like.Ce sont notamment les HEs

a anéthol (anis, badiane, fenouil, etc.) ainsicplkes a sesquiterpénols.

La plupart de ces molécules ontmontré une actogtrogenique relativement faible,

nécessitant des doses 4 a 5 foissupérieures adielle$-estradiol pour obtenir le méme
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effet. Cependant le transanétholadministré oraléméam dose de 80 mg/kg a montré un effet
anti-nidatoire totgdDhar, 1995; Franchomme, 2015 ; Tisserand et Young013).

[1.7.1.8.1. Gestation

Comme expligué plus haut, le trans-anéthol que lfetrouve dans certaines
HEs(fenouil, badiane de Chine, anis vert) a montrée activité oestrogénigue en
bloquantl'implantation chez le rat pour une dos@&deng/kg(Dhar, 1995).

11.7.1.8.2. Embryotoxicité

Le placenta permet les échanges entre la mereeefafit, mais il n’assure pas
unefonction de barriere suffisamment efficace. Emégal, il permet le transport de
toutesmolécules non chargées, non ionisées, lifgspai avec un poids moléculaire inférieura

1000 Da, ce qui est le cas de la plupart des m@g@romatiques.

Les huiles essentielles ont montré sur la sourstaricité sur le jeune embryon (jour
4) etnotamment sur la répartition des chromosoraes & noyau des cellules en division.De

plus, les HEs provoquent un taux de mort cellaf@isserand et Young,2013).

[1.7.1.8.3. Foetotoxicité

Le camphre absorbé en grande quantité par des feremeeintes est responsable
danscertains cas de la mort du fodfRggs et al, 1965).Les données de neurotoxicité surle
camphre recommandent une dose orale maximum de 2kghogr. Ainsi les
produitscontenant du camphre doivent étre évitez da femme enceint€Tisserand et
Young,2013).L’HE de fenouilfFoeniculum vulgarekst rapporté dans certains cas comme
ayant causé des avortemeffisserand et Young, 2013).

Pour résumer, il faut savoir que dés qu'une mo&@rbmatique est présente dans
lesang maternel elle atteindra tres certainemeifitekeis. On retient comme composantsles
plus dangereux pendant la grossesse, I'apiol, igpbae et I'acétate de sabinyl quiprésentent

un haut risque d’induire une interruption de gresse

11.7.1.9.Cancérogénicité

Les études ont montré l'apparition de tumeurs chexz rongeurs exposes a
diverscomposés aromatiques. Notamment, les mokculde Ila famille des

alkylbenzénescommedrasarone, I§-asarone, le méthyleugénol, le safrole et I'estragat
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toutescarcinogenes chez les rongeurs. Cet effetingitect, apres la transformation

enmeétabolites toxiqu€Bisserand et Young, 2013).

Les molécules alkylantes comme le groupe des égmxgdnt les plus importantes
dansles phénoménes mutagenes.Les époxydes neasdnéquents dans les HEs, Cependant
ils sont formés aprés meétabolisation de certainedécnlesaromatiques plus courantes
(tableau 03)Fort heureusement, ils sont aussi rapidementirexctqu’ils sont formeés, ils
n'ont donc normalement pas le temps d’exercer latageénicité. De plus ils sont encore plus

rapidement inactivés chez ’'homme que chezles tmsg&uenthner et Luo, 2001).

Tableau 03: Liste de métabolites époxydes potentiellemexititees(Tisserand et Young, 2013).
Composant de I'HE Epoxyde formé Action de I'époxyde
Anethole Anethole 1’,2’-oxide Possible mutagénes, carcinogéne chez le
rat,

formation moindre chez I'Homme, inactivé

a faibles doses.
g-asarone Asarone 1',2'-oxide Mutagéne, carcinogene.

Estragole Estragole 2',3'-oxide = Mutagéne, non carcinogeéne,

rapidement détoxifié dans le foie chez

I'Homme.
Eugenol Eugenol 2',3'-oxide Mutagéne potentiellerapidenaénoxifié.
Safrole Safrole 2',3'-oxide Mutagene potentielle, rapidement détoxifié.
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Chapitre 03. Modele biologique (Helix aspersa)

. Biologie et Physiologied’Helix aspersa

L’escargoHelix aspersaappartient & I'embranchement des Mollusquesnanx a
corps mou et dépourvus de squelette. Il fait paté la classe des Gastéropodes. La forme de
sa coquille enroulée caractérise la super famiie ldelicacea. Il appartient a la famille des
HélicidégAnsart et Vernon ,2003)

v' Régne: Animalia

v' Embranchement: Mollucsa

v' Classe : Gasteropoda

v" Ordre : Stylommatophora
v' Famille : Helicidae

v Genre: Helix

v' Espece : aspersa

v' Sous-espeéce : aspersa

[11.1. Morphologie

L'escargdHelix aspersaposseéde une coquille spiralée pouvant contenir sout
corpgfigure 04).Lorsqu’il est en extension, seul le pied appafaitmasse viscérale étant
retenue dans lacoquille par le muscle columeligisema, 1992)

Figure 04: Petit-gris Helix aspersayu de hau{Charrier et al, 2006).
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[1l.2. Anatomie de l'escargof

Le corps dun escargot consiste en un pied uniques téte et une mas
viscéraleenroulégplacée dans la coquille.L.e mouvement a lieu grackexpansion €
I'extraction de muscles dans le pied, des gle. De mucus sur le reste ducorps protég
I'escargot contre la perte d'eau. Deux paires da€eles placées sur la téte. La pi
supérieire porte les yeux. La coquille est sécrétéepapais pli de peau, appelé le mante

cette derniere est reliée au corps par unpuissastlmqui est attaché au colume

Des "ramifications" a la téte et aux tentaculescdatraction de ce muscle met
al'escargot de se retirerdans sa coquille. A tieté de la coquille, se trouve la cavité
manteau, qui contient le cceurrein et le poumon. Lagure 05 montre I'anatomied’Helix
AspersaChevallier , 1977).

Figure 05 : Anatomile @€ I'escarg(www.naturae-scientia.com)

Légende:(1. Coquille -2. Foie- 3. Poumon 4. Anus -5. Pore respiratoire6. ceil- 7. Tentacule -
8. Cerveau 9. Conduit salivaire 10. Bouche -11. Panse 12. Glande salivaird3. Orifice génital -
14. Pénis 5. Vagin -16. Glande muqueus- 17. Oviducte -18. Sac de dards1S. Pied -20.
Estomac 21 Rein -22. Manteat- 23. Cceur 24. Canal déférent).

[11.3. L’'espéce en milieu nature
Cette espéce ubiquiste peut s’adapter a des bmtdps sols et des climats variés. |

a besoin d’abris pour repos mais semble préférernddieux ouverts. Elle se nour
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principalement de plantes vivantes ou mortiegesias et Castillejo, 1999aux quelles

s’ajoutent des quantités plus ou moins importatéesol(Gomot et al,, 1989).

l1l.4. Rythme d’activité

L’activité des escargots petit-gris est préféeti@ment nocturne .Elle se synchronise
avec la photopériode naturelle et débute au coudhesoleil avec un maximum six apres
celui-ci (Chevallier, 1992)Les trois facteur qui influencent cette activiehsI’hygrométrie
du milieu (air et sol) ; la température et I'intéédslumineuse Les escargots sont actifs si
’humidité réactive de l'air est supérieure a80%siela température minimale nocturne n’est

pas inférieure a9CChevallier, 1982)

[11.5. Hibernation et estivation

Helix aspersaescargot terrestre, n'est actif que lorsque I'llitd estsuffisamment
élevée. Dans le cas contraire, 'animal se rétradtiatérieur de sacoquille qu’il obture par un
voile muqueux (courte inactivité) ou par un epigme,ce qui lui évite la déshydratation. La
photopériode et la température sont desvariableorgdéres qui induisent les états
d'inactivité@user et Combes, 2009).

Hibernation et estivation sont donc des réponsedes stressenvironnementaux
prévisibles(Bailey, 1981)La photopériode est le principal facteur qui déchenl’activité ou
linactivité desescargots, selon qu’ils sont soumides régimes lumineux mimant des jours
longs(plus de 15 h de lumiére) ou courts. La casaaice de ce phénomeéne estprimordiale
pour une exploitationrationnelle de l'animal, pettaet ainsi, en jouant sur les dures
d’éclairement journalier, de stimuler la croissaetéa reproductionou, au contraire, I'entrée
en hibernatiorfLe Guhennec, 1985 ).

[11.6. Croissance

Leur croissance en milieu naturel (de I'éclosiayjua la maturité sexuelle) s'effectue
parpallier (en fonction des alternancesde  périodedactivite et des
estivations/hibernations),généralement en 2 antongevité de cette espece en milieu naturel
est de 6 a 7 afGomot et Enee, 1980)Letableau 04montre les phases de croissandéealix

aspersa.
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Tableau 04: Description des 4 phases de croissartdeltk aspers@Gomot et Enee, 1980).

Phase Différenciation sexuelle Masse(g)
Infantile Tractus génital non différencié. 0,02a40,6
Juvénile Organisation du tractus génital, gamétogenasta/e. 06 a 6

Pré-adulte Maturation sexuelle : développement des  Glar Plus non bordés)
annexes femelles. de 6 (individus

Adulte Différenciation sexuelle terminée : aptitude debvidus De6al4d

a la reproduction. (individus bordés)

[11.7. Reproduction

Les escargots sont hermaphrodites, mais doiveotalpler car ils ne peuvent
pass'autoféconder. lls sont tous équipés d'un mnie l'organe réceptif correspondant.La
fécondation est réciproque par échange de sperhmtep entre les 2 partenaires,certains
individus peuvent toutefois se comporter uniqguememinme male ou comme femelle.
L'autofécondation, qui existe chez les limacesstdchatines, est rarementobservée chez les

escargots du genkeelix et n‘a jamais été rapportée pblalix aspers@Gomot, 1980).

La durée entre I'accouplement et la ponte est d@ne0 jours enconditions optimales
mais peut atteindre 1 voire 2 mois lorsque les itimms del'environnement sont défavorables
(Daguzan, 1983).es ceufs (entre 80 et 130) sont déposés dans uité ceeusée a quelques
cmsous la surface du sol, cavité qui est ensulieughée. L'incubation dure de 12 jours a
20°Ca environ 22 jours a 15°C. Le nombre moyen al®#epar reproducteur est de 1,3 et
lenombre d'infantiles produits est de 75 g/@adec, 1983).
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| .Matériels et méthodes

Les essais réalisés dans cette étude ont été alisalaps le Laboratoire de recherche
sur les molécules bioactives et applications etdberatoire de toxicologie, du département
de Biologie.

I.1. Matériels
[.1.1. Matériel végétal

Le matériel ou I'organe végétal choisi dans la @nés étude est représenté par les
graines séches du fenoutdeniculum vulgarg Les graines de fenouil ont été achetées, sous

forme séchée, chez un arboriste. Elles sont ofigimavilaya de Tébesgzhoto 01).

Photo 01 :Les graines seches du feno&ibéniculum vulgarg(Photos personnellg

1.1.2. Matériel animal

Le matériel biologique utilisé dans notre travat en organisme pluricellulaire un
gastéropode pulmoné I'escargdelix aspersgphoto02)Les escargots utilisesau cours des
expérimentations ont le nombre de 50 escargotssdi# proviennent d’'une population
originaire d’'une région nonpolluée a Bouchegoufdaya de Guelma (Nord-est de
I'Algérie).Ces escargotscollectes sont maintenusdaet 05 jours pour l'acclimatation aux
conditions dalaboratoire avant le traitement.
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Photos 02:Helix asperséPhoto personnelle).
[.2. Méthodes
[.2.1. Extraction des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles du fenouil & ééalisée par le procédé
d’hydrodistillation. Il s'agit de la méthode la plsimple et la plus anciennement utilisée.
L’appareil utilisé pour I'hydro- distillation estedtype Cleveng@hoto03)Il est constitué
d’un chauffe-ballon, un ballon en verre pyrex, cwie et un collecteur. Chaque élément a un
réle précis. Le chauffe-ballon permet la distribnthomogéne de la chaleur dans le ballon.
Le ballon en verre pyrex ou l'on place les graigehgs et I'eau distillée. La colonne
contenant le réfrigérant condense la vapeur quntvae I'échauffement du ballon. Le

collecteur en verre pyrex regoit les extraits ddistillation(Mohammedi, 2006).

Photos 03 :Procédés d’hydro-distillatiofPhoto personnelle).
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1.2.2. Rendement

Le rendement de I'huile essentielle est le rappntte le poids de I'huile extraite et le

poids de la matiére seche de la plante.

R= PHEX].OO/R/IS]

R: Rendement en HE (en %).
PHE: Poids d’HE en g.
Pus : Poids de matiére seche de la plante en g.

1.2.3. Condition d’élevage

Cinquante (50) escargotsont été utilises dans matmerimentation. lls sont tous
adultes avec un poids moyen de 12g (+0.35g). dist €levés dans les conditions
d’environnement optimales suivantes : Photopérid@ésde lumiere / 24h, température 20 +
20 C, humidité relative 70-80% conformément austrirctions trouvés dan&Gomot et
vaufleury, 2000.

Ces escargots sont repartis dans des boites dejpatransparentes ayant un volume
de 4071,37 cth(23,5 x 16,5 x 10,5 Cm) avec un couvercle perfofeaque boite contient
une éponge humide pour maintenir le taux d’hur@idifalimentation(Salade) est fournie
dans des boites de péfphotos 04).Les boites de plastiques sont quotidiennementysts

I'apres midi et I'alimentation a été renouvelée tigiennement

Photos 04 :L’élevage des escargots dans le labora(@iteto personnelle).
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[.2.4. Mode de traitement
Le traitement des animaux a été effectué par ltamdide concentrations croissantes

d’HE du Fenouil (0 (témoin), 0,5ul, 01ul, 02ul ud) par contamination dans 'alimentation
(salades).Les escargots ont été répartis de 0%5léofi© escargot chacun. Le traitement s’est
déroulé pendant 3 semaines pour les 06 lots.

Dans tous les cas, la nourriture apportée est vahde, qu’elle soit contaminée
ounon, tous les 3 jours au moment du nettoyagebddss d’élevage. Ce nettoyage est
fait,autant que possible, a heure fixe. Il comprendlavage des couvercles et des parois
desboites a I'eau distillée, un changement de hgpoabsorbante au fond des boites ou
unramassage des féces des escargots déposés subskeat. Ensuite, I'ensemble des
récipientsd’essai est humidifié a I'eau distillée
1.2.5. Sacrifice et dissection des escargots

A la fin de la 3"Semaine de traitement, les escargots ont été jeisnagpendant 48h
pour vider leur tube digestif. Ceci évite d’éveies interférences entre les contaminants
présents dans l'aliment ingéré et les quantitésotéaminants accumulées dans les tissus. Un
lavage des boites a été réalisé pour éviter lgestion des féces. Les 50 escargots ont été
ensuite congelés a -20°C. vingt quatre heures aj@gsescargots ont été disséq(iésoto
05).

Photo 05: Etapes de la dissection des escar(ti®tos personnelles).
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Les escargots sont décoquillés et les tétes sompééees dans un tampon adéquat
pour les lI'analyse d’AChEphoto 06).

Cale

T.oa tote——

— L hépatopancréas

Photos 06 :Prélévement des organes (la téte et I'hépatopas)di&iaoto personnelle).

Apres la dissection, I'hépatopancréas a été peédvdivisé en 08 fragments pour
chaque mesure des bios-marqueurs :
» Un échantillonpour le dosage de protéines.
Un échantillonpour le dosage de glucides.
Un échantillonpour le dosage de lipides.
Un échantillon pour le dosage du glutathion (GSH).
Un échantillon pour le dosage de la glutathiorrasdférase (GST).

Un échantillon pour le dosage de la catalase(CAT).

YV V. V V V V

Un échantillon pour le dosage de la malondialdel{iieA).

1.2.6. Analyse des paramétres biochimiques
1.2.6.1. Dosage des métabolites contenus dans I'laégpancréas (protéines, lipides et

glucides)

Le dosage des differentsmétabolites(protéinesddipiet glucides) contenus dans
I'hépatopancréas des escargots a été réalisé Isgiwacédé d&hibko et al, 1966.Aprés un
broyageet centrifugation (5000 tours/mn pendantr)Qie surnagent | a été récupéré afin de
dosage des lipides, aussi que le culot | a étépé¥éuA ce dernier, 1 ml d’'un mélange
éther/chloroforme (V/V) a été ajouté et une deuwdéarantrifugation (5000 tours/mn pendant
10 mn) a été réalisée. Le surnagent Il a été rééugén de doser dosage des lipides tandis
gue le culot Il a été traité avec 1 ml de NAOH [0, bour le dosage du taux des protéines

totales(figure 06).
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Echantillor(hépatopancré)

!

Surnageant |

'

Aliquot e (100ul)

Y

Anthrone (4 ml)

¥

Chauffer 80°C
(20 mn)

\4
Glucides

v
1ml de TCA a (20%)
v
Broyage

v

Centrifugation (5000 trs/mn, 10 mn

| |
Culot |
v

1 ml éther/chloroforme

3

Centrifugation (5000
trs/mn, 10 mn)

A\ 4

Surnageant Il

¥

Aliquot e (100 pl’

v

Evaporation totale

v

1 ml d’acide
sulfurique

v

Agitation

v

10 mn au bain de sable

v

Dosage aliquote (200 ul)l

==
Duchateau & Florkin, (1959) i

Goldsworthyetal., (1972)

A 4

Culot Il

v

1 ml NaOH (0,1N

v

Agitation

v

Dosage aliquote

(100 ul’

v

Agitation

Bradford, (1976)

Figure 06 :Extraction des glucides, protéines et lipides wi@hibko etal., 1966)
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1.2.6.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été détermine selon tlrodeé de(Bradford, 1976)qui
consiste a utiliser le bleu de Coomassie commeifé@e dernier réagit avec les groupements
amines (_NH) des protéines pour former un complexe de coubéeu. L'apparition de la
couleur bleu reflete le degré d’ionisation du miliacide et l'intensité correspond a la

concentration des protéines.

Pour accomplir cet essai, nous avons procédé cauine
e Prélever 0.1ml de ’lhomogénat.
» Ajouter 5ml de réactif de Bradford.
» Agiter et laisser 5 minutes.

e Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc

La concentration des protéines est déterminée graparaison a une gramme étalon
d’albumine sérique bovine (1mg/ml) préalablemendlisée dans les mémes conditions
(annexe 01).

1.2.6.1.2. Dosage des lipides

Le taux des lipides a été déterminé selon la méthtmd Goldsworthy et al.1972).
Cetteméthode utilise la vanilline comme réactif38g de vanilline, 195ml d’acide
orthophosphorique a 85% et 55ml d’eau distillée)saution mere de lipides (2,5mg/ml
comme standard. Et additionné 1ml d’acide sulfugi¢@B%), aprés agitation, les chauffés un
bain marie (100C° pendant 10min) ; de chaque t@fgPsont ensuite prélevés et il est ajouté

2.5ml de réactif.

Les absorbances ont été lues apres 30 min d’ob&scuane longueur d’onde de 530
nm(annexe 02).

1.2.6.1.3. Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selméihhode de Quchateau et
Florkin, 1959). Elle consiste a additionner 100 ul du surnageantenu dans un tube a essai,
4 ml de réactif d’Anthrone et de chauffer le mélam 80°C pendant 10 min. Une coloration
verte se développe dont I'intensité est proportadlena la quantité de glucide présent dans
I'échantillon. La lecture de I'absorbance se faiing longueur d’onde de 620 nm.

La préparation du réactif d’Anthrone se fait comsué : peser 150 mg d’Anthrone,

ajoute 75 ml d’acide sulfurique concentré et 25delu distillée. On obtient une solution
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limpide de couleur verte qui est stockée a I'obis¢éuta gamme d’étalonnage est effectuée a

partir d’'une solution mere du glucose (1 mg(arinexe 03).

1.2.7. Analyse des parametres enzymatiques

1.2.7.1. Dosage du malondialdehyde (MDA)

Le malondialdehyde (MDA) a été dosé selon la méhd€Draper et Hadley,1990
).basée sur la mesure colorimétrique de la réactinbre ¢’acide thiobarbiturique (TBA) et
lemalondialdehyde (MDA) donnant un produit rougerrbdont l'intensité de la coloration

estmesurée a une longueur d’onde de 532 nm.

Les fragments d’hépatopancréatdlix aspersasont broyés aux ultrasonsdans 1 ml de
tampon tris-HCI (50 mM et pH 7,5) (1,5137 g trisOe®730 g EDTA (acide éthylenediamine
tétra-aceétique), 42,78 g sucrose, 250 ml d’eaulldst Une fois I’'homogénéisationréalisée,
une centrifugation est effectuée pendant 10 mnG@AQours/mn et le surnageantrécupere

servira au dosage du MDA.

Le dosage est réalise avec 50@u surnagent additionnes de 2,5 ml de TCA (100 g
TCA, 1000 ml d’eau distillée). Aprés chauffage aainbmarie a 100°C pendant 15 mn
etrefroidissement dans de la glace, une centrilmgaést effectuée a 10000 tours/mn
pendantl0 mn. Une fraction aliquote de 2 ml du ageant est alors prélevée a la quelle on
ajoute 1 ml de TBA (6,7 g TBA et 1000 ml d’eau ilis}. Aprés un second chauffage (100°C
pendant 15mn) ils ont refroidissés. Ensuit 1,5mbd&nol a été rajoutés. Aprés agitation,
unederniere centrifugation (10000 tours/mn, 10 est)réalisée et le surnageant constitue de
1 ml debutanol renfermant les complexes TBA/MDA eStupére et une lecture des
absorbancesest effectuée a 532 nm contre un blanduotampon tris-HCI remplace le
surnageant.

Le taux du MDA est détermine selon la formule sofea

A Do/mn
x — ADo/mn

] 56 ‘] / d s
S

X : (Taux du MDA): micromole de substrat hydrolyse par mg de progége/mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue apresohysk du substrat.

156: coefficient d’extinction molaire du TBA.

Vt : volume total dans la cuve : 1ml (volume total damol récupéere renfermant les Complexes
TBA/MDA).

Vs : volume du surnageant utilise dans le dosagemQ,5

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
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1.2.7.2. Dosage du glutathion (GSH)

Le taux de GSH est quantifié selon la méthodé/deckberker et Cori, 1988),dont
le principe repose sur la mesure colorimétriqud’atgde 2-nitro-5-mercapturique, résultant
dela réduction de I'acide 5-5'- dithio-bis-2-niterzoique (DTNB) par les groupements thiols

(-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’'ondéidenm.

Le dosage s’effectue apres homogénéisation desiédbbns dans 1 ml d’'une solution
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 448 g EDTA + 1000 ml d'eau
distillée). A fin de protéger les groupements thidl glutathion, ’'homogénat doit subir une
déprotéinisation par I'acide sulfoosalicylique (AS50,25% (0,25g d’ASS +100 ml d’eau
distillée) ou 0,2 ml d’ASS sont additionnés a 0Jadfhomogénat. Apres agitation, le mélange

est plongé dans un bain de glace pendant 15mncenigfugé a 1000 tours/mn pendant 5mn.

Une aliquote de 500ul du surnageant récupéré jesttéa a 1ml du tampon
Tris/EDTA (0,02 M, PH 9,6)(63,04 g de Tris + 7,444 8’'EDTA + 1000 ml I'eau distillée) et
0,025 ml de DTNB (0,01 M)(3,96 g DTNB + 1000 ml tfi@nol absolu). La lecture des
absorbances s’effectue a une longueur d’'onde dendiZaprés 5 mn de repos pour la
stabilisation de la couleur contre un blanc otbl@8 | du surnageant sont remplacés par 500
pl d’eau distillée.

Le taux de GSH est calculéselon la formule suivante

A Do 1,525 q &
= X — X ———
31708505 mg de protéines

X : Taux du GSH, micromole de substrat hydrolysé par mg de pre&{pM /mg de protéines).

DO :la densité optique obtenue aprés hydrolyse du aibst

1 : volume total des solutions utilisées dans la dépsation : 1ml (0,2ml ASS+0,8ml
homogénat).

1,525ml :volume total dans la cuve (0,5ml surnageant +1isiBDTA+0,025m| DTNB).

13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le gp@ment thiol (_SH).

0 ,8ml : volume du I'homogénat utilisé dans la déprotéiisa

0,5ml : volume du surnageant dans la cuve.

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.

1.2.7.3. Dosage de l'activité acétylcholinestéra@eChE)

Le dosage de l'activité AChE a été réalisé selométhode d’(Ellman et al; 1961)
qui consiste a fournir a 'enzyme (AChE) un sulistidificiel analogue, I'acétylthiocholine,

qgui sera hydrolysé en acide acétique et thiochol@ette derniére, en présence de DTNB
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(acide 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoide), donne un g¢ud jaune le TNB (acide 5’-thio-

2nitrobenzoide). La lecture de I'absorbance sedfaihe longueur d’onde de 412 nm.

Les tétes des escargots témoins et traitées sombdénéisées dans 1ml de solution
détergente (38,03 mg d’éthyléne glycol tris betanadthyl étherNNN'N’ tétra-acétique,
+1ml de triton X 100% +5,845 g de NaCl + 80 ml @anpon Tris 10 mM, PH7).
L’homogénat est centrifugé a une vitesse de 9000 pendant 15mn. Le surnageant est

récupéré pour servir comme source d’enzyme.

Le dosage de I'activité AChE a été réalisé surfumetion aliquote de 100ul auquel on
ajouter 100 pL de DTNB (39,6 mg de DTNB +15 mgs8Qa dans 10 ml du tampon Tris
(0,1 M et PH7)) et 1 ml de tampon Tris (0,1M et PHAprés 3 a 5 minutes, et afin d’épuiser
la réaction spontanée, 100 pL de substrat acéaighbiine (118 mg d’'acétylcholine +5 ml
d’eau distillée) sont ajouter. La lecture des abances a lieu toutes les 4 mn pendant 20 mn a
une longueur d’'onde de 412 nm contre un blanc,0@dL de solution détergente remplacent

la source d’enzyme.

L’activité AChE est calculée selon la formule suite:

M Dosmrnnx Pt /
AChE (uM/min/mg de protéines) = / mg de protéines
1,36 x 10° = Vs

/

X : micromoles de substrat hydrolysé par minuteaetnpg de protéines.
A Do : pente de la droite de régression obtenue apraslggd du substrat
1,36 x 104:coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1cm-1)

Vt : volume totale de la cuve (1,3ml).

Vs : volume de I'homogénat (0,1ml).

mg de prot : quantité de protéines exprimée en mg.

1.2.7.4. Dosage de l'activité catalase(CAT)

La catalase est enzyme antioxydant le plus courashmesurées dans les recherches
lites aux radicaux libres. La catalase est I'enzyque élimine le peroxyde d’hydrogéne
(H202). Le protocole le plus couramment util{&oth, 1991).

Cette enzyme intervienne dans la défense de laleaibntre le stress oxydatif en
catalysant la dismutationdu peroxyde d’hydrogen2dB) toxique en eau et en oxygene
(Regoli et Pricipato, 1995 ; Boucenna ,2010).

2H202 ————  2H20+O2
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L’activité catalase (CAT) est mesurée a 240 nnadde d’'un spectrophotometre par
la variation de la densité optigue consécutive a@itanutation du peroxyde d’hydrogéne
(H202)(0 ,0040 M-1cm-1) en faisant réagir dans M0 de tampon phosphate pendant 1 mn
a PH 75 et 100 pul de H202 (500 mM) sur 20 ul dibgénat, a une température
d’'incubation de25C°. Les résultats sont exprimésierl d’H202 par minute et par mg de

protéinegBoucenna,2010).

L’activité de la CAT est plus sensible décropidement, aprés 15 secondes de délai
durant 60 secondes de mesure .le coefficient dietktin est 0 ,0040 mMcma.

L’activité CAT est calculée par la formule suivante
a (ADOx10)
" (exLx0,05xmg de protéines)

X: micromole de substrat hydrolysé par minute etnpgude protéines (UM/mn /mg de protéines).
A DO : différences de la densité optique obtenue aprésolyse du substrat pendant une minute.
£ : Le coefficient d’extinction est de 0 ,0040mM-1 dm-

L : longueur de la cuve utilisée (1cm).

Mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.

1.2.7.5. Dosage de l'activité glutathion-S-transfase(GST)

Le dosage de la GST est réalisé selon la méthodelatag et al, 1974)baséesurla
mesure photométrique de la cinétique de conjugaisoproduit formé avec un substrat, le 1-
chloro-2-4 dinitrobenzéne (CDNB) en présence d'wfacteur le glutathion(GSH). Les
fragments de I'hépatopancréas sont homogénéiséslmainde tampon phosphate de sodium
(0,1M et PH 6)et trois repétitions sont realisédsomogénat est centrifugé a 14000g pendant
30mnet le surnageant récupéré servira comme solgozgyme. 200ul du surnageant a éte
additionné a 1,2ml de substrat CDNB (1mM) dansatmpon phosphate (0,1M et PH6). La
lecture des absorbances est effectuée toutes fegegipendant 5mn a une longueur d’onde
de 340 nm, contre un blanc contenant 200! d’estillée a la place du surnageant.

L’activité spécifique de I'enzyme est déterminéapuiiés la formule suivante :

_ ADo/mn
96

X : micromoles de substrat hydrolysé par minuteagtmg de protéines.

A Do : pente de la droite de régression obtenuesdprérolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (Meth-1).

Vt : volume totale de la cuve (1400pl).

Vs : volume de 'homogénat (200pl).

mg de prot : quantité de protéines exprimée en mg.

‘ IS/ d s
X
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1.3. Analyse statistique des résultats
Les quantités des métabolites (protéines, gluaddipides) sont déterminées a partir

des courbes d’étalonnage ont utilisant Excel.

L’'analyse statistique des données est effectuédepimst ANOVA a un seul facteur
suivi le test de Tukey pour la comparaison entse échantillons traités et le témoin. Cette

analyse a été faite grace au logiciel Minitab (\Ger<l6).

Les difféerences sont considérées comme :
» Significative lorsque (P <0,05).
» Hautement significative lorsque (P <0,01).
» Tres hautement significative lorsque (P <0,001).

» Avec p : seuil de signification.
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Résultats et Discussion

Il. Résultats

I1.1. Rendement du fenouil en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielle du fenouilsédtitians cette étude est de 1,27%.
I1.2. Effets des huiles essentielles sur les paratngs biochimiques

11.2.1. Effet sur le taux des protéines

Le taux des protéines a été déterminé sur la bada dourbe de référence présentée

dansl’annexe 1 L’équation de la droite de régression a étérdéteée comme suit :
Y= 0.014 x+0.657
Avec coefficient de déterminatid®? = 0.965%.

Lafigure 07 illustre I'évolution du taux des protéines en prése d’HE du fenouil au
niveau de I'hépatopancréas.Nous constatons queuledes protéinestend a augmenter chez
les escargots traités par rapport aux témoins wumpour les doses élevées. L’analyse
statistique révele qu’il n'ya pas de differencengdigative entre le taux desprotéines des
témoins (57,57 mg/l) et celui des escargots trgpt@slesdoses de0,5 et 01ul (57,55 et 58,20
respectivement). Cette différence devient hautersigmificative (R0,01) pour les doses 02
et 04ul (67,09 et 83,77 mg/l respectivement).
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Figure 07 : Variation de concentrations de protéines (mg/lY rineaux de I'hépatopancréas
chezHelix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentielldemuil.
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11.2.2. Effet sur le taux des lipides

Le taux des lipides a été déterminé sur la bada deurbe de référence présenté dans
'annexe 2 L’équation de la droite de régression a étérdéteée comme suit :
Y=0.001 x-0.016

Avec un coefficient de déterminatioR2 = 0.954%

La figureO8représente I'évolution du taux deslipides en présates HEs du fenouil
au niveau de I'hépatopancréas. D’'une maniere gknéeataux deslipides diminue chez les
escargots traités en comparaison avec les témbmsdiminution du taux des lipides
s’accentue avec l'augmentation de la dose ingéiéesd En effet, avec les doses de 1ul, 2ul
et 4ul, le taux des lipides enregistre des valdar08,4 ; 86,26 et 71.6 mg/l respectivement.
Ces valeurs sont significativement différente<qi®04) de celles enregistrée chez les
escargots témoins (420 mg/l). En revanche, la ditdn du taux des lipides n’est pas

significative avec la dose de 0,5 pl (406,5 mg/L).
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Dose de I'huile essentielle du fenouil [pL})

Figure 08 : Variation des concentrations de lipides (mg/Lnhaweau de I'hépatopancréas chez

Helix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentiellésmuil.
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11.2.3. Effet sur le taux des glucides

Le taux glucides des a été déterminé gracecud®on de la droite de régression
présentée damnnexe 3:
Y=0.014 x+0.015

Avec un coefficient de déterminatioR2 = 0.990%

La figureO9montre I'évolution du taux des glucides en présafit=s du fenouil. |l
parait que ces derniéres n’exercent pas un effdedisur le taux des glucides. Cependant,
lallure générale en montre une |égére augmentatiGette augmentation devient
significativement différente avec la dose de 4ithparée aux témoins (57,8835,52).
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Figure 09: Variation de concentrations de glucides (mg/Lhaeau de I'hépatopancréas chez

Helix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentiellésmuil.

[1.3. Analyse des parametres enzymatiques

1.3.1. Evolution du taux demalondialdehyde (MDA)

L'évolution du taux de MDA en présence d'HE du feihoau niveau de
I’hépatopancréasdes escargots est présentée damsréal0.Nous constatons que le taux du
MDA tend a augmenter significativement (p<0,004uples petites doses (0,5 et 1 pl) alors
gu'il reste non différent pour les doses forte (Ztqul). En effet, avec 0,5 et 01 pl d’'HEs,
nous avons enregistré des taux de MDA de 7,5%10,40.10pM/mg respectivement alors
que chez les témoins, ce taux n'était que de 5108TtM/mg. Avec les doses de 02 et 04 pl,
les taux de MDA enregistrés étaient de (6,386108,99.10 uM/mg).
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Figurel0 : Variation de concentrations de 'MDA (uM/ mg def#ines) au niveau de

I'lhépatopancréas chéselix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentielldemtuil.

[11.3.2. Evolution du taux de glutathion(GSH)

La figure 11 illustre I'évolution du taux des GSHen présenceE/’du fenouil au
niveau de [I'hépatopancréas.Nous observons que Ux @eGSH tend a diminuer
significativement (p<0,001) chez les escargotsésgpar les doses élevés. Les HEs du fenouil
n’ont pas d’effet sur le taux deGSH avec les faluleses. Le taux de GSH enregistré chez les
témoins était de 0,0024 uM/mg de prot alors quei elregistré chez les escargots traités par
lesdoses de0,5 et 01 pl était de 0,0025 et 0,0a46g de prot respectivement. Avec les
doses de 02ul et 04pl, les taux de GSH observaesnete 0,0022 et0, 0016uM/mg de prot

respectivement.
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Figure 11: Variation de concentrations de GSH (uM/mn/mg d#gines) au niveau de
I’hépatopancréas chédelix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentielldemuil.
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111.3.3. Evolution du taux d’Acétylcholineestérase(AChE)

L’évolution de l'activité spécifique d’AChE des résence d’HEs du fenouil au
niveau de tétes des escargots est montrée ddigaila 12. Globalement, nous constatons
que le taux d’AChE tend a diminuer chez les esd¢argaités par rapport aux témoins excepté
pour la dose de 0,5 pl. L'analyse statistique &vgl’il n'ya pas de différence significative
entre le taux desprotéines des témoins (5,94.Mimn/mg de prot) et celui des escargots
traités par ladose de0,5 pl (6,33'u0/mn/mg de prot). Cette différence devient hauteme
significative (X0,004) pour les doses 01; 02 et 04ul (2,31.10,63.1F et 4,29.10
81M/mn/mg de prot respectivement).
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Figure 12: Variation de taux de l'activité spécifique de I'RE (LM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte chelelix aspirsaapres 21j de traitement aux huiles essentielldgmtuil.

11.3.4. Evolution d’activité de catalase (CAT)

La figure 13représente I'évolution de I'activitéde CATen présed’HE du fenouil au
niveau de I'hépatopancréeas. D’'une facon généraléaux de CATtend a diminuer chez les
escargots traités par rapport aux témoins surtour pes doses élevés. Cependant, cette
diminution n’apparait pas dose-dépendante. L'amalystistique révéle qu'il n'ya pas de
différence significative entre le taux de CAT démbins (14,63 uM/mn/mg de prot) et celui
des escargots traités par lesdoses de0,5ul (18/3dm/mg de prot). Cette différence devient
hautement significative (P 0,004)pour les doses 01; 02 et O4ul (2,19 ; F6A.33
HM/mn/mg de prot respectivement).
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Figure 13: Variation de concentration de CAT (uM/mn/mg det@irmes) au niveau de

I’hépatopancréas chéidelix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentielldsmuil.

11.3.5. Evolution de l'activité de Glutathion -S- Transférase (GST)

La figure ldreprésente I'évolution de [l'activittde GSTen présend’HES du
fenouil.Nous observons, que le taux de l'activitéagTest significativement plus élevé que
chez les témoins quelle que soit d’'HEs utiliséecawe effet dose-dépendant assez visible.
L’analyse statistique révele qu’il ya une différerrautement significative €70,004)pour les
doses 0,5 ; 01:; 02 et 04 ul (3,7%104,0.10*; 4,7.10" et 3,0.10pM/mn/mg de prot

respectivement) par rapport aux témoins (6,3%18l/mn/mg de prot).
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Figure 14: Variation de concentrations de GST (uM/mn/mg d#édnes) au niveau de

I’hépatopancréas chédelix aspersapres 21j de traitement aux huiles essentielldemuil.
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[ll. Discussion
l1l.1. Rendement du fenouil en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielle du fenouil néedans le fenouil utilisé dans cette
étude était de 1.27%. Ce rendement parait moinriiaupt que celui rapporté dans la
littérature. En générale, le rendement en huilergssdle des graines du fenouil varie de 2,5 a
6 % avec une moyenne de 3,5(8bleaux 05).En effet(Lazouni et al.2007)yapportent un
rendement de 2,7 % pour la méme espece mais dieragférent. La différence peut étre lie
a beaucoup de facteurs tels que l'origine de latpJala saison de récole, le procédés

d’extraction...etc.
Tableau 05: Rendements en huile essentielle extraite des grdiméenouil dans différents pays.

Origine

Algérie Pakistan Brasille Turquie Inde
Hydro- Hydro- .
. Entraineme distillateur distillateur Yl ey
Méthode nt a e Hydro- de de
d’extraction lavapeur | type Clevenger distillateur type Clevenger type( fgl)g\é()anger
(1928) (1928)
Rendement 2,7% 3,8 % 2,4% 6,01% 1,2%
(Lazouni et (Gulfraz et al., (Moura et al., éa;fj]naft (Singhet al.,
Référence al., 2007) 2008) 2003) 2004) 2006)

l1l.2. Effets des huiles essentielles sur les paratres biochimiques et enzymatiques

Dans notre travail nous avons choisi comme modeélediqueHelix aspersajui joue
un réle majeur dans de nombreux écosystgi@esnotet al.1989. C'est pourquoi, il est de
plus en plus utilisé pour I'étude toxicologique desles essentielles de fenouil.Au terme de
ce travail, nous avons pu confirmer la qualité exiomnelle d’Helixaspersaen tant
gu’organisme bio accumulateur/ bio indicateur et d¢eavers, toutes lesmodifications, semble
d’adapter aux conditions défavorables du milieuj g8 manifeste a la perturbation

meétaboliquestoeurdassier,2001)

Nous avons cherché a évaluer les effets toxiquesiaeau cérébral et hépato-
pancréatique par le suivi de l'activité de certabis-marqueurs biochimiques (protéines,

lipides et glucides) et enzymatique (GST, GSH efTCA’'un autre coté la neurotoxicité
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d’'HEs de fenouil a été confirmée a travers la mesig I'activité d’Acétylcholine estérase
(AChE).

[11.2.1. Analyse des parametres biochimiques

Partant du principe que tout type des contraintesirennementales (stress
chimique,stress hydrique, thermique, oxydant, eitjpasa une pollution), provoquer une
libération deradicaux libres dans l'organisnf@urousseau, 2002) Une altération des
composants cellulaires intervientlorsque [l'intefiside ces phénomeénes augmente
anormalement. Tous les composantscellulaires pewdtem touchés : lipides, protéines, et
donc les membranes dans leur ense(rfaléiwell et Chirico, 1993)glucides et ADN
(Jaeschke , 1995 ; Meneghini , 1991Fs teneurs en protéines totales est un test sbuven

utilisé pour mettre en évidence unstress chez ganisme bio indicateBenbouzib, 2012

[11.2.1.1. Effet sur le taux des protéines

Concernant le taux de protéines au niveau de lto@pacréas. Dans la présente étude,
nous avons constaté que le taux des protéinestandraenter chez les escargots traités par
rapport aux témoins surtout pour les doses éle@édsaugmentation pourrait étre due a
induction de la synthéese d’enzymes de détoxifaratet demétabolisation sous l'effet du
stress oxydative produit a la présence de différentnposés bioact{idahid et al.,2015)
lors des doses des HEs du fenouil qui ont étésésilDe nombreuses études ont évalué
laugmentation au taux des protéines.Ces derroet dans le méme sens que ceux qui
mettent en évidence une augmentation significativdauxde protéines totales sous I'effet
des HEs du fenouil, et de persil chez des modeélebdiques différents sur certain

pathogénes (Echerichia choli, et staphylocoddie)uel, 2015)

[11.2.1.2. Effet sur le taux des lipides

Les résultats concernant I'évolution du taux deidés dans I'hépatopancréas
mettenten évidence une diminution du taux desdipichez les escargots traités par HEs du
fenouil comparativementaux témoins Cette diminustactcentue avec I'augmentation de la

dose ingérée.

Selor{Aurousseau, 2002)es radicaux oxygénés libres sont toxique via lgraidation
des lipides. Ces résultats vont dans le méme seerscgux rapporté daféélene et

Nadine,2007yjui ontmontré une diminution du taux des lipideszles ravageurs traités par
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les HEsde thym de sauge. Le taux de lipides peaet &alement affecte parle mode de

nutrition de I'escargot qui est semis herbivoresdi@s écosystémes terre§Beeby, 1985).

111.2.1.3. Effet sur le taux des glucides

L’allure générale des résultats obtenus dans céttele montrent une légere
augmentation du taux des glucides dans I'hépatapasales escargots. Cette augmentation
devient significative a forte dose. Ces résultatgerent un épuisement du taux de glycogene
dans les tissus de l'escargot traiter par HEsmteufk Cet effet, serait di a l'utilisation directe
du glycogene pour la régénération d'énergie owe suitine I'hypoxie. Les glucides sont les
sources d'énergieprimaires et immédiates, en éedftod des réserves glucidiques sont
épuisées poursatisfaire des demandes énergétiguases Supposer que les groupe traité
pourrait affecter directement la synthese, le sigeket la décomposition du glycogene dans
le foig(Massin et Erginay, 2010).

(El-Soud et al.,2011)ont réalisé une étude sur I'effet des HEs surug thes glucides
chez les rats. lls ont trouvé que les petites dbi§essexercent un équilibre du taux du glucose.

A fort dose, il se manifeste des irritations sutscaculaires et une hyperglycémie.

[11.2.2. Analyse des parametres enzymatiques

Lorsque les capacités des protéines de stress pantia détoxication cellulaire sont
dépassées, les xénobiotiques vont s’accumuler tEngellules et leurs effets toxiques
deviennent alors apparents. Les mécanismes cedisilgui entrent alors en jeu permettent de
limiter ces effets en facilitant I'excrétion desntaminants et en prenant en charge les
produits réactifs qu’ils générent. Pour limiter E$aques oxydatives sur les biomolécules,
liées a la génération de ROS inhérente a la vieb&&rune batterie d’acteurs antioxydants
permet de dégrader ou prendre en charge la cam@laséduit le peroxyde d’hydrogene, les
glutathion peroxydases qui réduisent les peroxgd@se a I'oxydation du GSH. La glutathion
réductase qui régéneére le glutathion oxydé graddAIDPH et participe donc indirectement
aux défenses anti-oxydant@éahidet al, 2015)
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111.2.2.1. Evolution du taux deMalondialdehyde (MDA)

Le malondialdehyde c’est I'aldéhyde actif principl@ laperoxydation de 'acide gras
polyinsaturé des membranes. Il est également urspsoduitde la biosynthése de la
prostaglandine (Coeurdassier, 2001Les ERO peuvent oxyder les lipideiErcalet
al.,2001 ;Tweeddalet al, 2007)Dansnotre étude, nous avons constaté que le taDoh
tend a augmenter significativementau niveau d’hemaicréas des escargots traité par les

HEs du fenouil.

La peroxydation lipidigue est suivie dun changemestructural des
membranesbiologiqugBebianncet al,2005)ou d’'autres éléments contenant des lipiles(
Mutairi et al, 2007) Il s'ensuit une perte de laperméabilité et depiél de membrane, une
inactivation des récepteurs et des enzymesmembedaEmpaninet al,1557)Ces
perturbations fonctionnelles peuvent aboutir a tatrdes cellules, 'augmentation des teneurs
en MDA puisque celui-ci est un produit de laperatyah lipidique. Nos résultats sont en
accord avec les travaux (dalinietal,1985ui ont mis en évidenceuneaugmentation

d’MDA chez un autre modele biologique qui est lsra

111.2.2.2. Evolution du taux de glutathion(GSH)

Le glutathion (GSH) est un composé thiol constilihe succession de trois acides
aminés : l'acide glutamique, la cystéine et la migc présente. Il joue un rdle de
détoxificationdes substancesendogenes ou xénolésy protege les cellules contre un

stress oxydant.

Nos résultats mettent en évidence une diminutiotady des GSHen présence d’HEs
du fenouil au niveau de I'hépatopancréas du taua @&SH. Cette diminution est une réponse
au stress oxydatif provoqué par la présence de fHasombi et al.2007). La forte
diminution du taux de la GSH pourrait s’expliquer pune réaction/liaison directe du bio
pesticide avec le glutathion, en effet les grougmts carboxyles du glutathion (groupe
amine, groupe sulfhydrile (-GH) ainsi que deux ) se conjuguent avec le le groupement
active d’HEs(Galaris et al.2002). Cette interaction glutathion-biopesticide a liendap a
l'intervention de la GST qui permet la conjugaishnxénobiotique ou ses métabolites avec le
GSH durant la phase Il de la métabolisation. Cettgugaison au GSH (cofacteur) par une

liaison covalente impliquant le soufre du résidstéyl avec productionde (GSSG).
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111.2.2.3. Evolution du taux d’acétylcholine estérae (AChE)

L’évolution de l'activité spécifique d’AChEen prése d’'HEs du fenouil au niveau de
des tétes des escargots montre une diminution gssige suite al’exposition aux différentes
concentrations. Le mode d'action du ses HEs s&ctgaise par une excitation du systéeme
nerveux avec lactivation des récepteurs nicotiegjude l'acétylcholine (nAChR),
accompagnés d'effets sur (GABA) la fonction despéeurs et canaux chlorure GABA-
dépendantg§Salgado, 1998)

L'inhibition de l'acétylcholinestérase conduit ackumulation d'acétylcholine (ACh)
au niveau des synapses cholinergiques a des niveEadgues conduisant a une sur-
stimulation des récepteurs muscariniques et nicpt@s. Ce "syndrome cholinergique»
comprend les signes et symptomes tels que deslésodln comportement des escargots
accompagné d’une inhibition de leurs croissaf®euaricha, 2013).Nos résultats sont en
accord avec les travaux dénan, 2002thez les insectes traités par des HE€ aleaculatus
qui bloque le site actifs de fixation de I'AChE panhibition de synthéses de
neuromédiateur.Plusieursrapports indiquent gque nhemoterpénoides causent I'inhibition
(AChE) et aboutis ala mofitioughton et al.,2006 ; Lopez et Pascual-Villalobos, 2010).

111.2.2.4. Evolution du taux du catalase (CAT)

Les résultats concernant la catalase indiquentdimenution de l'activité spécifique
de cette enzyme chez les escargots traités padtlEnouil par rapport aux témoins surtout

pour la dose élevée.

La catalase estun enzyme antioxydant tétraméridperlisée aux niveaux de
cytoplasme et peroxysomes dont le rbéle est de ysa&talla décomposition du peroxyde

d’hydrogene en kDet & selon I'équation suivarBon et al.,2007):

2H,0; + 2H,0,0, + 2H,0 ~

Les HE du fenouil en excés exercent un effet indiyi sur I'activité de la catalase.
L'origine de cette inhibition reste inexpliquée atne connaissance. Il se peut que
I'explication soit liée a l'espece animale utilis€éBescargot) ou a la nature de son
alimentation (salade) ou par le fait que I'un demposants de cette HEs inhibent I'activité la
catalase. Pour I'heure actuelle, nous n'avons pagxpliquer exactement ce résultat a la

lumiére de la bibliographie. En revanche, ce résudst différent de ceux rapportés dans la

a7



Résultats et Discussion

littérature. En effe(Sadeghpouret al., 2015pour ces auteurs 'induction de l'activité de la
CAT pourrait étre expliquée par la production d€3SR de I'anion superoxyde. Ce dernier
stimule I'activité de la SOD, laquelle produit de®4, qui stimule I'activité de la catalase.qui
témoigne d’'une production exagérée des radicaue §hite a la formation de 'homocysteine
et le blocage la voie d&Voo, 2006).

111.2.2.5. Evolution du taux de glutathion(GST)

Le taux de l'activittde GSTest significativementugplélevé que chez les témoins

guelle que soit d’HEs du fenouil utilisée avecdfiet dose-dépendant assez visible.

La glutathion S-transférase est un principal actrmétabolisme des composées
électrophiles. Elles catalysent souvent la congmaides molécules électrophiles avec le
glutathion réduit (GSH). Les résultats concernattivité du glutathion S-transférase (GST)
observés dans cette étude indiquent une augmentiidactivité specifique de cette enzyme
chez les escargots traité par les HEs du fenoiétude de(Nahid et al,2015) sur l'effets
des HE du fenouil sur la souris montre une égalémea augmentation significative du taux
deGST.Cette augmentation se traduitpar une fapmaaté de détoxification du foie en
réponse a I'élévation des concentrations des raxdilthres issue de la supplémentassions de

ces HEs.
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Conclusion et perspectives

L'objectif de cette étude était de d'évaluer lad&iinduite par les huiles essentielles
du fenouil en estimant leurs effets sur les paregsgbiochimiques et enzymatiques chez un

gastéropode terrestres I'escaigplix aspersa.

A la lumiére des résultats de ce travail, on penticwe que I'espéceelix aspersaest
particulierement sensible aux huiles essentielletedouil. Cette sensibilité se manifeste par
une perturbation des biomarqueurs du stress oxyalamtiveau de I'hépatopancréas et une
neurotoxicité au niveau du cervedtn effet, uneaugmentation du taux des protéinefeet

glucides associée et unediminution du taux deddgpn été observée dans cette étude.

En plus, il apparait que les doses des HE du fenaodilisent également un stress
oxydative en activant le systeme de détoxificatipar le biais d’'une augmentation des
activités de la GST, CAT, et une diminution du tade GSH. Ses modifications sont
probablement liées a une augmentation de libéralieapeces réactives de I'oxygene en
présence des HEs du Fenouil.En fin,les HEs du femeontrent également neurotoxiques
induisant desperturbations biochimiques et enzyquat au niveau cérébral.

Les résultats cette étude montrent que l'utilisaties huiles essentielles du fenouil
dans la médecine traditionnelle. Elle doit étraefaavec prudence. En effet, au-dessus de
certaines doses, des propriétés toxiques peuvegdrapre notamment sur les systémes
hépatique, pancréatique et cérébral.

Dans ce modeste travail, nous n‘avons pas accotaplg les aspects de recherche
envisagées a cause des difficultés lieces a la wiisfice en temps et en moyens
d’expérimentation. Néanmoins, et vue l'importan@s désultats de cette étude, il serait

intéressant de la faire poursuivre, en prenanbesidération les recommandations suivantes :

» Utilisé la méthode d’injection au lieu de la contaation qui peut donner des résultats
plus précis.

Doser d’autres parametres du stress oxydant (SOR,.G.

Réaliser une étude histologique des organidgid’aspersghépatopancréas, rein...).

Etudier la toxicité d’huiles essentielles de fehsur les escargots juvéniles.

YV V VYV V

Approfondir les essais au niveau de reins des gstsar
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Annexes

Annexe 01 : Dosage des protéines.

Tableau 06: La réalisation de la gamme d’étalonnage pounkade des protéinesau niveaux

d’hépatopancréas.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 00 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 00
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau 07 : Dosage des protéines: résultats des densités eptipula gamme d’étalonnage.

Concentration de BSA 20 40 60 80 100

Absorbance(DO) 0,868 1,243 1,553 | 1,871 1,954

2,5
y=0,014x + 0,657
R%=0,965
2
N L 4
v 15
(8]
=
@
0
S
o 1
-] 2
<
0,5
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentration de BSA (mg/ml)

Figurel5 : Droite de régression experimant les absorbanc@$ a en fonction de concentration
BSA (mg/l) (R coefficient de détermination).
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Annexes

Annexe 02. Dosage des lipides

Tableau 08: La réalisation de la gamme d’étalonnage poulipédes au niveaux d’hépatopancreéas.

.Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipide (ul) 00 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme)

100 80 60 40 20 00
aAv/iiv) mi
Venline (Gl 25 | 25 | 25 | 25 | 25 2,5

Tableau 09 Dosage des lipides: résultats des densitésumstide la gamme d’étalonnage.

Concentration de solution de
20 40 60 80 100
lipides (mg/ml)

Absorbance (DO) 0,016 | 0,026 | 0,08 0,098 0,12

0,14
y =0,001x - 0,016

0,12 RZ=0,954 — ©
g 01 -
9
& 008 &
]
S
2 0,06
<

0,04

0,02 e hd

O T T T T T 1
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Figurel6: Droite de régression exprimant les absorbanc&9a en fonction de concentration de
solution mére de lipides (mg/ml) (R coefficiert détermination).
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Annexes

Annexe 03 : Dosage des glucides.

Tableau 10 La réalisation de la gamme d’étalonnage pouglesides au niveaux d’hépatopancréas.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de glucose (ul) | 00 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 00
Réactif d’Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau 11: Dosage des glucides: résultats des densitésuagtide la gamme d’étalonnage.

Concentration de solution glucosi 20 40 60 80 100
(mg/ml)
Absorbance (DO) 0,344 | 0,505 | 0,873 1,136 1,434
1,6
14 y =0,014x + 0,015 'S

R*=0,990

12 /
1

Q
9
£ g
8 08
g
B 0,6
< L J

0,4 *

0,2

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration de solution de glucose (mg/mL)

Figurel7: Droite de régression exprimant les absorbanc@9a en fonction de

concentration de solution de glucose (mg/ml) (R&fficient de détermination).
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