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Résumé

Les plantes médicinales ont montré un grand potentiel dans la prévention et le
traitement de plusieurs déséquilibres métaboliques provoqués par I’exposition massive aux
polluants environnementaux. La présente étude vise aévaluer les effets thérapeutiques de
romarin (Rosmarinus officinalis L.) et de déterminer son efficacité contre le stress oxydatif

induit par le propinébe chez les rats.

42 rats femelle de genre Albinos wistar ont été répartis en 06 groupes de 07 rates
chacun. Les animaux ont subi différent traitement par gavage (per 0s) ; certains par propinebe
a raison de 200mg/kg/j et/ou de romarin en décoction 1ml/kg/j ou sous forme d’huile

essentielle 0,5mlkg/j pendant 30 jours.

Nos résultats montrent dans un premier temps que l’exposition au propinebe a
entrainer une diminution de la croissance pondérale, une perturbation du métabolisme
biochimique marquée essentiellement par une hyperglycémie, hyperlipidémie, une
augmentation significative du bilan hépatique et rénal sanguin accompagnée par une
augmentation du rapport hépato-corporel et réno-corporel. Sur le plan oxydative, on note une
augmentation du taux de MDA et une diminution du taux deGST au niveau hépatique et
rénal. L’addition de Rosmarinus officinalis permet de rétablir I’ensemble des paramétres
mesuré¢ dans cette ¢tude. Aucune différence significative n’est enregistrée par rapport au

groupe témoin.

Ces résultats témoignent du pouvoir antioxydant et protecteur de (Rosmarinus

officinalis L.) contre l'effet oxydatif du propinebe.

Mots clés : propinebe, fongicide, toxicité, stress oxydant, antioxydant, Rosmarinus officinalis,

hépathotoxcicité ,néphrotoxcicité.



Abstract

Medicinal plants have shown great potential in the prevention and treatment of several
metabolic imbalances caused by massive exposure to environmental pollutants. The aims of
present study to evaluate the therapeutic effects of rosemary (Rosmarinus officinalis L) and to
determine its efficacy against propineb-induced oxidative stress in rats.

42 female Albino wistar genus rats were divided into 06 groups of 07 rats each. The animals
underwent different treatment by gavage (per os) of propineb at a rate of 200mg/kg/d and/or
rosemary in decoction 1ml/kg/d or in the form of essential oil 0.5ml’kg/d for 30 days.

Our results show initially that exposure to propineb leads to a decrease in weight growth, a
disturbance of biochemical metabolism marked essentially by hyperglycemia, hyperlipidemia,
a significant increase in hepatic and renal blood tests accompanied by an increase in the ratio
hepato-corporal and reno-corporal. On the oxidative level, there is an increase in the rate of
MDA and a decrease in the rate of GST in the liver and kidneys. The addition of Rosmarinus
officinalis makes it possible to restore all the parameters measured in this study. No
significant difference is recorded compared to the control group.

These results demonstrate the antioxidant and protective power of (Rosmarinus officinalis L)

against the oxidative effect of propineb.

Key words:

propineb, fungicide, toxicity, oxidative stress, antioxidant, Rosmarinus officinalis,
hepathptotoxicity, nephrotoxicity.
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Introduction générale

Introduction

Les fongicides agricoles permettent de combattre les champignons phytopathogenes
susceptibles de provoquer des dégats sur les plantes cultivées et les récoltes. Parmi ceux-cile ;
maneb, zineb, ziram, mancozebe et le propinébe sont un groupe de fongicide appartenant a la
famille des dithiocarbamates organométalliques (Guven et al., 1998). En dehors des effets
quantitatifs, il existe des champignons pouvant affecter les qualités des productions agricoles
comme la présence de mycotoxines, et des altérations organoleptiques due a la présence de
Botrytis cinerea sur le raisin (Batsch, 2011). A savoir, les pertes potentielles provoquées par

les maladies fongiques sont estimées entre 10 et 30% (Batsch, 2011).

Les pesticides, sont connus aussi pour leur role dans I'augmentation de la production
des radicaux libres qui a leur tour génerent le stress oxydatif dans les différents tissus (Mehta
et al., 2008). Ces especes réactives peuvent endommager les biomolécules telles que les
protéines, les lipides et ’ADN est peuvent donc provoquer de nombreuses maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), diabete et cancer (Hallinell, 2012 ; Carocho et
al., 2013).

Durant ces dernieres années, de nombreuses études scientifiques ont été établies sur les
vertus thérapeutiques des plantes médicinales ; qui fournissent une protection contre les
maladies associées au stress oxydatif (Ahmad et al., 2017; Blanco et Blanco, 2017;
Ighodaro et Akinloye, 2018). Le mécanisme de la défense de ces plantes présentent des
activités biologiques d'intéréts, telles que des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoire et
anti-tumorale (Silva et al., 2007). Depuis Iantiquit¢, les remédes a base de plantes
médicinales sont utilisés pour la guérison de différentes maladies et dysfonctionnements (Fu
et al., 2007). Le Romarin (Rosmarinus officinalis) est une herbe cultivé dans les zones seches
et rocheuses de la méditerranée, originaire de I’Europe, mais a été cultivé au Brésil, au sud-
ouest d’Asie et en Afrique (Dias et al. 2000 ; Berkane, 2014).

Des études antérieures ont montré que les feuilles et les fleurs de romarin contiennent
differents composes phénoliques avec de puissantes propriétés anti-inflammatoires (Beninca
et al.,, 2011), antibactérienne (Kloy et al., 2020), antidiabétique (Naimi et al., 2017),
antitumorale (Tai et al., 2007), antioxydante (EI-Demerdash et al., 2016), cytoprotectrices
(Rajgopal et al., 2019) et hépatoprotectrices (Hegaz et al., 2018 ; El-Demerdash et al.,
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2016). Elles sont utiles dans le traitement des troubles spasmogéniques, asthme bronchique,
ulcére peptique, athérosclérose, troubles biliaires, ainsi que les céphalées de tension, coliques

néphrétiques et les maladies cardiaques (Atsumi et al., 2007) .

Par conséquent, la présente étude est entretenue afin d’évaluer le possible réle
protecteur et thérapeutique de romarin sous forme de décoction et huile essentielle contre les

effets dangereux du Propinebe chez les rats.

Ce mémoire est subdivisé en deux parties essentielles, la premiére partie présente
une synthése bibliographigue dans laquelle nous apportons les propriétés et effets
thérapeutiques du romarin, puis on a cité les différentes méthodes d'extraction des huiles
essentielles, des généralités sur les pesticides et leurs effets nuisibles sur I'environnement et la

santé, principalement leurs implications dans le stress oxydant.

La deuxieme partie est expérimentale, consiste a démontrer les effets thérapeutiques
de Rosmarinus officinalis et son huile essentielle administrés chez des rats traités
préalablement avec une eau potable contenant 200 mg/kg de propinébe pendant 30 jours.

L’influence des différents traitements a été analysés par :
-I’évaluation de certains parametres physiologiques et biochimiques.
-Iexploration du profil du stress oxydant hépatique et rénal.

Enfin, nous discuterons Iensemble de résultats obtenus dans ce manuscrit, et on
suggere quelques perspectives pour une éventuelle recherche.
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1. Le Rosmarinus officinalis : Propriétés & vertus thérapeutiques

1.1. Présentation de la plante

Le romarin (Rosmarinus officinalis L) est une plante médicinale appartenant a la
famille de Lamiacée, poussant spontanément dans les lieux pierreux de la région
méditerranéenne (Christo et al., 2006) et cultivée dans de nombreuses parties du monde
(Sereiti et al., 1999). Outre les usages culinaires dus a son ardme caractéristique, cette plante

est largement employée pour ses vertus médicinales et thérapeutiques (Andrade et al., 2018).

Figure 01. Arbrisseau de Rosmarinus officinalis L. (photo personnelle).
1.2. Nom vernaculaire et systématique de la plante

Le nom de la plante est mentionné dans certains classiques du monde tels que Hamlet et Don
Quichotte  "Rosmarinus™ est un mot latin qui signifie "Rosée de tuile Mer" (Ros=Rosee;
Marinus = Mer) (Sereiti et al., 1999).

Nom scientifique : Rosmarinus officinalis (L).

Nom en francais : Romarin, Rosemarine, Herbe aux couronnes, Rosées de mer, Roumarin des
troubadours, Bouquet de la vierge (Abdelkader, 2005).

Nom en anglais : Rosemary (Abdelkader, 2005).
Nom en arabe : IKlil el-djabel, aklil (Abdelkader, 2005).

Nom targui ou berbére : lazir, aziir, touzala, ouzair (Abdelkader, 2005).
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1.3. Distribution de la plante

Le romarin est lune des especes de Lamiacées les plus répandues dans le bassin
méditerranéen (Nieto et al. 2018). Originaire de I'Europe, mais largement distribué en sud-
ouest d’Asie et en Afrique du nord (Berkane, 2014 ;Fadil et al.2015).

Quant a l'Algérie, cette plante fait partie des sept especes végetales dont la superficie dépasse

50 000 hectares sur le territoire national (Berkane, 2014).

1.4. Description botanique

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est un buisson dense, ramifie, a feuilles
persistantes et a fleurs bleu-blanc, atteignant une hauteur d'environ 1 m. Il se caractérise par
des feuilles de 1-4 cm de long et 2-4 mm de large, coriaces, linéaires et lancéolées, avec
bords incurves. La face supérieure est vert foncé alors que la partie inférieure est tomenteux,
avec des nervures médiane proéminente (Fadi, 2011 ; Andrade et al. 2018).Le fruit est un
akéne brun, ovoide entouré par un calice persistant. 1l attire les insectes pour assurer la
pollinisation (Adjimi, 2014).

1.5. Utilisation de Rosmarinus

1.5.1. Usages agroalimentaires : Les feuilles et les extraits de Rosmarinus officinalis ainsi
que lacide rosmarinique, I'acide carnosolique, le rosmanol et le carnosol sont utilisés dans
I'industrie agroalimentaire. En effet, ils servent d’antioxydant et de conservateur dans les
charcuteries, les viandes et les produits alimentaires riches en graisses, les huiles de poisson,
les produits de boulangerie fine et les sauces (Arvy et Gallouin, 2003 ; Wichtl et Anton,
2003 ; Anton et Lobstein, 2005).
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1.5.2. Usages culinaires : Le romarin, grace a ses propriétés apéritives et digestives, est aussi
utilisé en tant qu’épice. En effet, son parfum résineux rappelant le pin, sa saveur un peu amere

mais trés aromatique sont tres appréciés (Leplat, 2017).

1.5.3. Usages phytosanitaires : Le romarin synthétise des polyphénols et des terpenes
toxiques pour un grand nombre d’insectes. Son HE est répulsive et antiappétente pour les

insectes phytophages (Regnault-Roger et al., 2008).

1.5.4. Usages Vvétérinaires : L’huile essenticlle du romarin est ajoutée a I’cau de ringage de

Ianimal pour le protéger des puces (Collectif, 2010).

1.5.5. Usages cosmeétiques : Selon Martini (2011), le romarin entre dans la composition de
lotion, de shampooing et de parfums surtout masculins. Il est employé comme tonique dans
les bains moussants a une dose de 1 a 2% (Faucon, 2012).Grace a ses pouvoirs régénérateurs,
protecteurs solaires, antiseptiques et antioxydants, il entre dans la formulation des pommades

dermiques, de savons et de dentifrice (Boisvert et Aucante, 2011).

1.5.6. Usages thérapeutiques : Les scientifiques semblent étre particulierement intéressés par
trois acides présents dans le romarin : Pacide carnosique, lacide caféique et Tacide
rosmarinique. Tous ces composés ont des effets antioxydants (Al Sereiti et al., 1999).
-L’acide  carnosique  favorise la perte de poids (lberra et al., 2011).
-L’acide caféique peut contribuer a la prévention des maladies cardiovasculaires (Olthof et
al., 2001).

-L’acide rosmarinique est capable d’augmenter la prostaglandine E2, de réduire la production
de leucotriéne B4 et inhibé le systtme du complément (Al Sereiti et al., 1999).
Ces trois constituants discutés, sont également capables d’inhiber la peroxydation lipidique
impliguée  dans les processus d’hépatotoxicités, Iathérosclérose et les maladies
inflammatoires. Ils empéchent aussi la formation de I’adduit carcinogene-ADN qui donne au

romarin ses propriétés anti-cancérigenes (Al Sereiti et al., 1999).

1.6.Composition chimique de romarin

La composition chimique des feuilles et des sommités fleuries de romarin est

variable, tels que les métabolites secondaire et les huiles essentielles (Leplat, 2017).
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Acides phénols : acide rosmarinique : 1,7-2,83% en moyenne, acide caféique : cité associé

avec l'acide chlorogenique

OH
[ ﬁv/@
\‘ o OH
HO
OH

Figure 03. Acide rosmarinique (Leplat ,2017)

Diterpénes phénoliques tricycliques : acide carnos(ol)ique ~ 0,35%, carnosol = picrosalvine

: cité (valeur variable, jusqu'a 4,6% ou majoritaire), rosmanol : cité etrosmadial : cité

i H CH-

CH,

Ha CHo
Figure 04. Acide carnosique (Leplat ,2017)

Triterpénes : acide ursolique : 2-4% en moyenne et 5% de dérivés de l'acide ursolique, acide

oléanolique : = 10%,a- et B-amyrines : citées

Figure 05. Acide oléanolique (Leplat ,2017)

Flavones méthylées : lutéoline : citée et genkwanine : citée

Figure 06.lutéoline (Leplat ,2017)
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Huile essentielle : Le romarin contient de 1 & 2% d’huile essenticlle de couleur jaune péle et

d’une odeur forte caractéristique.

Figure 07. L'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L (photo personnelle)

La composition qualitative de cette huile essentielle est relativement fixe, par contre
les proportions des composants varient en fonction de Torigine géographiques et des
conditions du milieu (Besombes, 2009). Car elle change d’une saison de récolte a l'autre, et
au cours des mois de la méme année, la proportion des composants est également liée a la
méthode de séchage (Brahim, 2013). On trouve essentiellement: Monoterpene
hydrocarbons, Tricyclene, o-Thujene, a-Pinene (3,48-27,1% en moyenne), Camphene (3,53-
9,8% en moyenne), Sabinene,B-Pinene, PB-Myrcene, o-Phellandrene, 63-Carene,a-Terpinene,
p-Cymene, v-Terpinene,a-Terpinolene, Oxygenated monoterpenes,1,8-cineocle (12,84-42,9%
en moyenne), Linalool, Camphre (10,22-31,4% en moyenne), Isoborneol, Borneol libre et
estérifié, ~ Terpinen-4-ol,  a-Terpineol,  y-Terpineol, Bornyl acetate, Sesquiterpene
hydrocarbons, o-Copaene, Longifolene,p-Caryophyllene, o-Humulene, Germacrene D, 6-
Cadinene (Aleksandar et al., 2014).
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H
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1,8-Cineole Trans-caryophyllene Borneol Camphor o-Pinene

CH, Hy
HiC | |
HsC
HsC Hy
CH, H,C

a-Thujone p-Thujone 6-Cadinene Germacrene-D Humlene
HsC,
ch CH2
; CH, 0 H3C
g-Copaene Burnyl acotate  Chrysanthénone p-Pinene Camphene

Figure 08. Quelques composés trouvés dans les huiles essentielles de Rosmarinus officialis L.
(Selmi et al., 2017)

1.7. Activité biologique de I’huile essentielle de Rosmarinus officialis L.

L’huile essenticlle de romarin exerce diverses activités pharmacologiques telles que
antibactérienne, antidiabétique, anti-inflammatoire, antitumorale et antioxydant (Andrade et

al., 2018).

1.7.1. Activité antibactérienne : Les extraits méthanoligues du Rosmarinusofficinalis ont
inhibé la croissance des bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus, Enterococcusfaecalis

et Bacillus cereus (Mouas et al., 2017).

1.7.2. Activité antifongique : L’étude de Tlactivit¢ fongistatique et fongicide de Thuile
essentielle de Rosmarinusofficinalismontrent des activités inhibitrices sur la germination des
arthrospores et la croissance myceélienne et la sporulation des dermatophytes responsables de
multiples ~ mycoses  chez  T'homme  (Microsporumgypseum, Microsporumnanum,
Microsporumcanis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton concentricum,Trichophyton

rubrum, Trichophyton schoenleinii et Epidermophytonfloccosum) (Ouraini et al., 2005).
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Selon Mahdi (2015), elle s’avere efficace contre les champignons phytopathogénes comme

Fusarium graminearium, Macrophomina phasealina.

1.7. 3. Activité antitumorigénes : Les diterpénes de romarin, l'acide carnosique, le carnosol
et le rosmanol inhibent la formation de tumeurs en induisant larrét du cycle cellulaire,
l'activation de l'apoptose et lautophagie par inhibition des voies de transduction du signal. De
plus, les composants phénoliques du romarin possedent une activité anti-invasive et anti-

métastatique (Petiwala et Johnson, 2015).

1.7.4. Effet insecticide : L’étude réalisée par (Rojht et al., 2012) a révélé que lextrait
éthanolique de Rosmarinus officinalisa une action répulsive sur Acanthoscelides obtectus,

réduisant I'émergence des adultes F1, sans effets secondaires sur la germination des haricots.

1.7.5. Activitt  antivirale : L'activitt  antivirale de lextrait méthanolique de
Rosmarinusofficinalisest testée sur des virus respiratoires ; syncytial humain RSC, parmi les
constituants bioactifs testé lacide carnosique qui a présenté une activité anti-hRSV et aussi
efficace contre les virus de type A et B (Shin et al., 2013).

1.8. Toxicité

A dose tres ¢€levée T'huile essentielle du romarin peut déclencher des convulsions et
des crises d’épilepsic (Hallard, 1988). Les feuilles ont une faible toxicitté mais non
négligeable. Elles ont une action trés tonique presque excitante, empéchant le sommeil. Il est

preférable d'éviter I'usage du Romarin de la fin de la journée au coucher (Escuder, 2007)
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2. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

2.1. Expression a froid

Utilisée pour extraire les huiles essentielles des péricarpes d'agrumes par un
traitement mécanique. L’huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation
(Chaintreau et al., 2003 ; Bekhechi et Abdelouahid, 2010).

2.2. Extraction par macération dans la graisse chaude

La digestion se pratique a chaud, par immersion des organes végétaux dans le corps gras
fondu pour obtenir une pommade florale (Bekhechi et Abdelouahid, 2010).Le lavage de la
pommade par un alcool fort aboutit a un extrait alcoolique. L'élimination de l'alcool se fait par
concentration sous vide a basse température. On obtient un « absolu de macération»
(Benjilali, 2004).

2.3. Distillation

La méthode la plus utilisée pour lobtention des substances volatiles facilement
analysables par chromatographie en phase gazeuse et exigeant une technologie relativement
simple (Benjilali, 2004). Il existe trois grands modes de distillation:L 'hydrodistillation,
Ientrainement & la vapeur d'eau (ou Vapo-hydrodistillation) et la distillation a la vapeur

directe (vapo-distillation).
2.4. Hydrodiffusion

Cette methode consiste a pulser de la vapeur d'eau a trés faible pression a travers la
masse Vvégétale, du haut vers le bas. Le végétal disposé sur une grille a [lintérieur d'un
parallélépipede métallique, pour  une meilleure répartition de charge. L'huile essentielle
s'écoule vers un collecteur permettant un équilibrage de pressions (Bekhechi et Abdelouahid,
2010).

2 .5. L’extraction assistée par micro-ondes
2.5.1. L’extraction par solvant assistée par micro-ondes

Ce procédé consiste a irradier par micro-ondes la matiere végétale en présence d’un
solvant absorbant les micro-ondes (le méthanol) pour I'extraction de composés polaires ou
bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les microondes (hexane) pour I'extraction de

composes apolaires (Lucchesi, 2005).
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2.5.2. Entrainement a Pair assisté par micro-ondes

Dans cette technique Ihuile essentielle extraite en 5 minutes sous chauffage micro-
ondes était présentée comme qualitativement identique a celle obtenue par entrainement a la
vapeur en 90 minutes. La vapeur d’eau saturée en molécules volatiles est ensuite entrainée
vers un second ballon de récupération plong¢ dans de la glace et situ¢ a Iextérieur du four a
micro-ondes. L’eau ainsi que les molécules aromatiques constituant I'huile essentielle sont
donc condensées dans ce ballon extérieur. L’extraction de I'huile essentielle se fait a I'aide du

dichlorométhane. (Lucchesi, 2005).
2.5.3. Hydrodistillation assistée par micro-ondes sous pression réduite (VMHD)

Vacuum Microwave Hydrodistillation » Cette technique d’extraction est basée sur
I'utilisation conjointe des micro-ondes et d’un vide pulsé. Le matériel végétal a traiter frais ou
sec est soumis durant une période 81 aux micro-ondes dont le réle est d’assurer le transfert de
matiére, puis durant un temps 62 a un vide pulsé qui permet 'entrainement azéotropique des
substances volatiles a une température inférieure a 100° C. Cette extraction serait dix fois plus
rapide que Ihydrodistillation pour un rendement équivalent et un extrait de composition
identiqgue (Lucchesi, 2005).

2.6. Extraction a I'eau surchauffée

Ce mode d'extraction utilise I'eau surchauffée a une température entre 125 et 175 C°
sous pression. Il utilise de l'eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la matiére
végétale. Cette cellule est maintenue a une pression d'environ 20 bars et a température
constante dans une étuve (Bekhechi et Abdelouahid, 2010).

2.7. Distillation par extraction simultanée (SDE) (Simultaneous Disullation Extraction)

Est une extraction liquide - liquide qui est menée dans un appareil de Likens et
Nikerson modifie. Les composeés volatils entrainés a la vapeur d'eau sont extraits par des
vapeurs de solvant que l'on condense ensuite dans un réfrigérant puis on recycle en continu le
solvant (Bekhechi et Abdelouahid, 2010).

2.8. Extraction par ultrasons

Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvent modifier I'ordre de distillation des
constituants des huiles essentielles. Les micro-cavitations désorganisent la structure des parois

végeétales et les zones cristallines cellulosiques (Guesmi et Ghanaia, 2021).
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3. Les Pesticides

3.1. Définition

A Torigine, le mot « pesticide » provient de I’association du mot latin « pestis » qui
signific animal, insecte, plante, virus, bactérie, champignon.etc, susceptible d’étre nuisible a
I’homme et a son environnement et du suffixe «-cida » (du verbe latin caedo, caedere) qui
signifie tuer (Meziane et Rezaiguia, 2021). Toutes substances ou produits utilisés dans
Iagriculture pour combattre les prédateurs des cultures, des produits agricoles ou pour
protéger les espaces publics contre les insectes, les végétaux, les animaux ou les micro-

organismes nuisibles (Saaied et Moussa, 2021).
3.2. Classification des pesticides

En fonction de la nature de I'espéce a combattre ou de la cible visée, on distingue

plusieurs catégories :

e Les insecticides (contre les insectes nuisibles)

e Les fongicides (contre les champignons parasites)

e Les herbicides (contre les mauvaises herbes ou adventices)

e Les nématicides (contre les nématodes)

e Les corvicides (contre les oiseaux)

e Les acaricides (contre les acariens)

e Les rodenticides ou raticides (pour lutter contre les rongeurs)

e Les molluscides (pour tuer les mollusques : limaces et escargots)

e Les algicides (pour lutter contre le développement des algues) (Gaouar, 2017).
3.3. Devenir des pesticides dans I’environne ment

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de I'utilisation des
pesticides, une certaine quantit€¢ de ces substances se retrouve dans Ienvironnement
(Pimentel, 1995 ; Arias-Estévezet et al., 2008) voies de dispersion et de transfert de
pesticides sont nombreuses. Les gouttelettes de ces produits peuvent atteindre directement le
sol sans étre stoppées par le feuillage, ou alors indirectement, lorsque la pluie va lessiver les
gouttelettes, non encore absorbées par les feuilles (Belhaouchet, 2014). Les pesticides
peuvent étre entrainés par dérive loin des zones de culture visées ou étre directement
volatilisés vers Patmosphére lors de leur pulvérisation (Toumi, 2013). La présence de

polluants constitue un stress induisant des modifications au niveau physiologique et
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métabolique dans I'organisme (Timbrell, 1994) ce dernier peut réagir par des réponses
mécanistiques limitant les effets toxiques des contaminants en protégeant les cellules et en
facilitant leur excrétion. Bien que les mécanismes de défense cellulaire soient actuellement
mieux connus, il est cependant nécessaire de les approfondir en raison notamment des
interactions existant entre les xénobiotiques présents simultanément dans le méme milieu
(Testud et Grillet, 2007 ; Guler et al., 2010).

Volatilisation

- ‘

= Ecoulement hypodermique

Rétention / dégradaiion

R Ecoulement de nappe

——————

Figure 09. Schéma de la diffusion des pesticides apres leur application sur des végétaux vers

les différents compartiments de I’environnement (Gaouar, 2017).
3.4. Effet des pesticides sur la sante

e Provoque des tumeurs sur la peau des souris et des rats.

e Augmente lactivité de la glutathion transférase dans le foie de rats nouveau-nés,
sevrés et adultes.

e interruption de la prise de poids.

e leucopénie impliquant principalement des neutrophiles leucocytes.

e des modifications du foie, du cerveau et du myocarde.

e Provoque le cancer de la thyroide, des reins et des voies urinaires vessie de rats.

e Provoque I'accumulation du Zn dans le foie et les reins, ou ils peuvent provoquer des
modifications histopatho logiques.

e Une enquéte a montré que le développement du cceur, des reins et le foie étaient tous
retardés chez les souris privées de Zn.

e Le Zn affecte également la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques
(Guven etal., 1998).
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4. Le stress oxydant
4.1. Définition

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules
ou un de nos tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogene, de
radicaux libres oxygénés qui dépasse leurs capacités antioxydantes (Favier, 2006 ; Migdal et
Serres, 2011). Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense,
exposition au xénobiotiques) et aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de

facon anormale la production des EOA dans notre organisme (Haleng et al. 2007).

nutrition

cellule e
Hg Pb Glutathion L Cs):;goelemen:s
Cd Thiorédoxine s |
SOD, GPx Zr‘:
Ferritine
Ozone NOx i e Mn
goudrons Adaptation

Tabac génomique
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y
Antioxydant

Phagocytose

Figure 10. Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Haleng et al., 2007).
4.2. Conséguences de stress oxydant

L’excés de radicaux libres non neutralisés par les défenses est trés dommageable
pour les macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant anomalies d’expression des
genes et des récepteurs membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires,
mutagenése, dépbts de protéines dans les tissus. Dans plusieurs maladies graves, notamment
celles liées au vieillissement, le stress oxydant est le facteur declenchant initial. C’est le cas
des cancers, des pathologies oculaires, des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose
latérale, maladie d’Alzheimer). Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est
secondaire a I'établissement de la pathologie, mais participe a ses complications immunitaires

ou vasculaires. C’est le cas de maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le
diabéte, etc (Favier, 2006).
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4.3. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique capable d'avoir une existence indépendante
(libre) en contenant un ou plusieurs électrons célibataire (électron non apparié sur sa couche
externe). Cela Ilui confére une grande réactivitt donc une demi-vie trés courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir
plus stable (Goudable et Favier, 1997).

4.3.1. Espéces réactives d’oxygenes et d’azote

Les ERO Sont des espéces chimiques derivant du dioxygene Oz, par réduction
(Gardes-Albert, 2006). Tandis que les ERA sont dérivés de l'azote et l'oxygene, en
particulier 'oxyde nitrique (NO) (Ye et al., 2015).

Le terme espéces réactives de I'oxygéne (ERO) est un nom collectif qui incluit non
seulement les radicaux libres de T'oxygene (Oz2¢7, HOe, RO, CO2¢-) mais aussi plusieurs
especes non radicalaires (H202,0%,, ONOO-) aux capacités oxydantes et contenant un ou
plusieurs atomes d’oxygene (Dubois, 2015). Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) et de
lazote (ERA) produites par les cellules ont été longtemps vues comme des produits toxiques
du métabolisme pouvant altérer les constituants lipidiques, protéiques ou le DNA de la cellule
(Beaudeux et al. 2006).

Tableau 01 : Especes réactives radicalaires et non radicalaires.

Oz~ L’anion superoxyde, résulte d’une réduction électronique d’O, par diverses oxydases
telles que la NADPH oxydase. Il peut également se former dans la chaine du transport

d’électron mitochondrial (Lanciano et al., 2013).

OH- Le radical hydroxyle, ’espéce radicalaire la plus réactive de I'oxygéne, a une demi-vie
extrémement courte, capable de réagir tres rapidement avec la plupart des biomolécules
(Bartosz, 2003).

NO- Monoxyde d’azote, synthétisé dans les cellules endothéliales a partir de I’arginine et 'O,
grace a l'action d’enzymes NO synthase. NO* Peut se combiner rapidement avec O,”
pour former ONOO- (Lismont et al., 2015).

H>0: Le peroxyde d’hydrogene,formé a la dismutation de O, par le superoxyde dismutase.
En présence de métaux de transition (Fe et Cu), ’'H,O, donne naissance via la réaction
de Fenton a un radical hydroxyle HO+ hautement réactif (Birben et al., 2012).

ONOO-  Peroxynitrite, un composé extrémement réactif et toxique, responsable de I’oxydation de

nombreuses biomolécule (Lismont et al., 2015).
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Superoxyde Reéaction de Fenton Catalase
dismutases (Fe*:Cu’)  Glutathion peroxydase
Oxvedne Radical Peroxyde Radical Eau
JE superoxyde d’hydrogene hydroxyd
0 » 0 o W) ———> (il ===}
Lose Cae(+2H) P se se(+H) °

Figure 11. Etapes de formation des ERO (Migdal et Serres, 2011).

4.3.2. Sources des radicaux libres
4.3.2.1. Sources endogenes

a. Mitochondries : L’oxydation des coenzymes (NADH, H*) et de flavoprotéines réduites
(FADH2) s’accompagne d’une perte de protons et d’électrons qui, par I'intermédiaire de
différents complexes la chaine de transport, seront ensuite transférés a I'oxygéne moléculaire
O2, accepteur terminal de la chaine. La fuite des électrons dans cette chaine de transport peut

mtervenir aux niveaux des complexes I et III, semble étre la source majoritaire d’ERO dans la

cellule (Beaudeux et al.,2006).

b.NAD(P) H oxydase (NOX): La NOX est une enzyme membranaire qui catalyse la
réduction mono électronique de IPoxygeéne en utilisant le NADPH,H* ou le NADH,H* comme
donneur d’électrons (Migdal et Serres, 2011).Son niveau d’activité varie selon le type
cellulaire et 'activité de la cellule (Beaudeux et al.,2006).

c. Xanthine oxydoréductase : La (XOR) est une molybdo-enzyme qui catalyse I’oxydation
de TI'hypoxanthine en xanthine au cours du métabolisme des purines. La XOR, existe sous
deux formes : la xanthine deshydrogénase (XDH) prédominante, et la xanthine oxydase
(XO).La réduction de Oz par la XO ou la XDH permet la formation de Oz, secondairement
pris en charge par le superoxyde dismutase cytosolique et génére la formation de H202, lui-
méme a lorigine de la formation deradicaux hydroxyle, ou neutralisé par la catalase. Par
ailleurs, la XOR peut catalyser, en anaérobiose,la réduction des nitrates en nitrites et des
nitrites en NOe. La XOR est donc une source potenticlle de NO* permettant ainsi, lors de la

production concomitante d’O2"", la formation de peroxynitrite (Beaudeux et al., 2006).
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d. Peroxysomes : L’un des principaux sites de production mtracellulaire deH202, renfermant
ainsi les enzymes (glycolate oxydase, hydroxyacide oxydase, acylCoA oxydase....)
(Beaudeux et al., 2006 ; Del Rio et Lopez-Huertas, 2016). Aussi les peroxysomes contient
deux sources de production de Oz et le NO" : la xanthine déshydrogénase (XDH) et la forme
inductible de NOS (Lismont et al., 2015).

e. NO synthases : Les NOs sont, quant a elles, a I'origine de la synthése du radical NO« par la
transformation de  L-arginine en  L-citruline en présence de NADPHet de
dioxygéne(Beaudeux et al, 2006).

f. Lipoxygénases (LOX) et cyclo-oxygénases(COXs): Les lypoxygénases catalysent
I'oxydation des acides gras polyinsaturés pour donner des hydroperoxydes d’acides gras
insaturés. La 5-LOX intervient dans la formation du I'H2Ozpar les lymphocytes T, aussi les
cyclo-oxygénases (COX) sont impliquée dans la production des ROS dans les cellules
stimulées par les TNF-a, [Iinterleukine-1lnotamment pendant une inflammation (Droge,
2002).

4.3.2.2. Sources exogenes

En plus des sources endogenes, il existe des sources exogenes liées le plus souvent a
une mauvaise hygiéne de vie. Parmi ces sources exogenes, on peut citer le tabagisme, I'alcool,
ainsi que des agents physiques tels que les UV, la chaleur ou encore divers polluants(Pisoschi
et Pop, 2015). Les polluants de I'air, comme le goudron, les émissions des Véhicules & moteur
et les contaminants industriels (amiante, silice) constituent une importante source de ERA.
Certains métaux (chrome, cuivre et fer) générent des radicaux hydroxyles tres réactifs
(Koren, 1995). Le métabolisme in vivo de certains xénobiotiques (toxines, pesticides et
herbicides), de nombreux médicaments (antibiotiques, anticancéreux...) peut contribuer a la
production des ROS (Martinez-Cayuela, 1995).

4.4. Cibles et conséquences des radicaux libres
4.4.1. Peroxydation lipidique

Les lipides sont la cible privilégiée des ERO : un radical hydroxyle réagit avec une
chaine d’acide gras msatur¢ (LH) et produit un radical d’acide gras et une molécule d’eau. Le
radical d’acide gras n’est pas stable, dans la phase de propagation, il a tendance a réagir avec
I'O2 pour produire un radical peroxyle lipidique (LOO.)(Kardehet al.2014). Suffisamment

réactif pour déclencher une réaction en chaine sur les acides gras voisins : c’est la lipo-
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peroxydation des membranes cellulaires (Tsimikas et al. 2005 ; Kardeh et al. 2014).La
réaction en chaine de la peroxydation lipidique provoque une altération de la fluidité
membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire (Tsimikas et al., 2005), peut étre
prévenue par la vitamine E intercalee dans la bicouche lipidiqgue des membranes est qui joue
le role de donneur d’hydrogéne. En effet, la vitamine E transforme les radicaux peroxyles en
hydroperoxydes et met fin a la réaction en chaine de peroxydation, c’est la phase de
terminaison (Badouard, 2006).

$36

Sl I

DD ID D DID D> > > >3 TERMINAISON

/ 2.PROPAGATION U
OH
LH : Acides gras polyinsaturés (PUFAs)
LOOH : hydroperoxyde @ @

LOO" : radical peroxyle o

YIRS

Figure12. Réactions de la peroxydation lipidique (Badouard, 2006).

4.4.2. Oxydation des protéines : Les protéines sont susceptibles d'étre oxydées par les ROS.
Cette oxydation peut rompre les liaisons peptidiques modifiant ainsi la chaine protéique. Le
dommage des protéines peut se produire par une carbonylation, une fragmentation ou un
mauvais repliement (Pisoschi et Pop, 2015). La plupart de ces dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non reconnaissance d’un
récepteur par un ligand, perte d’activit¢ enzymatique) (Haleng et al. 2007).Tous les acides
aminés sont sensibles a l'oxydation, en particulier, la cystéine et la méthionine
(Raedschelders et al., 2012 ; Pisoschi et Pop, 2015).

L’oxydation des protéines est impliquée dans plusieurs pathologies telles que les maladies
neurodégénératives, la dystrophie musculaire, et le vieillissement (Favier, 2003 ; Goto et
Radak, 2013 ; Bordt et Polster, 2014 ; Pisoschi et Pop, 2015 ; Moniczewski et al., 2015).
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4.4.3. Dommages d’ADN

Bien que I'ADNSsoit la memoire de toute la composition biochimique des étres
vivants, il s'agit d'une molécule tres sensible a l'attaque par les radicaux de l'oxygene (Favier,
2003).

L’hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques représentent les altérations les
plus communes de 'ADN nucléaire et mitochondrial attaqués par les ROS (Raedschelders et
al. 2012 ; Kardeh et al. 2014). Une des altérations fréquentes de I’ADN est I'oxydation de la
guanine par le radical hydroxyle formant la 8- hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OH-dG) qui
au lieu de s’apparier avec la cytosine, se liera avec I’Adénine. Entrainant des mutations au
sein de 'ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le

déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al. 2007).

4.5. Antioxydants

Notre organisme est equipé de tout un systtme complexe de défenses antioxydantes
enzymatiques et non enzymatiques. Un antioxydant (AOX) est une substance qui inhibe ou
retarde significativement I'oxydation d’un substrat, alors qu’elle présente une concentration
trés faible dans le milieu ou elle intervient (Berger, 2006).
4.5.1. Types et sources des antioxydants
4.5.1.1. Antioxydants endogénes enzymatiques

Tableau 02 : Systeme antioxydant enzymatique.

SOD La Superoxyde dismutases : assure I’élimination de I’O," par une réaction de dismutation en
le transformant en H2O: et en O (Fukai et Ushio-Fukai, 2011).
202+ 2 H*— 02 + H20:

GPx La Glutathion peroxydase : catalyse la réduction du H,O, ou de I’hydroperoxyde organique
(ROOH) en eau et I'alcool (ROH) respectivement, en utilisant le glutathion réduit (GSH)
comme donneur d’électrons (Powers et Jackson, 2008).
2GSH + H,0,— GSSG + 2H20
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H20
CAT La Catalase : catalyse la dismutation d’H,0, en H,O et O,(Powers et Jackson, 2008).
2 H,0:—2 H,0+ O

TrxR La thiorédoxineréductase : intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du

peroxyde d’hydrogéne, ainsi que dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique
(Haleng et al., 2007).
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4.5.1.2. Antioxydants endogenes non enzymatiques
Cette classe regroupe des composes endogenes de faible poids moléculaire qui
peuvent étre soit des produits de synthese comme le (glutathion) ou issus du métabolisme

cellulaire (acide urique) (Martinez-Cayuela, 1995).

a. Acide urique : un piégeur puissant de radicaux (hydroxyles OH" et peroxydes ROOe)
(Haleng et al., 2007).

b. Coenzyme Q : inhibe la peroxydation lipidique en empéchant la production des radicaux
lipidiques peroxyles (LOO). Son effet antioxydant s’exerce aussi au niveau de 'ADN et des
protéines, étant donné que le coenzyme Q est le seul antioxydant liposoluble endogene
(Bentinge et al., 2010).

c. Glutathion: Est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) c’est le thiol (-sh)
majoritaire au niveau intracellulaire (lalbummne étant son équivalent plasmatique). Le
glutathion présent sous forme réduite GSH dans les conditions physiologiques mais lors d’un
stress oxydant, le GSH est oxydé en GSSG (Halenget al., 2007).

4.5.1.3. Antioxydants exogénes

a. Vitamine C: Tacide L-ascorbique est considérée comme le plus important
antioxydant.Elle agit directement sur les ROS (elle peut neutraliser les radicaux superoxydes,
hydroxyle, pyroxinitrite et peroxyle) (Esposito et al.,2002) et indirectement par son action de
régénération de la vitamine E et du GSH (Sayre et al. 2005).

b. Vitamine E : deux isoméres sont particulierement intéressants, 'a- et le y-tocophérol. Leur
caractere liposolubleleurs permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils jouent un role protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles
(ROO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007). La vitamine E peut aussi activer les SOD et les
catalases (Margaritis et al.,2003 ; Lyn Patrick, 2006).

c. Caroténoides : sont capables d’inactiver I'O2"en neutralisant I’électron non apparié, les

transformant ainsi en molécules ou ions stables (Tanumihardjo, 2013).

d. Oligoéléments : Toutes les enzymes antioxydantes ont besoin d’un cofacteur pour

maintenir leurs activités catalytiques. Ainsi, la SOD a besoin dezinc (Zn) et de cuivre(Cu), la
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cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase ont besoin de cuivre(Cu) alors que le

sélénium est le cofacteur de la GPx (Haleng et al.,2007).

RSP Glucose
Nourriture
P contenant
- du GSH
NADP*
NADPH +H-

GSH - Conjugate

j GSH Exogéne
J/

HO0+LOH H0

Antioxydants
(Vitamine E, C

3 $ 7- Gla-CySH
Carotenoides, M
Ubiguinones) VHE ‘r ViE ADP+Pi
‘OH

Cyte 0, Cot -

Oz Hzo + 01

Figure 13. Apercu des differentes espéces oxygénées activees (EOA) et des antioxydants

Régulateurs de leurs productions (Berger, 2006).
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5. Matériel et Méthodes
5.1. Matériel chimique : le pesticide

5.1 .1. Définition et utilisations

Le propylene-bis-dithiocarbamate de zinc polymériqgue est une substance active
appartenant au groupe des dithiocarbamates. Ce fongicide est utilisé en Algérie dans les
cultures de fruits et légumes seul ou en association pour lutter contre le mildiou de la pomme
de terre et du tabac, les tavelures, le botrytis de lail et de l'oignon, etc. (Guesmi et Ghanaia ,
2021).

Agr,prop] [Ty .,/5

- PROPINEBE

—

Figure 14.Emballagede propinébe sur marché (photo personnelle)
5.1.2. Cinétiques dans I’organisme : chez le rat (Guesmi et Ghanaia, 2021).
Absorption : Orale, 50 - 66 % absorption rapide mais incomplete.

Accumulation : temporaire, probablement sous forme de métabolites et particulierement dans
la thyroide.

Distribution : Principalement dans la thyroide.

Elimination : rapidement et totalement éliminé en 48 heures, principalement par [urine
(53%) et les feces (46%).

Métabolisme : Le propinébe est dégradé principalement en propyléenethiourée (PTU) ainsi

qu’en propylene diamine (PDA).

le PDA semble étre un produit final dans l'urine et les fécés et le PTU est retransformé. Les

produits finaux majoritaires sont le propylene-urée (PU) et le N-formylPDA
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5.1.3. Propriétés physico-chimiques

Tableau 03 : Tableau récapitulatif des propriétés physico-chimiques du Propinebe(Meziane

et Rezaiguia, 2021).

Apparence Solide de couleur claire

Ph 50-6,5
Structure A 5
N—C\
CH, S—Zn—
S\ Hﬁ\/cﬁ
C—N
_—s/ \H X

Formule brute (CsHsN2S4Zn)x
Masse molaire g.mol-? 289,79942

T° fusion °C > 150 décomposition
Solubilité Peu soluble dans I'eau
Masse volumique a 20°C g.cm-3 1.81

DL mg.kg-1 chez le rat par voie oral 8500

Précautions

5.1.4. Préparation de la solution propinébe

Nous avons utilisé du propinébe 70% WP provenant de la firme Agripropi. Il a été

solubilisé dans I’eau minérale a une concentration de200 mg/kg et administré aux rates par

gavage oral (per 0s).

14/02/2022

Figure 15. Préparation de la solution de propinébe(photo personnelle)
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5.2. Matériel végétale : La plante

Le matériel vegétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espece Vvégétale
appartenant a la famille des Lamiacées Rosmarinusofficinalis. Nous avons choisis la partie

aerienne puisque c’est a ce niveau que se trouve la majorité des principales substances actives.

e les criteres de sélection sont les suivants :
- Abondance de la plante en Algérie
- Utilisation traditionnelle dans le traitement de plusieurs maladies.
- La non toxicit¢ de la plante, vu qu’elle est utilisée dans les préparations culinaires ou sous
forme de tisanes.

- Richesses en substances aromatique (huiles essentielles).

Figure 16. Vue générale de la plante prise a partir du site d’étude (photo personnelle)

D’aprés (Andrade et al. 2018)taxonomie de la plante est comme suite :

Sous-régne Trachéobionte
Embranchement Spermatophytes

Division Magnoliophytes

Classe Magnolipsides
Sous-classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Rosmarinus L

Espéce Rosmarinus officinalis L
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5.2.1. Récolte et identification

Les échantillons de notre plante d’étude ont été récoltés manuellement au mois de
janvier 2022 dans la région de (djbal I’'anba) dans la wilaya de Tébessa.
L’identification botanique de l'espéce a ¢té réalisée au niveau du département des Etres
vivants, Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie, Université

Larbi Tébessi-Tébessa-

Figure 17. Récolte de la plante (photo personnelle)

5.2.2. Préparation de la décoction de romarin etconservation

Le matériel végétal est séché a température ambiante a I'air libre et a I'abri du soleil
pendant une semaine. Afin de préserver au maximum I'intégrit¢ de ses molécules, les tiges
sont conservées dans des flacons fermés hermétiquement en vue de préparer la décoction et

lhuile essentielle.

Pour la deécoction: 10g du matériel végétale est mise a infuser dans 100ml d’eau
bouillante (T 100 °C). Une fois refroidi, le mélange est filtré et conservé dans un flacon stérile

a Pabri de la lumiere.
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Figure 18.Galerie des photos résumant les étapes de préparation de la décoction
(Photo personnelle)
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5.2.3. Extraction de ’huile essentielle de Rosmarinusofficinalis
5.2.3.1. Principe

L’huile essentielle du (Rosmarinusofficinalis) est extraite par le procédé
d’hydrodistillation, graice a un appareil de type Clevengerqui est constitué d’un chauffe ballon
permettant la distribution homogéne de la chaleur, un ballon en verre pyrex ou l'on place la
matiere végétale séchée et l'eau distillée et une colonne de condensation de la vapeur

(réfrigérant).

Cette technique est basée sur I'immersion d’un échantillon solide dans I'eau portée a
ébullition. La vapeur saturée en huiles essentiells traverse un serpentin ou elle se
condensepour donner deux produits: T'eau florale et T'huile essentielle (Tongnuanchan et
Benjaku, 2014).

5.2.3.2. Mode opeératoire

[1 100 g de la partie aérienne de la planteséchée est émiettée puis introduite dans un ballon

monocol de 1 L.

[ Une quantité suffisante d’eau distillée est ajoutée dans le ballon sans pour autant le remplir,

pour éviter tous débordements lors de Iébullition.
[J A Paide d’un chauffe ballon, le mélange est porté a ébullition pendant 2 h.

[ Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le

serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation.

[ Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans un collecteur. L’huile essentielle de

faible densit¢ par rapport a I'eau, surnage a la surface de cette derniere.

(1 L’huile ainsi obtenue est récupérée par décantation puis traitée par un déshydratant, le
sulfate de sodium (Na2SOa), pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans
I’huile.
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Figure 19.Galerie des photos résumant les étapes de I’hydro-distillation (photo personnelle)
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5.2.3.3. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est defini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue aprés I'extraction et la masse de la matiere végétale utilisée
(AFNOR, 2000). Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule

suivante :

Pn : Poids de l'huile essentielle en g

P,
Py : Poids de la plante en g P

5.2.3.4. Conservation des huiles essentielles

L’instabilit¢ relative des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur
conservation délicate et indispensable. Trois facteurs interviennent dans laltération des huiles

essentielles :
1. La température : obligation de stockage a basse température (entre 4 °C et 8 °C).
2. La lumiere : stocker dans l'obscurité et dans des flacons opaques, brun de préférence.

3. L'oxygene : les flacons doivent étre hermétiquement fermés. Dans ces conditions la durée

de conservation admise est de 2 a5 ans.
5.3. Entretien ettraitement des animaux

Pour cette étude nous avons réceptionné 42 rats femelles (Albinowistar), de I'Institut
Pasteur d’Alger (I.P.A.), 4gés de 12 semaines. L’¢levage des rates a été effectué¢ au niveau de
I'animalerie de I'Universit¢ Larbi Tebessi -Tébessa. Les animaux étaient hébergés dans des
cages en polyéthylene munies d’étiquettes ou sont mentionnés le nom du lot, le traitement
subit et les dates des expérimentations, les cages sont tapissées d’une litiere en copeaux de

bois nettoyées quotidiennement.

Ces rates ont ét¢ soumises a une période d’adaptation d’un mois environ, aux
conditions de l'animalerie; a une température de (22 + 2°C) et une photopériode naturelle
(12/12H). Elles ont été nourries avec un concentré énergétiquement équilibré sous forme de
croquette et I’eau ad libitum. Le poids vif moyen des rates au début de I'expérimentation est

d’environ 160 g *+ 20g.

Composition d’aliment : Mais, Soja,Phosphate,Calcaire, Minéraux, Vitamines.
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Figure 20.Compositions d’aliment(photo personnelle)

Aprés une période d’accoutumance, les animaux ont été répartis au hasard en six
groupes de 7 rates chacun. Elles ont subis quotidiennement differents traitements pendant 30
jours. On note que le suivie a nécessité une pesée du poids corporel afin de déterminer la dose

de traitement adéquate.

Tableau 04 : Composition des lots utilis¢ dans I'expérience

Lot T Groupe témoin, les rates recoivent une eau potable et une nourriture

simple + gavage d’eau.

Lot D les rates recoivent par gavage 1ml de la décoction du Romarin.
Lot Pr les animaux recoivent par gavage 200 mg/kg de propinebe
Lot Pr+D les rates recoivent par gavage 200 mg/kg de propinébe et 1 ml de la

(Combinaison 1) | décoction du Romarin.

Lot HEL Les rates recoivent T’huile essentielle 0.5 ml/kg par gavage.

Lot Pr+HEL les rates recoivent par gavage 200 mgkg de propinébe et I’huile

(Combinaison 2) | essentielle 0,5 ml/kg par gavage.
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Figure21.Galerie photos résumant les différentes étapes d’adaptation et traitement des rats

(Photos personnelles)
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5.3.1. Prélevement sanguin

Aprés une période de 30 jours, les animaux sont sacrifiés par décapitation ; le sang
est immédiatement recueilli dans des tubes sec étiquetés qui sont centrifugés a 3000
tours/minute pendant 15 minutes, les sérums récupérés ont permis la détermination des
parametres  biochimiques (urée, créatinine, cholestérol, triglycéride et transaminase
ASAT/ALAT).

Figure 22.Prélevement sanguin (photos personnelles)
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5.3.2. Prélevement des organes

Une ouverture abdominale longitudinale est occasionnée pour le prélevement du foie
et des reins. Une fois débarrassé de leurs tissus adipeux, les organes sont pesés et conservés
au congélateur a -20°C pour le dosage des parametres du stress oxydant (MDA et GST). La

figure (21) résume les différentes étapes du protocole expérimental.

T

e el

Figure 23.Prélevement des organes (photos personnelles)
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______________________________________________

Adaptation

e - - - - - - ———

-

=
o
—
O

Aprés 30 jours du traitement ‘

Lot
Pr+HEL

Glucose,

fpré Ié vement sanguin

pour le dosage de
certains parametres
biochimiques :

Cholestérol,
Triglycéride,
TGO/TGP, Urée,
créatinine.

Le sacrifice

Figure 24.Diagramme récapitulant le protocole expérimental

‘ /Prélévement des \

4 organes pour le
dosage de certains

parametres du
stress oxydant : -

MDA et GST

)
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5.3 .3. Mesure de la glycémie
Principe

Le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucométre qui utilise des bandelettes
réactives. Ces dernieres sont destinées a un usage diagnostique in vitro (externe) pour le test
de la glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le sang total capillaire. La
bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le glucose dans le

sang et qui produit de I'acide D-gluconique et du peroxyde d’hydrogene.
Mode opératoire

e Le lecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandelette
réactive Oncall Extra (dans le sens des fleches et jusqu’a la butée).

e Le symbole d’une goutte clignote.

e Déposer la goutte de sang sur la zone de dépot de la bandelette. Le résultat s’affiche en

5 secondes. La glycémie est donnée en g/dl.

Figure 25. Mesure de la glycémie (photos personnelles)
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5.3.4. Dosage des parametres biochimiques

Apres centrifugation, le sérum est rapidement récupéré et aliquoté dans des tubes

eppendorfs, transporté dans une glaciere le jour méme au laboratoire d’analyse médicale privé

Figure26.Récupération du sérum pour le dosage de parametres biochimiques

(Photos personnelles)

5.3.4.1. Dosage de I'urée

Principe
La technique utilisée pour Ila déterminaton du taux de l'urée est Ia

méthodeenzymatique utilisant I'uréase selon la réaction suivante :

Uréase

Urée + H;O (NHs)z + CO:

Y

Nitroprusside

L J

INHg* + Salicylate + NaClO Indophénol

L’hydrolyse de l'urée présente dans I’échantillon est catalysée par I'uréase en produisant des
ions ammonium et carbonate. En présence de nitroprussiate, les ions ammonium formes
réagissent avec la salicylate et hypochlorite en milieu basique, ce qui donne lieu a un dérive
indophénolique vert. L’mtensit¢ de la couleur est proportionnelle a la concentration d’urée

dans 1’échantillon.
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Figure27.Dosage de I'urée (photos personnelles)

5.3.4.2. Dosage de la créatinine

Principe : la créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré,mesuré

dans un intervall de temps défini et proportionnel a la concentration encréatinine de
I’échantillon (Murray, 19842).

5.3.4.3. Dosage du cholestérol

Principe
Le cholestérol présent dans le sérum ou le plasma ,a travers les chaines de réaction

indiquées , forme un complexe colore qui peut étre quantifie spectrophotometriquement.

Cholestérol estérase
Cholestérol esters + HaO » Cholestérol + acide gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + Oz - Cholestérol -4- one + HzO:

Peroxydase
2H;0; + Phénol + 4-Aminophenazone p Quinonimine + 4 H,O

CHOLESTEROLV

Reactt pour determinati
minstion du cholestrol dans
P A g e 51 R it s
1

Figure28.Dosage du cholestérol (photos personnelles)
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5.3.4.4. Dosage des triglycérides
Principe
Les triglycérides présents dans I’échantillon forment un complexe coloré,l'intensité

de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycéridesdans I’échantillon.

TRIGLYCERIDES |

Réactit pour détermination
darnle _ﬂ*ﬂm

m;wg,.;_-uu

5l
[101] swsozce Vol :3x100 m

Figure29.Dosage des triglycérides (photos personnelles)

5.3.4.5. Dosage de I’aspartateamino-transferase (ASAT/TGO)

Principe

I’aspartateamino-transférase (ASAT) appelée aussi oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de laspartate au a-cétoglutarate
formant le glutamate et loxaloacétate. L'oxaloacétate est reéduit au malatepar la malate
déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+.

Aspartate + a-cétoglutarate Glutamate + oxaloacétate

L

MDH

Owaloacétate + NADH + Hf Malate + NAD*

L

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel al’activité

de laspartateamino-transférase dans I’échantillon.

5.3.4.6. Dosage de I’alanine amino-transférase (ALAT/TGP)

Principe : le principe est présenté selon le schéma réactionnel suivant :

AIT

u-cétoglutarate + L-alanine Glutamate + pyruvate

L

LDH

Pyruvate + NADH + H* L-lactate + NAD*

L

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a

activitéenzymatique d’alanine amino-transférase dans I'échantillon.
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5.3.5. Mesure des parameétres du stress oxydant
5.3.5.1.Dosage de malondialdehyde MDA selonla méthode de (Esterbaueretal., 1992)
Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec lacide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene peut étre

donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

H H He \“/N OH

m L
OH

hiabndialdé hyde Acide thiobarbitunque

(MDA) (TBA)
;YN oH HO NYSH
N /N
OH OH
Dérivé MDA-(TBA)2

Figure30.Réaction du dialdéhyde malonique avec I'acide thiobarbiturique
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Préparation de ’homogénat

250mg tissu + 2.5 ml tampon TBS ———— broyage ——— homogénat

Figure31.Préparation de ’homogénat(photos personnelles)

Préparation des solutions
Tampon tris salin, Tris BufferedSaline TBS (tris 50mM, NaCl 150 mM /pH 7.4)

"1 Dissoudre 8,775 g NaCl dans 1L d’eau distillée

1 Deposer 6,057 g Tris et compléter le volume a 1L par la solution NaCl (150mM)
1 Ajuster le pHa7,4.

P S 777

Figure32.Préparation du TBS (photos personnelles)

Solution Tri ChloroaceticAcid-Butylated Hydroxy Toluene TCA-BHT (TCA 20%, BHT
1%)

"] Dissoudre 20 g TCA dans 100 ml d’eau distillée
"1 Poser 1gdeBHT
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1 Compléter le volume a 100 ml par la solution TCA

1 Agiter a chaud

Figure33.Préparation duTCA-BHT(photos personnelles)

Solution HCI (0,6 M)
1 Prélever 51,56 ml HCI
1 Compléter le volume a 1L par I'eau distillée

Figure34.Préparation d’HCL (photos personnelles)

Solution tris-TBA (tris 26mM, TBA 120mM)
"1 Dissoudre 3,149 g tris dans 1L d’eau distillée
71 Poser 17,299 g TBA

1 Compléter le volume a 1L par la solution tris (26mM)

Figure35.Préparation dutris-TBA (photos personnelles)
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Mode opératoire
"] Prélever 375 ul de 'homogénat
Additionner 375 Wl de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)
Agiter (vortex)
Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min ——— formation de culot et surnageant
Prélever 400pl de surnageant
Ajouter 80 Wl HCI (0.6M)
Ajouter 320 I de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA 120mM)

O o o o o o O

Agitation, puis incubation au bain marie a une température de 80°C pendant 10 min

Lecture de la densité optique a 530 nm contre le blanc. L’absorbance est directement
proportionnelle a la quantitt de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides

peroxydés. La concentration de MDA est calculee selon la formule suivante :

C : Concentration MDA en nmoles/mg de protéines.

DO : Densité optique lue a 530 nm. D0 10°

E : Coeflicient d’extinction molaire du MDA =1.56 105 M [(1111101-“111g 1]1‘0T€111€):8 L It Fd

L : Longueur du trajet optique =0.779 cm.

X : Concentration de P'extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

5.3.5. 2.Dosage de D’activit¢é enzymatique de la Glutathion S-Transferase GST selon
(Habiget al., 1974).

Principe

La mesure de Tlactivit¢ des GST, consiste a fournir a 'enzyme un substrat en général
le 1-chloro,2.4-dinitrobenzene (CDNB), qui réagit facilement aux nombreuses formes de GST
et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une

nouvelle molécule qui absorbe la lumiére a 340 nm.

Préparation de ’homogénat

100 mg de tissu + Iml tampon TBS —————— broyage a fiod —>—o—>———

homogénat
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Rq : garder a froid les homogénats jusqu’a la fin de 'homogénéisation.

Centrifugation de I'’homogénat a 9000 tr/mn pendant 15min ————— récupération du
surnageant pour le dosage de GST et mg de protéines

Figure36.Préparation du surnageant(photos personnelles)

Préparation de tampon phosphate (0.1M pH 6.5)
1 Solution (A) : dissoudre 35,8 g de NazHPO4 dans 1 1 d’eau distillée
1 Solution (B) : dissoudre 13,8 g de NaH2PO4 dans 1 1d’eau distillée
1 Meélanger 61,5 ml de la solution (A) +438,5 ml de la solution (B), et ajouter 21,39 g

de saccharose.

G .gg:ﬂ‘ £ ’ s

Figure 37.Préparation de tampon phosphate(photos personnelles)

Préparation de la solution CDNB (0.02M)
1 Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.

1 0.01215

—c .

- 4.., _ - ~

Figure 38.Préparation de la solution CDNB(photos personnelles)
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Préparation de la solution GSH (0.1M)

"] Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.

Mode opératoire

Les reactifs utilisés Blanc (ul) Echantillon (ul)
Tampon phosphate (0.1M, pH 6.5) 850 830
CDNB (0.0 2M) 50 50
GSH (0.1M) 100 100
Surnageant - 20

La densit¢ optique, due a lapparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1

minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.
5.3.5.3. Dosage de mg de protéines dans I’échantillon tissulaire méthode de Bradford
Mode opératoire

71 Prélever 0,1 ml (100 pl) de I'nomogénat.

71 Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

71 Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

1 Lire la densite optique a 595 nm, contre le blanc (5ml de BBC + 0.1 ml eau distillée).

(1 La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée. La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme
étalon d’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.

Gamme d'étalonnage

0.9 =
08 —=

0.7 ¥=926x+0,025 ==

0.6
R*=0,990

0.5 .

DO
'.\.

04
0.3

0.1 ,/"{
0+

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 006 007 008 009 0,1

BSA mg ml

Figure39.Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovin
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Figure40.Galerie photos résumant les différentes étapes du dosage des protéines (photos
personnelles)
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6. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins I’écart type
moyen (Moy + SEM), la comparaison entre les differents groupes est effectuée apres une
analyse de la variance (ANOVA), les moyennes sont comparées par un test t de Student.
L’analyse statistique des données a ét¢ réalisée grice au logiciel MINITAB (Version 13.31).

Les differences sont considérées comme :
[ Significatives lorsque (P <0,05);
[ Hautement significative (P <0,01);

[J Trés hautement significative (P <0,001) En comparaison au témoin
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7. Résultats et discussion

7.1. Rendement en huile essentielle

L’extraction par hydro-distillation réalisée sur un échantillon de 100 g de Romarin nous a
fournis une huile essentielle liquide limpide a température ambiante, trés aromatique avec une
odeur caractéristique champétre et de couleur jaune claire.

Figure41.Huiles essentielles du romarin (photos personnelles)

Tableau 05: Caractéristiques organoleptiques et propriétés physico-chimique de [I'huile
essentielle deRosmarinus officinalis

Valeurs obtenues Norme (Leplat, 2017)
Rendement (%) 1,47% 0.5-2
pH acide 5-6
Densité (g/cmd) 0.87 0.895-0.920
Indice de réfraction 1.48 1.464 —1.473

Les caracteristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules
indicateurs permettant d’évaluer la qualit¢ d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés
ne donnent que des informations tres limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel
a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La densité relative et I'indice de
réfraction sont des parametres d’identification qualitative trés important permettant d’évaluer
la pureté des huiles essentielles (Hellal, 2011). Les résultats obtenus indiquent que les
caracteristiqgues organoleptiques et les proprietés physicochimiques de [I’échantillon analysé
oscillent dans des intervalles comparables aux normes,témoignant ainsi la bonne qualité de

notre huile essentielle
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Le rendement moyen en huile essentielle, calculé en fonction de la matiére végetale séche
recueili de montElanba-Tebessa, a fourni un taux d’environl,47%. Cette valeur est
conforment avec les normes AFNOR comprise entre 0.5 a 2%, est prochede celle obtenu au
Maroc parElyemniet al. (2022) et a Tlemcen-Algérie parMakhloufi, 2013dont les
rendementssont égal a (1,35%)et (1.8%) respectivement. Notre rendement reste relativement
supérieur a celui obtenu parAtik Bekkara et al. (2007)qui ont mentionné des rendements en
HE des feuilles et fleurs du romarin cultivé et sauvage allant de 0.6% et 0.8 %. Ben Abada et
al. (2020) ont également révélé une variation des rendements en huile essentielle de romarin
tunisien collectés sur huit sites differents allant de 1,13 % (Cap Zbib) a 1,69 % (Thala).Cette
difference est peut étre attribuée a plusieurs facteurs citons parmi lesquels les conditions
climatiques et environnementales, la situation géographique, la période de la cueillette, la
durée de séchage et le procédé d’extraction (Moretti et al., 1998 ; Ben Je-mia et al., 2015 ;
Tawfeeq, 2017 ; Yeddes et al., 2018).D’aprés (Lagunez Rivera, 2006) I'hydrolat contient
toujours des gouttelettes que nous n’avons pas pu les récupérer ce qui peut fausserait le

rendement.
7.2. Influence du traitement sur la croissance corporelle

Le suivi de la masse corporelle des animaux durant la période de traitement indique une
augmentation du poids corporel chez les lots témoins (+21,29g) et traités par le Rosmarinusen
décoction (+31,28g) ou sous forme d’huile essenticlle (+23g) ainsi que les rates traitées par la
2tcombinaison (Pr+HEL) (+28,14). La ration alimentaire n’a pas changé et les animaux ont

gardé un appétit normal ce qui a conservé leurs poids.

Cependant, on note une diminution hautement significative sur la croissance physiologique
des rates traitees avec le propinébe a raison de 200mg/kg/j et chez le lot traité par la

1¢combinaison (Pr+D) par rapport au groupe témoin

7.3. Influence du traitement sur le poids relatif (PR) de certains

organesL’étude statistique de la variation des poids des organes (foie et reins) par rapport a

100 g du poids corporel montre une augmentation hautement significative du rapport hépato-

corporel et réno-corporel chez le lot traité avec du propinebe par rapport au lot témoin.
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Tableau 06 : Variation du poids corporel et des rapports organo-corporels chez les rates témoins et traites par le propinébe et/ou le Rosmarinus

officinalis en décoction ou sous forme d’huile essentielle pendant 30 jours.

Parametres T D Pr Pr+D HEL Pr+HEL
Poids initial (g) 174,28+18 174+30,8 175,28+35,4 172,71+31,3 174+18,4 172,57+17,5
Poids final (g) 195,57+5,38 205,28+16,8 160,14+18,6** 169,14+16,4** 197+13,5 200,71+16
Gain de poids(g) 21,29 31,28 -15,14 -3,57 23 28,14

PR foie (%) 3,192+0,235 3,592+0,36* 4,952+0,986** 3,761+0,532* 3,597+0,288* 3,658+0,254*
PR reins (%) 0,6017+0,079 0,595+0,06 0,89+0,055* 0,741+0,124* 0,613+0,035 0,654+0,058

*(P< 0,05) : Difference significative par rapport au témoin.

**(p < 0.01) : Difference hautement significativepar rapport au témoin.
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Figure 44.Variation du rapport réno-corporelle chez les rates ttmoins et
traitées par le propinébe et/ou le romarin pendant 30 jours
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Nos résultats révelent une diminution importante du gain de poids chez le lot Pr traité par
200mg/Kg de propinébe quotidiennement pendant 30 jours. Ce résultat concorde avec celui
obtenu par Guven et al. (1998) qui ont constaté que le poids corporel de femelles gestantes
soumises a 200 et 400 ppm de propinébe et 250 ppm de manébe est inférieur a celui des
témoins. Le Propinébe est montré responsable de diarrhée chez la rate enceinte suite a une
surcharge aigué en Zn (Goyer, 1986 article propinebe), et cela peut bien étre une des raisons
de la perte de poids. Dans le méme contexte, Djeffal et al. (2012), ont constaté une
diminution du poids corporel et du gain de poids des rats soumis a une dose de 8 mg/kg de
méthomyl pendant 03 semaines. A savoir, le méthomyl est un insecticide appartenant a la
famille des carbamates est dont I'utilisation a ét¢ restreinte depuis 2009 a cause de sa toxicité
¢levée pour T'’homme. Ceci a été expliqué par la diminution des prises quotidiennes en
aliment. Des études antérieures réalisées sur des rats adultes traités avec des pesticides
appartenant a la famille des carbamates ont également montré une diminution significative de
leurs poids corporels (EI-Demerdash et al., 2004 ; Saoudi et al., 2011 ; Mossa et al., 2014).
Néanmoins, Yahia (2016), a montré une augmentation de la croissance corporelle chez les
rats traités avec le propincbe. Cela est probablement du a Teffet de ce fongicide sur le
fonctionnement de la glande thyroide, provoquant ainsi une augmentation de la

consommation quotidienne de laliment.

Nos résultats exposent aussi une légére augmentation significative du rapport hépato-
corporel et réno-corporel des rates traitées par le propinébe. Cette hypertrophie tissulaire est
éventuellement due a Placcumulation du propincbe et ses métabolites dans les organes
responsable de la détoxification. Simons et al. (1995) ont signalé que I'augmentation du
poids relatifs des organes représente un indicateur de la cytotoxicité des fongicides. Nos
résultats sont similaires a ceux obtenus par Mossa et Abbassy (2012) qui ont observé une
augmentation du poids relatif du foie et des reins apres une exposition de 90 jours aux
differentes doses de chlorpyrifos (9.60 et 300 mg/kg) et de méthomyl (1.70 mg/kg), ces
résultats sont conformes aussi aux travaux sur les dithiocarbamates de Mallem et al. (2007),
Yahia et al. (2016) et Aiche (2017).

Une diminution significative du poids corporel accompagnée d'une augmentation du poids des
reins est observée chez les rats traités au CrVI par rapport au groupe témoin. ces

modifications modifications pourraient bien étre dues a une faible consommation alimentaire,
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un déséquilibre hormonal et une réduction des taux de protéines Vihol et al. (2012),Matos et
al. (2009)

En revanche, I'administration de romarin au groupe traité par le propinébe a entrainé
une amélioration des poids corporels et relatif des organes (foie et reins) sous les deux formes
huile essentielle ou décoction, bien que pour cette derniere le poids corporel est toujours
inférieur a celui des rats témoins.

La feuille de romarin, par sa teneur en HE, est utilisée comme stomachique et carminatif dans
les ballonnements, les troubles digestifs, les flatulences ainsi que pour la stimulation des
sécrétions gastriques et I'appétit. L’utilisation des feuilles de romain comme cholérique et
cholagogue est principalement due a son gout amer (Leplat2017)

Selon Theodulozet al. (2011) Pacide carnosique, substance antioxydante présente dans le
romarin, s’est montré gastroptrotectrice dans un model de Iésions gastriques induites chez la

Souris.
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7.4. Influence du traitement sur la variation de quelques parametres

biochimiques

Le gavage des rates par le propinébe a raison de 200 mg/kg a entrainé un déséquilibre
du métabolisme biochimique caractérisé par:une augmentation significative (P< 0,05)de
I’ASAT et TALAT; une augmentation hautement significative (P< 0,01)du bilan lipidique
¢valué par I'élévation du taux de cholestérol et des triglycérides. Les niveaux de créatinine
ont augmenté considérablement chez les rats du méme groupe, les valeurs enregistrer sont trés
hautement significative (P< 0,001) par apport au témoin.La glycémie et le taux de I'urée ont
augmenté par apport au groupe témoin, mais ces Vvariations restent statistijuement non

significatives en comparaison avec le groupe témoin.

L’addition de Rosmarinus officinalis L en décoction ousous forme d’huile essentiellea
rétabli I'ensemble des parametres biochimiques mesurés dans notre étude. Aucune différence
significative n’a été enregistrée en comparaison avec le groupe témoin. Néanmoins,
unelégére augmentationsignificative demeure existée dans le taux de créatinine et ASAT chez

le groupe de la 18" combinaison (Pr+D) en comparaison avec le groupe témoin.
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Tableau 07 :Variation de quelgues paramétres biochimiques chez les

officinalispendant 30 jours

Paramétres
glycémie
TGO (ALAT)
TGP (ASAT)
Uree
Créatinine
Cholestérol

Triglycérides

* (P< 0,05) : difféerence significative comparant au témoin.

Unité
g/
ul/l
ul
o/

my/d|
g/
o/

T
1,165+0,209
199,5+22,4
56,4+10,5
0,363+0,106
7,09+1,04
0,688+0,09

0, 687+0, 218

D

1,111 +0,24

202,900+32,70

50,330+8,94

0,381+0,11
7,080+1,17
0,654+0,10

0, 806+0,16

** (P< 0,01): difference hautement significative comparant au témoin.

*** (P< 0,001): difference trés hautement significative comparant au témoin.
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Pr
1,393+0,26
245,6+£37*

69,09+7,37*
0,451+0,1
11,38+1,8***

1,23+0,301**

1,111+0,222**

Pr+D
1,209+0,163
234,3+28,6*

54,29+6,02
0,384+0,08
10,06+1,5**
0,763+0,171

0,853+0,22

HEL

1,050+ 0,2881,

198,600+26,2
61,700+11,6
0,337+0,08
7,200+0,7
0,724+0,15

0,654+0,252

rates témoins et traitees par le propinébe et/oule Rosmarinus

Pr+HEL
174+ 0,206
230,1+35,1
62,5+11,8
0,348+0,05
9,02+1,8*

0,807+0,157

0,81+0,224
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Figure 45.variation de la glycémie chez les rates témoin et traitées
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Figure 46.Variation du bilan rénal (urée et créatinine) chez les rates témoin et traitées

Page 55




Résultatet discussion

1,4 1,6
**
1,2 1,4
- 1,2
B’ 1 T c:m 1
? - 1
808 o
5 208
$.06 1 k|
= S 06 -
=04 - G o4
012 T O 2 T
0 - 0 -
Pr Pr+D  HEL Pr+HEL Pr Pr+D Pr+HEL
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Figure 48. Variation de l'activité enzymatique des transaminases (ASAT et ATAL) chez les rates témoin et traitées
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Notre ¢tude a révélée que la consommation d’une eau contaminée par le propincbe a
raison de 200mg/kg provogue un trouble biochimiqgue marqué essentiellement par une
augmentation significative du bilan hépatique et rénal accompagnée par une hyperlipidémie et
une hyperglycémie fruste.

Des études faites sur la toxicité des pesticides ont prouvé que les fongicides, méme a des
concentrations trés basses, interferent avec le métabolisme basal et peuvent altérer les
paramétres biochimiques chez les animaux d’expérience (Al-Shinnawy, 2008 ; Garg et al.,
2009 ; Karami-Mohajeri et Abdollahi, 2011).

Le pancréas, qui joue un rble essentiel dans la sécrétion d'insuline, de glucagon et d'enzymes
digestives, est un organe cible de la toxicité des pesticides (Goebell et al., 1974 ; Kandalaft,
1991).

. L'effet des pesticides sur cet organe peut modifier le métabolisme des glucides, des lipides

et des protéines.

L’hyperglycémie causée par la toxicitt du propinebe méme faible mais reste
inquiétante. Il faut rappeler que durant les expériences effectuées par (Guesmi et Ghanaia.,
2021) une dose de 400 mg/kg de propinebe est responsable d’une hyperglycémie chez les rats.
Cela est peut étre expliquée par I'inhibition de la production de I'insuline au niveau des flots
de Langerhans, ou bien un défaut de l'utilisation du gluicose par les cellules cibles (Karami-
Mohajeri et Abdollahi, 2011). Des études ont montré une augmentation de glucose apres
exposition & des fongicides de la famille des carbamates comme le thiodicarbe (Al-Shinnawy,
2008) et le carbamate 8-hydroxy quinaldine N-N’-diméthyle-carbamate diméthyle sulfate
(Zaahkouk et al., 2000).

Bien que les mécanismes lant le diabéte a I’exposition aux pesticides ne soient pas
entierement élucidés, i a était montré qu'au fil du temps, les pesticides organochlorés, a
faibles doses, agissent comme perturbateurs endocriniens (Azendjem, 2012). Ces pesticides
et leurs métabolites s’accumulent dans les tissus adipeux et sont progressivement libérés dans
le sang ou ils réduisent la sensibilit¢ a I'insuline en imitant les récepteurs d’cestrogéne
présents dans les tissus sensibles a I'insuline (Azendjem, 2012). lls altérent la différenciation
des adipocytes et le fonctionnement mitochondrial des celless B de Langherhans renforcant
ainsi I'insulino-résistance (Azendjem, 2012). En outre, la plupart des individus sont

généralement exposés simultanément a divers pesticides. Ces expositions multiples peuvent
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augmenter le risque de développer le diabéte parce que les effets de ces pesticides peuvent

étre additifs ou synergique, et parfois antagonistes.

En revanche, I'administration de R. officinalis en décoction ou sous forme d’huile
essentielle seule ou en combinaison avec le propinébe a entrainé une amélioration de la
glycémie. Cette ameélioration est probablement due a sa propriété antioxydante intracellulaire
qui assure le bon fonctionnement de la machinerie enzymatique intracellulaire responsable du
captage du glucose extracellulaire et son stockage sous forme de glycogene ou son conversion
en acides gras au niveau hépatique. Selon Sarkhail et al. (2007), les flavonoides influencent
les cellules pancreéatiques et stimulent la sécrétion de Iinsuline, alors que Shimizu et
al.,(2000) ont noté que les flavonoides exercent leur effet hypoglycémiant a travers le foie en
influencant la glycogénogénese.

Selmi et al. (2017) ont évalué I'effet protecteur del’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
sur le diabete induit par I'alloxane chez les rats. L'efficacité de I'essenceest peut étre due a la
présence de composants volatils tels que le 1,8 cinéole, le a-pinéne qui ont un effet anti-
hyperglycémiant car ils réduisent le taux de glucose plasmatique, augmentent les taux

d'insuline et aident a l'utilisation du glucose par les cellules Deepa, et al.(2007)

Il existe de plus en plus de preuves que les métabolites secondaires des plantes, en particulier
les polyphénols, peuvent moduler l'augmentation postprandiale de la glycémie. Des études
récentes ont montré les proprietés  anti-hyperglycémiantes de  plusieurs  aliments
polyphénoliques d'origine végétale qui peuvent étre liées en plus de lactivité inhibitrice de la
a-glucosidase et de la a-amylase Fujita, et al. (2015) a une inhibition de [absorption

intestinale du glucose Baldea, et al. (2015)

Le rein est un organe cible pour les substances xénobiotiques, il exerce deux fonctions
d’importance majeurs, d'abord, il excréte la plupart des déchets organiques issus du
métabolisme, et deuxiemement, il contrle les concentrations des fluides corporels
(Andersson, 1977). La creatinine et l'urée, sont des déchets produits par le métabolisme
protéique. lls sont éliminés par les reins, et utilisés généralement comme indicateur d’une
fonction rénale correcte (Wolf et al., 1972 ; Zuo et al., 2008).Lorsqu’une insuffisance rénale
s’installe, les taux de ces paramétres augmentent(Liju et al., 2013), c’est ce que nous avons
observé chez les rates du 3éme lot exposés au propinébe en comparaison avec le témoin. Ces

résultats sont corrélés avec les travaux de (Khan et al., 2008 ; Djeffal et al., 2012).
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En revanche, La diminution de la concentration plasmatique d’urée et de créatinine
aprés la supplémentation de I'HE de romarin peut étre expliquée par I'amélioration du
fonctionnement rénale. Une réduction de ces parametres conduit a penser soit a 'amélioration
des changements rénaux, soit & la diminution du catabolisme des parametres rénaux par le
biais des flavonoides.

L’étude effectuée parEl-Demerdash et al.(2021)a révélé que rhuile essentielle de romarin
soulageait la toxicité rénale du CrVI. Cela s'est manifesté par l'apparence presque normale des
tissus rénaux et une diminution des taux de créatinine, d'urée et d'acide urique. Ces propriétés
bénéfiqgues sont principalement attribuées a leur forte concentration en constituants
phénoliques reconnus comme antioxydants naturels Mulinacciet al.(2011)

En outre, Aleksandar raskovic et al.(2014) a mesurer la concentration sérique d'urée, de
créatinine et d'acide urique, comme bio-marqueurs de la fonction rénale, aprés traitement avec
CCH. Ces parametres biochimiques ont augmentés considérablement, indiquant sa
néphrotoxicité.Aprés ladministration de I'huile essentielle de romarin tous est restaurés aux

normes.

Le foie, principal organe de détoxification, est capable de neutraliser toutes les
substances toxiques, pour cela nous nous somme intéressé aux transaminases (ASAT et
ALAT) plasmatigue pour refléter DPactivit¢ fonctionnelle du foie. Les xénobiotiques
environnementaux sont reconnus d’€tre responsables de dysfonctionnement hépatiques
(Karami-Mohajeri etAbdollahi, 2011). L'ALAT est essentiellement localisée dans le foie et
dans le cytoplasme des hépatocytes alors que I'ASAT se trouve dans quelques tissus a savoir
muscles, myocarde,reins et foie ou 80 % de ses activités sont localisées dans les
mitochondries (Mansour et Mossa, 2010).

Nos résultats ont prouvé que I'administration du propinebe a causé¢ une perturbation
hépatique chez les rats, démontrée par I'augmentation significative des niveaux plasmatiques
des transaminases, accompagné aussi par une augmentation significative du rapport hépato-
corporel, suggérant ainsi que l'usage excessive de ce fongicide pourrait causer des atteintes
hépatiques. Nos résultats corroborent avec des recherches précédentes sur I’exposition aux
carbamates (Makrides et al., 2005 ; Patil et al.,2008 ; Garg et al., 2009a ; El-Fakharany et
al., 2011 ; El-Demerdash et al., 2012) mais aussi a d’autres pesticides (Choudhary et al.,
2003; Ksheerasagar & Kaliwal, 2006 ; Al-Shinnawy, 2008 ; Brkiz et al., 2008 ; Fetoui et

al.,, 2009 ; Saoudi et al., 2011). Ceci pourrait étre di a I’hépato-toxicité qui méne a
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altération de la perméabilit¢ de la membrane plasmatique donc la fuite des enzymes du tissu
vers le plasma (Navarro et al., 1993 ; EI-Demerdash et al., 2012).

L’hypercholestérolémie et Ihypertriglycéridémie sont des facteurs de risque pour

prévoir les maladies cardiovasculaires. En effet, les triglycérides sont les principales
constituants des membranes cellulaire, I'augmentation de leur concentration est probablement
le résultat de I'apoptose (Al-Shinnawy, 2008).
Nos résultats montrent une augmentation significative du taux de cholestérol et des
triglycérides au niveau de plasma des rates dans les groupes traités par (Pr) comparativement
au groupe témoin, Cette augmentation peut étre attribuée a Teffet des pesticides sur la
perméabilité de la membrane cellulaire du foie et/ou le dysfonctionnement hépatique prouvé
par les perturbations de Pactivit¢ des transaminases Yousef et al., (2003).Nos résultats sont
en accord avec des études faites par (Aiche,2017) .

Cependant, Nos résultats ont montré que ladministration quotidienne de la décoction
de Rosmarinus officinalis ou son huile essentielle pourrait partiellement normaliser les
parametres biochimiques altérés dans le modéle expérimental.

Selon Aleksandar raskovic et al.(2014) 1l est bien connu que le CCH, est un agent
hautement toxique et pro-oxydant, produit des dommages important au niveau des
hépatocytes, accompagnés souvent par de forte augmentations de Iactivité ALAT, ASAT et
une élévation de la teneur en bilirubine dans le sérum. L’huile essentielle de romarin S'est
avéré exercer des effets hépato-protecteurs en diminuant I'activitt AST et ALT dans le sérum

par rapport au groupe traité par CCH.

En plus des effets hépatoprotecteurs, le potentiel néphroprotecteur de REO a également été
observé dans cette étude. La prise de REO a une dose de 10 mg/kg produit des diminutions
des taux d'urée et de créatinine par rapport au groupe mis sous CCHK. Ces résultats suggerent
la capacité de REO a restaurer la fonction excrétrice rénale altérée. Ceci est conforme aux
résultats de l'étude de (Sakr et Lamfon, 2012)

L'acide carnosique est connu pour posséder des activites antioxydantes et anti-adipogenes. Il
améliorerait l'obésité induite par [intolérance au glucose et laccumulation de la graisse
hépatique. Selon T'étude fait par Park et al.(2014) un régime alimentaire a 0,02% (p/p)
(poids/poids) d'acide carnosique diminue efficacement le poids corporel des rats obeses, le

poids du foie, les TG sanguins et les taux de cholestérol total par rapport au régime de
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contrble. L'acide carnosique a 0,02% améliore significativement la tolérance au glucose et
laccumulation hépatique de TG a été réduite de maniere dose-dépendante. La teneur en acide
gras a longue chaine a diminué dans le tissu adipeux des animaux nourris avec lalimentation
enrichie en acide carnosique 0,02%.

Bien qu'il ait ét¢é montré que les substances naturelles influencent le métabolisme des graisses,
leffet sur les mécanismes cellulaires et moléculaires chez les humains est peu connu.
Dansl’étude de 2015 effectuée par Stefanon et al.(2014)in vitrolactivite d'un extrait
standardisé de R. officinalis dans la modulation de la différenciation des pré-adipocytes
viscéraux primaires humains, la lipolyse et l'apoptose a été étudiée.Des pré-adipocytes traités
par lextrait de Romarin réduisent significativement lincorporation de TG au cours de la
maturation d'une maniere dose-dépendante sans affecter la viabilit¢ cellulaire. De plus,
l'extrait de Romarin a stimulé [lactivité lipolytique dans la différenciation des pré-adipocytes
et les adipocytes matures dans des cellules traitées par rapport aux témoins.L'extrait de
Romarin module la differenciation des adipocytes humains et interfere de maniere
significative avec ladipogenese et le métabolisme des lipides, soutenant son intérét comme

complément alimentaire.
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7.5. Influence des traitements sur les paramétres du stress oxydant
7.5.1. Le malondialdéhyde (MDA)

1 Dans le foie: Les résultats obtenus montrent une augmentation trés hautement
significative (p<0,001) du taux de MDA dans le foie aprés gavage avec le propinébe a raison
de 200mg/kg/j pendant 30 jours. Toutefois, une est observée apres I'addition de Rosmarinus
officinalis en décoction ou sous forme d’huile essentielle mais qui restent toujours

significative (p<0,05) par rapport au témoin.

1 Dans les reins: le propinébe provoque aussi une augmentation significative (p<0,05)
du taux de MDA en comparaison avec le lot témoin. En revanche et en présence de
Rosmarinusaucune variation significative n’a ét¢ mentionnée comparativement au groupe

témoin.
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Tableau 08: Variation de malondialdéhyde (nmol/mg protéine), au niveau de foie et des reins chez les ratsémoinsettraités pendant 30 jours.

T D Pr Pr+D HEL Pr+HEL
Foie 0,857+ 0,22 1,030+ 0,29 1,973+ 0,19 *** 1,601+ 0,42 ** 0,800+ 0,23 0,931+ 0,32*
Reins 1,051+ 0,181 1,005+ 0,07 1,283+ 0,09* 1,148+ 0,134 1,010+ 0,175 1,096+ 0,067
* (P< 0,05) : difference significative comparant au témoin.
** (P< 0,01): difference hautement significative comparant au témoin.
*** (P< 0,001): difference trés hautement significative comparant au témoin.
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Figure49.Variation de malondialdéhyde (nmol/mg protéine), au niveau de foie et des reins chez les rats témoinsettraités

pendant 30 jours.
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7.5. 2.Lactivité enzymatique S-transférase GST

Les résultats mentionnés au tableau(09) et la figure(49) permettent de montrer sur le plan
hépatique et rénal une dimmnution hautement significative de I'activité enzymatique de GST
chez les rates exposées au propinébe en comparaison au témoin.

On note une amélioration considérable de lactivit¢ GST suite a I'addition de Rosmarinus
officinalis en décoction ou sous forme d’huile essentielle, aucune modification significative

n’est reportée en comparaison avec le groupe témoin.
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Tableau 09 : Variation de Ilactivit¢ enzymatique de glutathion S-Transférase (pmol/min/mg prot) au niveau de foie et des reins chez les rats

témoins et traités pendant 30 jours.

T D Pr Pr+D HEL Pr+HEL
Foie 0,338+ 0,07 0,335+ 0,06 0, 164 £ 0,02 ** 0,294 £ 0,02 0,340+ 0,04 0,332+ 0,05
Reins 0,827 + 0,163 0, 790 + 0,153 0,359 + 0,040 ** 0,606 + 0,090* 0,725 + 0,086 0,693+ 0,130

** (P< 0,01): difference hautement significative comparant au témoin.
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Figure50.Variation de 'activité enzymatique de glutathion S-Transférase (umol/min/mg prot)au niveau de foie et des reins chez les
rats témoins et traités pendant 30 jours.
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Le stress oxydant est une circonstance anormale dans laquelle sont placés les tissus de
notre organisme lorsqu'ils sont face a un flux accru de radicaux libres qu'ils narrivent plus a
piéger ou a détruire (Agrawal et Sharma, 2010). Les xénobiotiques, y compris les pesticides,
sont connus pour leur implication dans la production des radicaux libres qui a leur tour
genérent le stress oxydatif dans les différents tissus (Mehta et al., 2008)

Les enzymes antioxydantes sont considérées comme la premiere ligne de la défense
cellulaire contre les dommages oxydatifs. La famille enzymatique de glutathion S-Transférase
(GST) est impliquée dans les processus de la détoxification, en assurant la conjuguer de GSH
avec les produits de la peroxydation lipidigue (Manawadi et Kaliwal,2010).Les niveaux de
cet antioxydant peut fournir une idée claire sur I'ampleur des dégats qui se produisent dans les
tissus (Sies, 1993).

Nos résultats ont enregistré un effondrement de lactivit¢ enzymatique de glutathion S-
Transférase au niveau du foie et des reins chez les rats traités par le propinébe. Cela
pourraient bien étre le résultat de sa participation en tant qu’antioxydant dans la neutralisation
des radicaux libres produits par ce pesticide (Li et al., 2010; Chiali et al., 2013). Nos résultats
sont en accord avec ceux obtenus par d’autres auteurs sur différents pesticides (Sankar et al.,
2012; Aboul-Soud et al., 2011). Egalement, Djeffal et al. (2012) ont montré que le
méthomyl provoque une diminution significative des niveaux du GST dans le foie et les reins
; cet épuisement confirme le potentiel des carbamates d’induire un stress oxydant dans les

différents tissus.

Dans notre étude, le traitement par le propinebe a entrainé une augmentation
significative du taux de MDA dans le foie et les reins, expliquant ainsi que la peroxydation
lipidique a eu lieu au niveau de ces tissus (Ogur, 2005). L’augmentation du taux des espéces
réactives oxydantes a I'intéricur des cellules est probablement liée & la diminution des taux de
GST. Ces résultats sont en accord avec les études faites par Heikal et al. (2012) qui ont
constaté une augmentation du MDA chez des rats soumis au pesticide & une dose de 13,5
mg/kg pendant 28 jours. En effet, I'implication du stress oxydatif a été rapportée par plusieurs
recherches suite a I'exposition aux différents pesticides (Sivapriya et al., 2006; Heikal et al.,
2011; Saafi et al., 2011).

Page 66



Résultatet discussion

En revanche, Tadministration de R.officinalis & montré un effet protecteur et
antioxydant dans les différents organes étudiés en comparaison avec le groupe Pr. les niveau
de MDA sont réduits et 'activit¢é GST est améliorée considérablement. L’effet inhibiteur de Ila
peroxydation lipidique par la plante permet de confirmer sa richesse en polyphénols qui joue
un role trés important dans la neutralisation des radicaux libres formés lors de la peroxydation
lipidique.

Nos resultats semblent confirmés ceux obtenus par Abdel-Gawad et al.,2020 qui ont
rapporté que les enzymes antioxydantes GST, CAT et GPx ont augmentées par
ladministration de Rosmarinus officinalis chez des animaux diabétiques.Alia et al., 2003 et
Miladi et al., 2013ont établi que les polyphénols peuvent activer des enzymes antioxydantes
et réduire les taux de radicaux libres dans les tissus biologiques.

SelonV alenzuelaet al., 2004 ; Le romarin est utilisé comme agent thérapeutique et
préventif dans les maladies inflammatoires, y compris I'hépatotoxicité, la néphrotosicité, et les
maladies cardiaques.

De nombreuses études ont rapporté que les effets protecteurs du romarin sont lié aux
différents constituants phénoliques a pouvoir antioxydant Hassanenet al., 2020 ;Sakret al.,
2012).

Par contre ; selon (Leplat 2017)Les effets de lacide rosmarinique sur les enzymes
antioxydantes hépatiques et rénales et ['ultra-structure des tissus chez des souris vieillissantes.
Il produit une augmentation significative de lactivit¢é d’enzymes antioxydantes avec une
diminution de la MDA (malondialdéhyde) (indicateur de la peroxydation lipidique) a 200
mg/kg par rapport au contrdle. L'étude histopathologique a montré que l'acide rosmarinique
peut induire des changements structurels importants dans les tissus du foie et des reins

(augmentation des activités enzymatiques antioxydantes)
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Conclusion & Perspectives

En conclusion, le traitement au propinébe un fongicide largement utilisé en Algérie dans le
domaine agroalimentaire a entrainé un dysfonctionnement rénal par Iésion oxydative et des
altérations du systtme de défense antioxydant. D’autre part, est pour atténuer I'impact du
fongicide sur la santé nous nous somme orienté vers les plantes médicinales, source
importante de flavonoides et polyphénoles qui regorgent de vertus thérapeutiques. On a
essayé de démontrer I'effet protecteur du Rosmarinus officinalis contre le stress oxydant

induit par le propinébe.

Nos résultats montrent dans un premier temps que I'administration de propinébe a raison de

200mg/kg/j pendant 30 jours a occasionné :

e Une diminution hautement significative sur la croissance physiologique.

e Une perturbation du métabolisme biochimique essentiellement marqué par une
hyperglycémie, hyperlipidémie, une augmentation significative du bilan hépatique et
rénal sanguin.

e Sur le plan oxydative, on note une augmentation du taux de MDA et une diminution
de Tlactivit¢ enzymatique GST au niveau hépatique et rénal, accompagné par une

augmentation du poids relatif du foie et des reins.

Dans un second temps, ladditon de Rosmarinus officinalis en décoction ou sous forme
d’huile essentielle (0.5ml’kg/j) permet de restaurer 'ensemble des parametres mesuré dans
cette étude. Aucune différence significative n’est enregistrée par rapport au témoin. Cette
amélioration témoigne de [l'effet antioxydant et protecteur de cette plante médicinale contre

l'effet oxydatif du propinébe.



Conclusion & Perspectives

Il serait judicieux de compléter cette recherche par une étude approfondie s’intéressant a :

Etudier la composition de T'huile essentielle de Rosmarinus officinalis par une CPG-
MS afin d’étudier ¢a composition et identifier son chémotype.

Compléter le dosage des marqueurs de la défense antioxydante (GSH catalase,
glutathion peroxydase et superoxydedismutase, Vit C et Vit E).

Approfondir nos résultats par une étude i vitro pour révéler le mode d’action de
I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

Prolonger la durée d’exposition des animaux afin de savoirr si ces perturbations
pourraient aboutir a Papparition des pathologies chronique.

Réaliser une étude de la génotoxicité pour la recherche d’une atteinte de I'’ADN
occasionnée par le propinebe.

Une analyse par screening phytochimique de la plante pour identifier qualitativement
et quantitativement les grandes familles de métabolites tels que les flavonoides, les
tanins les saponines, les quinones, les polyphénols et les terpénoides.

Une étude histologique pour permettra la recherche d’éventuelles Iésions tissulaires

pathologiques liées notamment a une inflhammation, une dégénérescence et necrose.
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