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Résumé

La toxicité du nickel (Ni) est largement présente dans I’environnement professionnel et
provoque divers effets toxiques sur le corps humain. 1’object de 1’étude est de déterminer I’effet
de I’extrait méthanolique des feuilles de Rosmarinus officinalis (Ro), et/ou de Sélénium sur la
toxicité du chlorure de nickel chez les rats Albinos. Au début, I’investigation phytochimique
permettant la mise en évidence de la teneur en flavonoides, en polyphénols et chélatrice des
métaux 1’activité antioxydante de I’extrait de la plante. L’analyse de 1’extrait a montré une
richesse en polyphénols et en flavonoides avec des valeurs de 27.66+£0.04 mg EAG/g, 8.47+0.05
mg/QE/g Respectivement, une activité antioxydante DPPH de I’ordre de 24.49+0.31 (ug/ml),
ABTS 22.34+0.94 (ug/ml), CUPRAC 15.08+0.85 (ug/ml) et I’activité chélatrice de métal
63.56+0.97 (pug/ml).

Dans la deuxiéme partie 1’étude in vivo a été menée sur 56 rats males de la souche Wistar
répartis en huit (08) groupes et traités par gavage pendant 28 jours, le premier groupe servira
de témoin, le deuxieme traité par 100mg/kg/j de Ro, le troisiéme groupe traité par 2 mg/kg/j du
sélénite de sodium (Se), le quatrieme a recu 10 mg/kg pc/j du Nickel (Ni), les autres groupes
ont été traités par les combinaisons Ni-Ro, Ni-Se, Ro-Se, Ni-Ro-Se respectivement. Le nickel
a provoqué ; une néphrotoxicité qui se traduit par I’augmentation de 1’urée, la créatinine et de
I’acide urique, un trouble hépatique qui se manifeste par une augmentation de 1’activité des
transaminases(TGO, TGP), de la phosphatase alcaline (PAL) et de la bilirubine totale.
L’analyse tissulaire a montré une diminution de la défense antioxydante (GSH, GPx, SOD,
CAT, GST) avec une augmentation de la peroxydation lipidique (MDA). Par contre le
traitement des rats par les différentes combinaisons a montré une amélioration claire des

paramétres biochimiques sanguins et tissulaires.

L’¢étude histologique des reins a révélé une nécrose tubulaire et glomérulaire chez les rats
traités par le nickel. Alors que celle du foie a montrée des lésions graves confirmant le

dysfonctionnement hépatique.

En conclusion, I’extrait méthanolique du Ro et/ou le sélénium est un puissant antioxydant
en raison de leurs actions protectrices synergiques. Ils sont capables de piéger et d’empécher

les radicaux libres et leurs effets toxiques, ce qui réduit les effets néfastes du nickel

Mots clés : Nickel, Sélénium, Rosmarinus officinalis, Stress oxydant,
Néphrotoxicité, Hépatotoxicité, Rat.



Abstract

The toxicity of Nickel (Ni) is a common element in work environments and has a number
of harmful impacts on human health. The aim of this research is to determine the effect of the
methanol extract from the leaves of Rosmarinus officinalis (Ro), and/or Selenium, on the
toxicity of nickel chloride in rats Wistar Albinos. Initially, a phytochemical investigation was
carried out to determine the content of polyphenols, flavonoids and the antioxidant and
chelating activity of the metals in the plant extract. The extract analysis showed a polyphenol
and flavonoid richness with values of 27.66+0.04 (mg EAG/g), 8.47+0.05 (mg/EQ/Q)
Respectively, an antioxidant activity DPPH of the order of 24.49+0.31 (ug/ml), ABTS 22.34+
0.94 (ug/ml), CUPRAC 15.08+0.85 (ug/ml) and metal chelating activity 63.56+0.97 (ug/ml).

In a second phase, an in vivo study was conducted on 56 male Wistar rats in eight (08)
groups treated by gavage for 28 days, the first group being used as a healthy control, the second
group being treated with 100 mg/kg/d Ro, the third group treated with 2 mg/kg/d sodium
selenite (Se), the fourth group treated with 10 mg/kg bw/d nickel (Ni), the other groups treated
with the combinations Ni-Ro, Ni-Se, Ro-Se, Ni-Ro-Se respectively. Nickel has caused;
nephrotoxicity that results in increased urea, creatinine and uric acid, a liver disorder that
manifests itself in increased transaminase activity (TGO, TGP), alkaline phosphatase (PAL)
and total bilirubin. Tissue analysis showed a decrease in antioxidant defense (GSH, GPx, SOD,
CAT, GST) with an increase in lipid peroxidation (MDA). In contrast, the treatment of rats
with the different combinations showed a clear improvement in blood and tissue biochemical

parameters.

Histological study of the kidneys revealed tubular and glomerular necrosis in nickel-

treated rats. While that of the liver showed serious lesions confirming hepatic dysfunction.

In conclusion, the methanol extract of Ro and/or selenium are powerful antioxidants due
to their synergistic protective actions. They are able to trap and prevent free radicals and their

toxic effects, reducing the harmful effects of nickel.

keywords : Nickel, Selenium, Rosmarinus officinalis L, Oxidative stress,
Nephrotoxicity, Hepatotoxicity, Rat
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Introduction

Les métaux lourds présentent une cytotoxicité selon la dose du métal, suite a une
géneration des radicaux libres conduisant a un stress oxydant (Briffa et al.,2020). Cet état du
stress oxydant peut causer de graves dommages aux macromolécules vitales dans les cellules,
provoquer la croissance ou la mort anormales de cellules, une expression défectueuse des genes
et des récepteurs, des maladies immunologiques, la mutagenése et d’autres problémes

(Srivastava et al.,2017).

Le sol contient naturellement du nickel. La poussiére, la nourriture, 1’eau et les objets
comme « les pieces de monnaie », les piles rechargeables et les bijoux sont quelques-unes des
fagons dont les gens sont exposés au nickel. C’est un contaminant environnemental qui peut
causer le cancer (McCormick,2017). Les organes (les reins, le foie, les poumons) |,
I’hématopoiese, la reproduction et le développement ne sont que quelques-uns des tissus que
I’exposition au nickel peut empoisonner. Le corps réagira probablement défensivement a

I’accumulation de ce corps toxique (Irshad et al.,2021).

Pour I’instant, il est largement admis que le stress oxydant ne soit pas une maladie ensoi,
il a été engager dans de plusieurs maladies comme facteur déclencheur ou lié a des

complications au cours de leur évolution (Hemantaranjan,2007).

La supplémentation des molécules antioxydantes telle que ; le sélénium, la vit C, la vit A,
polyphénols, flavonoides, les caroténoides et d’autres antioxydants sont essentiels pour

prévenir les dégats radicalaires (Gunti et al.,2022).

Le sélénium comprend comme un cofacteur de 1’enzyme antioxydante glutathion
peroxydase, Son implication revét une importance majeure dans la protection du corps contre
les agressions causées par les radicaux libres oxygénés. Il est présent dans la majorité des tissus

vegétaux et animaux ainsi que dans la croQte terrestre (Gunti et al.,2022).

Les plantes médicinales voient leur efficacité s'accroitre de maniere constante au cours
des derniéres années. Par conséquent, La médecine traditionnelle est souvent désignée comme
le principal type de soins pour 80 % de la population mondiale. Lorsqu’on a analysé les
ordonnances médicales d’autres pays, on a découvert que 38 % d’entre elles contenaient une
composante végétale et que 65 % d’entre elles étaient directement ou indirectement dérivées de

plantes (Van Wyk et Wink,2018).
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La flore vasculaire algérienne est d'une grande diversité, avec plus de 4000 especes et
sous-espéeces, ce qui en fait un véritable réservoir phylogénétique. En dépit du fait que la flore
médicinale de 1’ Algérie est encore inconnue, Prés de 80% des individus utilisent des plantes
médicinales pour se soigner, ce qui en fait une ressource importante pour la grande majorité des
Africains ruraux. Nous avons examiné au Rosmarinus officinalis.L (famille des Lamiacées),
d’origine Méditerranéen, dans un but d’améliorer la diversité des plantes en Algérie (Bouasla
et Bouasla, 2017). La culture de cette plante s'étend a travers le monde en raison de ses
avantages culinaires méditerranéens, en raison de son statut d'antioxydant naturel sdr, elle est
utiliseée a la fois dans les conservateurs alimentaires et la médecine traditionnelle par L'EFSA

« 1’ Autorité européenne de sécurité des aliments ». (Yashin et al.,2017)

De nombreuses recherches suggérent que le romarin peut avoir des propriétés
antioxydantes, anti inflammatoires, antidiabétiques, anticancéreuses et thérapeutiques pour
traiter les troubles hépatique et rénaux liés au stress. L'extrait hydroalcoolique de romarin a
démontreé son efficacité pour améliorer les agressions radicalaires au niveau rénal et hépatique

par la présence de polyphénols et les flavonoides (Topal et Gulcin, 2022 ; Yashin et al.,2017).

Par conséquent, L'objectif de cette étude est d'approfondir la compréhension des effets
protecteurs du sélénium en conjonction avec une plante médicinale (Rosmarinus officinalis)

contre la néphrotoxicité et 1’hépatotoxicité induites par le nickel chez le rat Wistar.

Nous avons structuré notre travail en deux grandes parties, I’'une théorique et I’autre

pratique.

Dans la premiere partie théorique, nous avons présenté une étude bibliographique
décrivant les notions essentielles liées au contexte global de notre travail (le nickel, le sélénium

et le Rosmarinus officinalis).

Dans la deuxieme partie pratique, nous avons développé dans un premier chapitre le
matériel utilisé et les méthodes réalisées pour 1’étude phytochimique, dosage des parametres
biochimiques sanguins et tissulaires ainsi que 1’étude histologique. Dans les deux derniers

chapitres nous avons exposé et discuté les résultats obtenus dans cette étude.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1. NICKEL
1.1. Définition

Le nickel se trouve naturellement dans I’environnement, principalement dans les minéraux
silicatés a la surface et dans les minerais de sulfure qui sont existé dans les sols. Dans la nature,
I’oxygene (oxygenes) et le soufre sont les principaux composants des composés du nickel
(sulfures). Au niveau des minerais sulfurés, arséniuré, antimoniuré, oxydés ou silicatés, la
présentation du nickel est dans la cro(te terrestre en quantités d’environ0,009 %. En outre, le
nickel est aussi présent dans l'air sous la forme de particules en suspension lors de la libération
par I’activit¢é humaine ou certains phénomenes de la nature, y compris les éruptions

volcaniques, les feux de forét et Les astres de I'atmosphére supérieure. (Pillet, 2005).

1.2. Utilisations

Les applications utilisant le nickel comme matériau pur sont beaucoup moins nombreuses
que celles utilisant des alliages avec des composants supplémentaires, comme celles de

nombreux autres métaux. (Schalenbach et al., 2018).

Ainsi, plusieurs produits des secteurs industriel, militaire, des transports, maritime,
architectural et des biens publics ont besoin de nickel comme matiére premiere. (Jones et
al.,2023).

La majorité (62 %) du nickel est utilisée dans les aciers inoxydables. En raison de sa dureté
et de ses propriétés de résistance a la corrosion, il est également un composant de plusieurs
alliages (12%). Les autres utilisations comprennent les traitements de surface (10 %), les

batteries nickel-cadmium et les catalyseurs nickel-aluminium (Maurya et al.,2021).

En plus de I’exploitation miniere, de la fusion, de I’affinage des métaux, de la fabrication
d’alliages et du recyclage des métaux, le nickel et ses principaux composés ont une large
variété d’utilisations industrielles dans les secteurs de I’automobile, de la construction navale,
de I’électricité, du pétrole, des aliments et de la chimie. (Kumaraswamy et al.,2021). En outre,
le nickel est utilisé pour fabriquer des alliages non ferreux qui sont utilisés, par exemple, dans
la fabrication d’ustensiles de cuisine, d’outils, de bijoux et de piéces de monnaie. La production
de pigments minéraux pour les métaux et la céramique, ainsi que la production de revétements

métalliques électrolytiques, nécessitent egalement cet elément (nickelage) (Viczek et al.,2020)
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Les applications du nickel pur, comme celles de nombreux autres métaux, sont beaucoup
moins importantes que celles des alliages. Par conséquent, plus de300 000 produits des secteurs
industriel, militaire, des transports et maritime sont fabriqués a partir de nickel. On I’utilise

dans la production d’aciers spéciaux et inoxydables (Kate et al.,2018)

Les applications supplémentaires comprennent les traitements de surface(10 %), les piles
au nickel-cadmium et les catalyseurs nickel-aluminium. De plus, le nickel et ses composés
primaires sont existé dans plusieurs variété d’applications industrielles dans les industries de
I’automobile, de la construction navale, de I’¢lectricité, du pétrole, de I’alimentation et de la
chimie, en plus des mines, de la fusion, de I’affinage des métaux, de la fabrication d’alliages

et du recyclage des métaux. (Tayar et al.,2020).
Propriétés
1.1.1. Propriétés physiques

La forme massive du nickel, qui est un métal blanc bleuatre, lustré, malléable et ductile,
peut également étre trouvée sous la forme d’une poudre grise. Il a des propriétés magnétiques
et est un bon conducteur d’¢lectricité et de chaleur. En outre, il a la capacité de réparer les gaz,
en particulier I’hydrogéne (Briffa et al.,2020).

Les propriétés physiques primaires du nickel et des oxydes de nickel qui sont examinées

dans le fichier sont décrites dans le Tableau 01 (Sanchez et al.,2021).
1.1.2. Propriétés chimiques

Le nickel n’est presque pas affecté par I’oxygene a température ambiante, mais a mesure
qu’il chauffe. 1l est revétu d'une mince couche de monoxyde de nickel, le seul sous-produit du
processus entre 300 et 700 °C. La poudre de nickel pyrophorique est produite lorsque
I’hydrogéne est utilisé pour réduire 1’oxyde entre 250 et 350 °C ; a 450 °C, ’oxyde dans 50
degrés d’air explose. Le métal est résistant aux halogenes dans le froid et en 1’absence
d’humidité ; Il est attaqué par 1’eau et forme des halogénéres a la surface ; Les halogenes
reactivent sans éclat dans la chaleur. Le nickel se volatilise entre 45 et 70 °C dans un flux de
monoxyde de carbone, créant du nickel carbonyle dans un procédé utilisé pour raffiner les

métaux. (Jamrack,2014).
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Tableau 01 : Propriéetés physicochimiques du nickel (Sanchez et al.,2021).

Symbole chimique Ni
Numéro atomique 28
Masse atomique 58,71
Structure cristalline Cubique a face centrée (a = 0,352 nm)
Densité (a 20°C) 8,902 g/cm?
Température de fusion 1452°C
Température d’ébullition 2732°C
Résistivité électrique a 20°C 6,9 1 ohm.cm
Conductibilité thermique a 0-100°C 90,9 W / (m.K)
Configuration électronique [2, 8,8] 3d8 4s2
Isotopes De 56 a 66
A I’état naturel, le nickel est un mélange de 5 isotopes stables (58, 60, 61,62 et 64) et de 6
autres instables.

1.2. Métabolisme

La liaison du nickel a I’albumine sérique se produit au niveau d’un résidu d’histidine chez
les humains, les rats et les bovins. Le nickel est également li¢ a I’albumine, a la L-histidine et &

12 macroglobulines (Kasprzak et al.,2003).

Indépendamment de la méthode d’administration, L’absorption du nickel et de ses oxydes
est limitée. Un complexe ternaire d’albumine-nickel histidine est responsable de leur
mouvement dans tout le corps. L’urine élimine la grande majorité du nickel qui a été absorbé.
S’il est consommé, la majorité du nickel est éliminée dans les feces. (Kasprzak et
Salnikow,2007).

Les effets du nickel lorsqu’il entre dans la cellule sont déterminés par sa solubilisation et les
doses actuelles d’ions Ni?*. (Buxton et al.,2019). La captation cellulaire est directement liée a
la capacité des dérivés de nickel a accroitre les taux intracellulaires. Les structures cristallines
NiS s’accumulent au niveau des vacuoles cytoplasmiques a I’extrémité du noyau, lorsqu’une
acidité progressive se produit avec libération de Ni?* et des interactions préférentielles avec les
régions hétéros chromatiques. Ensuite, les complexes ADN-protéine et les cassures de brins
sont crées. (Gao et al.,2020).
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L’inhibition de la transcription du géne suppresseur de tumeur apres la méthylation de
I’ADN et les altérations structurales de chromatine est une autre interaction (Chen et

al.,2017).
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Figure 01. Mécanisme de phagocytose sélective et de dissolution plasmatique des ions Ni
au noyau et réactifs lors de leur entrée dans le noyau (Saifi et al.,2018)

1.3. Toxicité

1.3.1. Toxicité aigué

Les problemes digestifs sont principalement causés by l'intoxication accidentelle via
ingestion orale (diarrhée, nausées, vomissements et douleurs abdominales), des maux de téte et
de I’asthénie, qui sont parfois accompagnés de bradycardie et d’hypothermie légere. Ces
symptdémes disparaissent rapidement, bien que dans certaines situations, leur durée puisse

s'étendre sur quelques jours (Fatullayeva et al.,2021)

Un employ¢ a souffert d’une détresse respiratoire aigué qui a €té mortelle 13 jours apres
avoir inhalé une concentration estimée a plusieurs centaines de mg/m3 pendant une heure et
demie. Il y a eu plusieurs intoxications historiques, parfois mortelles, liées a I’inhalation de
poussieres de nickel. Outre I’effet mécanique habituel sur la poussiere, les contacts oculaires
ne provoquent pas de 1ésions évidentes, 1’absorption cutanée est limitée et aucun effet global
n’est enregistré par cette voie. Le nickel et ses oxydes n’irritent pas la peau saine. (Filon et

al.,2016).
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1.3.2. Toxicité chronique

En ce qui concerne les allergénes cutanés courants, le nickel est reconnu depuis
longtemps. Selon une étude de 1979, la sensibilité au nickel touche environ 1 % des males et
9 % des femelles de la population générale (Hostynek et al.,2019)

Le plus souvent, la rencontre quotidienne avec des objets du quotidien fait prendre
conscience (bijoux, boutons, pieces, ustensiles divers...). L’exposition au travail représenterait
20 % des cas d’allergie. Les dermatoses récurrentes de 1’eczéma sont développées par 40 a
50 % de ceux qui ont été exposés au nickel a plusieurs reprises par contact avec le métal et ses
constituants. (Bhattacharyya et al.,2009).

Les cas d’asthme ont été associés a I’inhalation de sel de nickel, et les patients atteints
d’eczéma peuvent développer une rhinite, une urticaire et d’autres maladies. L’exposition au
nickel ou a ses oxydes est rarement mise en cause ; le nickelage électrolytique est utilisé pour
traiter les surfaces et provoque ces réactions. Il n’y a pas de caractéristiques particuliéres aux
crises, qui peuvent survenir quelques minutes apres 1’exposition ou des heures plus tard.
Cependant, dans certaines procédures, il est important de déterminer 1’exposition a d’autres
allergenes respiratoires comme le chrome ou le cobalt. (Neziri et al.,2020 ; Tramontana et
al.,2020).

Plusieurs études ont été réalisées sur les conseéquences a long terme du nickel sur I’appareil
respiratoire. Certaines de ces études suggerent un risque accru de bronchite chronique ou de
problemes de fonction pulmonaire. Pourtant, les travailleurs étaient constamment exposés a une
variété de contaminants (comme lors du soudage), il est donc impossible d’attribuer le

développement de ces troubles au nickel ou a ses oxydes seuls. (Buxton et al.,2019).

La production de radicaux libres aprés que le nickel et ses oxydes ont €té exposés, ingérés

ou inhalés.

2. Stress oxydant
Le stress oxydant est caractérisé par un deséquilibre entre les pro-oxydant (générateur de
radicaux libre) et les antioxydants (La capacité¢ de I’organisme a géré les radicaux libres.)
favorisation des ions d’oxygene potentiellement nocifs dans une cellule ou un compartiment

cellulaire (Carmo de Carvalho et al.,2022 ; Innocenzi et Stagi, 2023).

Une molécule est considérée comme un oxydant si elle prend un ou plusieurs électrons, le
convertissant en une substance réduite. Le caractére oxydant de la molécule d’O2 est démontré

par son avidité pour les électrons en raison de sa structure électrique. (Sumdani et al.,2022).
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Les especes réactives d’oxygene et d’azote (ERO et ERN) constituent le systéme peroxydant,
I’augmentation des ERO et ERN peut étre dues une augmentation de leur production ou a une
diminution du systéme antioxydant chargé de leur neutraliser (Roy et al.,2023 ; Kiran et al.,
2023).

2.1. Radicaux libres

Plusieurs mécanismes physiologiques conduisent a la production de radicaux libres,
étant considérés comme bénéfiques pour l'organisme tant qu'ils demeurent a des niveaux
tolérables. (Magherini et al.,2019).

Les radicaux libres sont des composés chimiques instables dont 1’orbite extérieure
contient un électron unique ou non apparié. 1ls ont aussi un niveau trés élevé de réactivité et de

paramagnétisme dii au moment de rotation magnétique de 1’électron non apparié.

(Bhattacharya,2015 ; Zhu et al., 2023 ; Wang et al., 2003).

Grace a sa capacité d’existence avec un électron qui ne correspond pas a I’oxygene est
a I’origine de la formation des oxydants radicaux et non radicaux du systeme de peroxydation.
Ces oxydants sont regroupés en deux catégories : les espéces réactives de I’oxygene (ERO) et
les espéces réactives de I’azote (ERN) (Yzydorczyk. 2018)

2.2.  Effet des radicaux libres sur I’organisme

2.2.1. Peroxydation lipidique
Les radicaux libres perdent des électrons des lipides dans les membranes cellulaires en raison
de la peroxydation des lipides, ce qui entraine des dommages cellulaires. Les acides gras
polyinsaturés sont principalement affectés par la réaction en chaine des radicaux libres en raison
de leur forte réactivité. (Sajib et Undeland, 2020).

2.2.2. Oxydation et protéine
Les radicaux libres oxygénés sont entrainés des modifications dans les différents structures des
protéines par les difféerents mécanismes de fragmentation et d'oxydation des acides aminés, ainsi
que la synthése de dérivés protéiques carbonylés, sont abordes dans cette étude. (Valko et al.,
2016).

2.2.3. Oxydation de ’ADN
Les molécules d’ADN subissent des dommages oxydatifs dus aux radicaux libérés ou aux

métabolites d’oxygeéne dans le processus d’oxydation. ces dommages peuvent s'agissant des
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certaine sources, tels que le stress oxydatif, les radiations ionisantes, ou le direct action des
derivatives actifs de I'oxygene. L’oxydation de I’ADN a un fort impact sur les guanines, faisant

de la production de 8-oxo-guanine I’un des additifs les plus étudiés. (Coppede, 2021).

2.3.  Systémes de défense antioxydant
Pour se défendre contre les effets néfastes des especes réactives de l'oxygene (ERO),
I'organisme déploie un ensemble complexe de mécanismes de défense antioxydante.

2.3.1. Systémes de défense antioxydant enzymatique

2.3.1.1.  Superoxyde dismutase (SOD)

Le Cu/Zn-SOD cytosolique et extracellulaire est présent chez I’homme. Chaque sous-unité a
un ionZn non catalytique et un ionCu®* qui sont en charge de I’activit¢ SOD, ou la
démultiplication de I’anion superoxyde conformément au processus : (Maurya et Namdeo

2021).

SOD(Cu/Zn)
O+ 2 H* > H202 + O2

Il existe une troisiéme forme qui se situe dans le site actif de la mitochondrie et qui contient
du manganese (Mn-SOD). Cette protéine est issue du noyau, elle n'est donc pas présente dans
les hématies, son activité catalytique est similaire a celles des Cu/Zn-SOD. Un autre réle des
SOD est de régénérer la vitC. L'efficacité de I'action antioxydante des SOD est limitée car en
éliminant I'anion superoxyde, elles générent du peroxyde d'hydrogene.(Maurya et Namdeo
2021).

2.3.1.2.  Glutathion peroxydase (GPx)

Il existe de nombreux génes GPx, mais les modifications post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles sont principalement responsables de 1’existence des versions intra et
extracellulaires. Une forme hautement glycosylée du foie est présente dans le plasma. Toutes
ces enzymes sont homo-tétramériques et séléno-dépendantes, ce qui signifie qu’un atome de
sélénium (Se) est présent dans leur site actif a la place d’un sulfate de cystéine. Le glutathion
(GSH) est un substrat nécessaire, et I’hydroperoxyde (ROOH), souvent H2O>, est le deuxiéme.
GPx fonctionne a travers son groupe de sélénol, et deux molécules de GPx sont nécessaires pour
la transformation d’une molécule d’hydroperoxyde. Comme ces deux GSH s’oxydent en
GSSG(forme oxydée), il est indispensable que la GPx soit couplée au systeme de régénération
du GSH (forme réduite active). (Maurya et Namdeo 2021).
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GPx (Se)
ROOH +2GSH —  ROH + GSSG + H:20.

GPx (Se)
H2O2+2GSH ——» 2H202 + GSSG

2.3.1.3. Catalase (CAT)
L’enzyme intracellulaire catalase est produite au niveau des globules rouges et le foie, se trouve
principalement dans les peroxysomes. Il accélére la réaction de détoxification de H>O., qui est
typiquement provoquée par SOD. (Ighodaro & Akinloye,2018).

2H202 ——— 2 H20 +02

2.3.2. Systémes de défense non-enzymatique

Les cellules ont recours a plusieurs réactions antioxydantes et consomment une quantité
importante d'énergie pour évaluer leur niveau d'espéces réactives de I'oxygene. Certains
composés antioxydants comme les oligoéléments (cuivre, zinc, cobalt...etc.), les VitE
(tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), ou les caroténoides fournis par les aliments,
agissent en piégeant les radicaux et en captant 1’électron célibataire, les transformant en
molécules ou ions stables (Engwa et al., 2022). La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis
sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme. Ainsi, la vitE est régénérée par la vitamine

C qui est elle-méme régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases (Aziz et al., 2019).

2.3.2.1.  Le glutathion et les protéines-thiols

Le glutathion est un tripeptide composé d’acide glutamique, de cystéine et de glycine. C’est
principalement un thiol (-SH) dans les cellules, 1’albumine étant son équivalent plasmatique,
ou il est effectivement réduit (GSH). Sa forme oxydée (GSSG) est relativement faible en

concentration dans des circonstances physiologiques (Lepedda & Formato,2020).

Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent marqueur de la peroxydation
lipidique et permet d’objectiver I’importance du stress. Au cours du vieillissement et lors d’un
exercice intense, ce rapport tend a diminuer, les autres propriétés antioxydantes du GSH sont
nombreuses : co facteur de la GPx, chélateur des métaux de transition, régénérateur final des

vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire (Lepedda & Formato,2020).

La plupart des protéines dont I’albumine contiennent des groupements « thiols » qui
possedent des propriétés réductrices et piegent facilement les espéces oxygénées activées
(Lepedda & Formato,2020).
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2.3.2.2. Lavitamine C
La majorité des mammiferes ont la capacité de synthétiser la vitamine C a partir de foie et
les reins. Contrairement a I'nomme qui doit ingérer environ 100mg de vitamine C par jour gréace

a une alimentation riche en fruits. (Marik, 2020).

La vitamine C est avant tout, un excellent piégeur des ERO (HO+ ouO-¢-). Elle empéche
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses :
Aide a maintenir le systeme immunitaire en bon état de fonctionnement, adhésion la synthese
du collagéne et des globules rouges ainsi que des mécanismes de métabolisation du fer
(Marik, 2020).

2.3.2.3. Lavitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeéres, les tocophérols « constitués d’un noyau
chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone » et les tocotriénols (qui
different des tocols par la présence de 3doubles liaisons sur cette chaine latérale). D’un point
de vue biologique, deux isoméres sont particulierement restants, T g-et | ey-tocophérol. Leur
caractere hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en réagissant avec les radicaux pyroxyles (ROO)
pour former un radical tocophérols, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation
lipidique. Les apports journaliers d’g-tocophérol sont de I’ordre de 10mg (Szymanska et
al.,2020).

2.3.2.4.  Oligo-éléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des éléments
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydants requierent
un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin
de manganeése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium
(Zwieretto et al.,2020).
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1. Historique

C’esten 1957 que Schwarz et Foltz. (Zwolak,2020) démontrerent son fonction critique chez
les mammiféres par son inclusion dans 1’alimentation, ce qui empéche la dégénérescence
nécrotique du foie. L’administration de sélénium et/ou de vitamine E a ainsi protégé ou traité
un certain nombre de dystrophies musculaires et de maladies cardiovasculaires chez les
animaux. Bien que le mécanisme d’action du sélénium soit inconnu, de nombreuses recherches
ont indiqué que le sélénium et la vitamine E travaillent ensemble pour protéger les membranes
cellulaires. En montrant que le sélénium est présent dans le site actif de I’enzyme glutathion
peroxydase (GSH-Px) chez les mammiféres, Rotruck distingue le mode d’action de cette
enzyme de celui de la vitamine E. La supplémentation en sélénite de sodium a démontré la
réversibilité des symptomes cliniques liés a I'insuffisance de sélénium, soulignant le role
critique du sélénium chez I’homme pour la premiére fois dans les années1980 : douleurs

musculaires (Alcolea et Pérez-Silanes,2020 ; Schomburg,2022).
2. Propriétés physicochimiques

Un métalloide du groupe VI du tableau périodique (oxygene, soufre, polonium et tellure),
le sélénium (symbole Se, numéro atomique 3.4) fait partie de la famille des métalloides. Ses
caractéristiques physicochimiques sont semblables a celles du soufre (S). (Goswami et
Kostova,2022 ; Lichtfouse et al.,2021).

C’est un élément peu commun qui peut étre trouvé dans de nombreuses formes isotopiques
et est souvent présent sous forme de traces. Entre ceux d’un métal et d’un non-métallique, ses
caractéristiques physico-chimiques tombent au milieu. Il existe principalement en milieu
biologique des formes de séléniure, de sélénium élémentaire, de sélénite, de sélénate, ainsi
que des formes organiques, dans les mémes états de valence que ces éléments (-2, 0, +4, +6).
(Nikam et al.,2022).

Il existe dans le corps sous forme de sélénol (R-Se-H) ou de sélénoether (R-Se-R). Pour
créer les composés de type sélénium Sélénométhionine (Se-Met) et Sélénocystéine, il peut
également étre couplé au soufre (R-S-Se-H ou R-S-S-S-R) ou substitué au soufre dans les acides

aminés contenant du soufre (Se-Cys). (Williams et al.,2011)

Contribution a I'étude de I’effet du Sélénium et de Rosmarinus officinalis sur la toxicité du Nickel chez les rats

15



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

3. Métabolisme

Le sélénium a une efficacité d’absorption intestinale élevée (50 a 95 %). Que le statut de
sélénium soit suffisant ou non, la forme de I’apport de sélénium et la présence d’autres aliments
jouent tous un réle. Bien que le corps puisse utiliser & la fois des formes organiques et
inorganiques de sélénium, leurs métabolismes sont distincts. (Hadrup et Ravn-Haren,2021).
Lorsqu’il est administré par gavage a des animaux (rats, souris et chiens), le taux d’absorption

gastro-intestinale est plus élevé (> 80 % que dans les repas). (Kursvietiené et al.,2020).

Les proteines plasmatiques de la circulation transportent le sélénium absorbé pour étre
dispersé dans tout le corps. Les organes spécifiques qui accumulent le sélénium comprennent
le foie (15 %), les reins (5 %), le cerveau (1 %) et le pancréas (0,5 %). (Davila-Vega et al.,2022
; Rehman et al.,2021). En ce qui concerne le métabolisme du sélénium, le foie fonctionne
comme un stockage pour un échange rapide avec le sang tandis que les réserves dans les

muscles servent de dép6t pour un échange plus lent. (Mehdi et al.,2013).

La forme chimique du sélénium consommé influe sur sa métabolisation. En utilisant le
transport anionique, le sélénite pénétre les cellules et se combine rapidement avec le glutathion
pour former la sélénodiglutathion. (Figure 02) (Kim et al.,2021 ; Lv et al.,2021).

Les dérivés méthyliques du selénium, comme le méthylsélénol, le diméthyl sélénium et le
triméthyle sélénium, ou sélénosucres, sont ¢liminés dans ’urine (60 %) et/ou dans les poumons.

(Voir figure 03) (Alhasan et al.,2019)
Chez le rat, I’excrétion est tri phasique :

e Une excretion rapide s'effectue en fonction de la dose administrée et de la concentration
en sélénium alimentaire dans la premiere phase.

e Le taux d’excrétion dans la deuxieme phase est intermédiaire entre les phases 1 et 3.

e La phase trois se caractérise par une période prolongée d'excrétion faible et constante,
qui correspond a un renouvellement corporel a long terme. La demi-vie est de 103 jours,
le taux d'élimination ne dépend plus de la posologie mais est influencé par les niveaux
de sélénium dans I'alimentation.

Dans la nourriture du rat, une dose de 1 ppm est éliminée a 67% dans l'urine et a 10% dans

les feces, tandis que I'élimination respiratoire est inférieure a 10%. (Lei et al.,2022).
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Figure 02. Difféerentes formes de sélénium et leurs voies métaboliques (Chauhan et al.,2019)
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Figure 03. Métabolisme cellulaire du sélénium (Kalimuthu et al.,2022)

4. Roles biologiques

Le sélénium est une molécule ambivalente puisqu’il est nécessaire a de faibles doses pour
la vie humaine, animale, végétale et microbienne. En cas d’exces ou de carence, elle peut

provoquer des problémes biologiques et écologiques majeurs. 1l peut étre difficile de faire la
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distinction entre les concentrations de selénium qui sont bénéfiques ou néfastes pour la sante.

(Kursvietiené et al.,2020)
4.1. Activité antioxydante du Selénium

Le sélénium est essentiel pour le fonctionnement d’enzymes anti oxydantes tel que :

4.1.1. Laglutathion peroxydase (GPx)

Chaque molécule de glutathion peroxydase comprend quatre molécules de sélénium, la
présence de sélénium est observée dans la glutathion peroxydase (GPx) sous forme de résidu
de sélénocystéine au site actif de ’enzyme. (Tupikina,2022). L’une des principales défenses
contre les agressions causées par les radicaux libres d’oxygeéne est fournie par des enzymes
antioxydantes, telles que GPx. (Flohé et al.,2022). Les GPx détoxifient les peroxydes
d’hydrogéne et hydro peroxydes organiques (Kruk et al.,2019).

4.1.2. Thiorédoxine réductase

Le sélénium agit également comme un antioxydant essentiel au site actif de la thioredoxine

réductase, ou il est présent en tant que groupe sélénol (-SeH). (Hariharan et Dharmaraj, 2020).

La thioredoxine réductase, une protéine a faible teneur en particules nécessaire a la
réduction des biomolécules oxydées, Il est localisé dans le cytoplasme des cellules et facilite la
réduction de la thioredoxine. La diminution de la thioredoxine serait un mécanisme essentiel
pour contrbler la prolifération cellulaire normale et maligne ainsi que la mort cellulaire

programmée. (Tretter et al.,2021).

En éliminant les ponts de disulfure intramoléculaires et en facilitant la régénération de
composés comme les vitamines C et E qui sont réduites, la thioredoxine réductase joue un réle

important dans les réactions antioxydantes. (Pisoschi et al.,2021).
4.1.3. Sélénoprotéine P

Elle est principalement localisée dans le plasma et a la particularité de posséder 10 atomes
de Se par polypeptide (Minich,2022). La sélénoprotéine maintient 1’équilibre intracellulaire et
extracellulaire pro- et anti-oxydant en conjonction avec d’autres molécules de type enzymatique
« superoxyde dismutase, catalase », ou non (vitamine E, C, caroténoides, groupes thiols,
polyphénols, co enzyme QIO). (Al-Mubarak et al.,2021).
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Au lieu du glutathion, I’acide aminé sélénométhionine, que I’on trouve dans les protéines
en quantités infimes, pourrait également catalyser la réduction du peroxynitrite, réduisant ainsi

le stress oxydatif. (Lamarche et al.,2021).
4.2. R6le immun modulateur

Les capacités de modulation immunitaire du sélénium complétent 1’activité anti-radicale.
Sa fonction d’inhibiteur phagocytaire et par I’activation, la prolifération et la différenciation
lymphocytaire a un réle modulant dans la réponse immunologique et inflammatoire.
(Naveenkumar et al.,2022).

4.2. Autres réles biologiques du sélénium

4.3.1 Détoxification des xénobiotiques et des métaux lourds

D’autres activités critiques du sélénium, comme sa participation a la détoxification des
métaux lourds (cadmium, mercure, plomb), ou son effet stimulant sur le métabolisme des
xénobiotiques organiques, complétent les tdches fondamentales décrites ci-dessus (Briffa et
al.,2020).

4.3.2 Meétabolisme de I’acide arachidonique

Le sélénium contrdle 1’agrégation plaquettaire en intervenant a différents niveaux dans le
contrdle des métabolites oxygénés de ’acide arachidonique. Lorsqu’il y a une carence en
sélénium, il y a une augmentation de la création de TXAZ2 et une diminution de la synthese de

PGI2, ce qui provoque I’agrégation plaquettaire a activer. (Junior et al.,2019).
5. Répartition du sélénium dans L’organisme

Selon I’apport de sélénium, qui est le résultat de la quantité de sélénium présente dans le sol, le
corps humain peut contenir entre 3 et 14,6 mg de sélénium.

Le foie et les reins sont deux organes riches en sélénium. La concentration de sélénium la plus
élevée par unité de poids se trouve dans le site rénal primaire pour la production de glutathion
peroxydase plasmatique. En constituant 45 % du sélénium total, le muscle squelettique semble

servir d’organe de stockage du sélénium (Dai et al.,2019 ; Hadrup et Ravn-Haren,2021).

6. Besoins et apports alimentaires

Bien que de nombreuses études estiment qu’un apport de 90pg est nécessaire pour
atteindre D’activité optimale de glutathion peroxydase plasmatique, les apports alimentaires

recommandés pour le sélénium spécifié aux Etats-Unis en 2000 sont de 55ug/j, quel que soit le
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sexe, qui ont été juges suffisants. (Turrubiates-Hernandez et al.,2020). D’autres chercheurs
pensent également que cet apport est insuffisant en raison du fait que la synthése de diverses
protéines de sélénium est controlée différemment selon les apports de sélénium. Enfin, de
nombreuses ¢tudes appuient 1’utilisation de suppléments nutritionnels pour réduire les risques

de cancer. (Vinceti et al.,2022).

Les plus fortes concentrations de sélénium peuvent se trouver dans les régimes protéiques,
qui comprennent la viande, le poisson, les crustacés, les abats, les ceufs et les céréales.
Néanmoins, la biodisponibilité de ces aliments varie, allant de 20 a 50% pour les produits de la
mer a plus de 80% pour les céréales ou la levure de biére. Pourtant, le niveau de sélénium des
céreales est étroitement lié a la teneur en seélénium des sols ou elles ont été cultivées. De tous
les nutriments importants, 1’apport en sélénium varie le plus. La quantité de cet oligo-élément
dans la chaine alimentaire varie considérablement selon la région, selon le type de sol, son pH

et les méthodes de fertilisation utilisées (Filipovi¢ et al.,2019).

Tableau 2 : Apports quotidiens recommandés en sélénium (Kieliszek et al.,2022)

Enfants Filles 25-60pg Gargons 25-60ug

Adolescents Filles 30-70pg Gargons 30-70ug

Adultes Femmes 30-70ug Hommes 30-70ug
Femmes enceintes 30-70ug -
Femmes allaitantes 30-70ug -

7. Mode d’action

La principale fonction du sélénium est une activité antioxydante sous forme de coenzyme

glutathion-peroxydase, responsable des peroxydes détoxifiants ; sa toxicité est attribuée a son
interférence avec le métabolisme et la fonction du composé sulfuré. Les groupes thiol (-SH)
des déshydrogénases sont remplacés par des groupes (SeH), qui inhibent I’enzyme. Cela affecte

les systemes enzymatiques impliqués dans la respiration cellulaire. (Weaver et Skouta,2022).
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Figure 04. Mécanisme d’action du sélénium (Kuria et al.,2021).

8. Carence en sélénium

La principale fagcon d’obtenir le sélénium est par la nourriture. Un régime qui manque de
sélénium est la principale cause d’un déficit. En raison de I’importance du sélénium comme
oligo-¢élément, des problémes comme le retard mental, 1’infertilité masculine, les déficiences
immunologiques, les maladies cardiovasculaires, les myopathies et / ou les cardiomyopathies
pourraient résulter d’un manque de sélénium. (Kieliszek et al.,2022). Un niveau insuffisant de
sélénium peut entrainer une augmentation des risques de certains cancers et une accélération
des processus de vieillissement. (Alehagen et al.,2021). Le stress oxydatif, qui résulte de la
réponse immunitaire innée, est 1ié¢ a la majorité des maladies infectieuses. L’un des premiers
effets d’un déficit en sélénium ou d’un dysfonctionnement significatif d’une sélénoprotéine
impliqué dans 1’élimination des radicaux libres est le dysfonctionnement de la réponse

inflammatoire et, par conséquent, 1’aggravation de I’infection. (Schweizer et Fabiano,2022).

Les maladies de « Keshan » et de ““Kashin-Beck ™ sont deux troubles qui peuvent résulter
d’une grave carence en sélénium. La cardiomyopathie congestive, une maladie mortelle, affecte
Keshan. On I’a trouvé dans la région de Keshan, dans I’est de la Chine, ou les niveaux de

sélénium dans le sol sont particuliérement faibles. (Hou et al.,2021)
9. Supplémentation en sélénium

Depuis ’identification de la cause de la maladie de « Keshan» et 1’éradication presque

compléte de celle-ci, par un apport systématique de Sélénite de sodium aux habitants de cette
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région, elle est principalement motivée par ses bienfaits préventifs du cancer et de certaines

maladies cardiovasculaires. (Barchielli et al.,2022).

Les dommages causes par les radicaux libres contribuent au processus de mort cellulaire.
La vitamineC, E, le S caroténe et le sélénium sont des micronutriments antioxydants non
enzymatiques qui stimulent la défense intracellulaire et protegent les cellules de I’oxydation.
(Engwa et al.,2022).

10. Toxicité de sélénium

Méme dans les régions de sélénium ou les niveaux de sélénium dans le sol et I’eau sont
extrémement élevés, la sélénose chronique ou aigué (le maladie de "Keshan’) due a une
intoxication alimentaire au sélénium est rare chez les humains. Cela comprend les plantes, les
semences et les céréales qui, lorsqu’elles sont consommées en quantité suffisante, peuvent bien
soutenir le sélénium. Les paysans qui utilisent les produits de leurs terres sont ainsi exposes a
une toxicité non industrielle. Le traitement de ces intoxications consiste a ingérer de la vitamine
A, de la méthionine, des sulfates et des arsenates au lieu d’injecter les chélateurs typiques et
inefficaces. Elles sont le plus souvent le résultat de rencontres non intentionnelles ou

professionnelles (contamination industrielle). (Gebreeyessus et Zewge,2019)

Des problemes gastro-intestinaux, irritations bronchiques et cutanées, une odeur distincte
de la peau et de I’haleine sont les principaux signes cliniques d’intoxication chez les
travailleurs exposés a la fumée élevée en sélénium (odeur d’ail). La consommation de sélénium
n’est pas dangereuse jusqu’a 1000pg/j. La dose sans risque d’effets nocifs a été établie a une

valeur maximale de 5ug/kg/j (Adewale et al.,2022).
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1. Généralité

Des recherches pharmaceutiques ont récemment été effectuées pour déterminer la
composition chimique de plusieurs propriétés thérapeutiques des plantes.

La médecine traditionnelle utilise des plantes médicinales parce qu’elles ont une variété
d’avantages thérapeutiques.

Plusieurs de leurs composants ont été reproduits chimiquement, et de nouvelles
combinaisons ont ét¢ découvertes par 1’industrie pharmaceutique. Lorsqu’ils agissent, ils
produisent des substances chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou des
combinaisons de substances chimiques. (Anand et al.,2019).

Métabolites primaires : les molécules nécessaires de la vie végétale qui ne présentent qu’une
activité pharmacologique de base, (les enzymes, les glucides comme la cellulose, les lipides
I’amidon ...) (Grenez, 2019).

Meétabolites secondaires : les parameétres les plus complexes. Parmi celles-ci on peut prendre
quelques familles chimiques les plus courants : les alcaloides les polyphénols, les terpénoides
(Grenez, 2019)

La décoction, la macération et 1’infusion sont toutes des méthodes utilisées pour préparer
les herbes médicinales. Une ou plusieurs piéces, comme une racine, une feuille ou une fleur,
peuvent étre utilisées. (Bourais et al.,2022).

L’une des plantes thérapeutiques utilisées depuis 1’ Antiquité est le Rosmarinus officinalis
L. Il continue d’étre inclus dans la liste des traitements utilisés par les tradipraticiens dans toute

la région méditerranéenne. En outre, il aurait des qualités curatives. (Dafni et al.,2020).

2. Description de la plante (Rosemarinus officinalis L)

Dans la nature, le romarin (Rosmarinus officinalis sp.), arbuste appartenant a la famille des
Lamiacées, se trouve dans la région méditerranéenne. Etant une plante largement utilisée en
médecine traditionnelle. Les utilisations traditionnelles du romarin comme épice culinaire

comprennent la modification et/ou I’amélioration des golits alimentaires.
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Figure 05. Fleurs et feuilles de Rosmarinus officinalis L (Gonzalez-Minero et al.,2020)

L’industrie alimentaire s’y intéresse particulierement parce que c’est I’une des sources de
produits chimiques bioactifs les plus utilisées aujourd’hui. En réalité, cette plante remplit de
nombreuses fonctions pharmacologiques, y compris des fonctions hépato protectrices,
antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes, antinociceptives, antithrombotiques et

antifongiques. (de Macedo et al.,2020).

Le romarin est utilisé pour un certain nombre de choses, y compris stimuler la production
de bile, réguler la digestion et traiter les blessures. Pour ces raisons, il est également important
dans les industries, I’agriculture, la médecine, et la fabrication de produits pharmaceutiques. Le
produit chimique composants de la plante de romarin sont 20% a-pinene, 20% cineol, 18%
camphre, 6% B-pinen 1borneol, 5% mirsen, 3% acétate de bornicyl, 2% terpineol, limonéne,

terpineol et cariophillen (Begum).

3. Classification du (Rosemarinus officinalis L)

Rosmarinus officinalis L dans la classification des végétaux
(Napoli et al.,2020).
Regne : Plantes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-Classe : Gamopétales
Ordre : Tubiflorales
Sous-Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées

Genre ;: Rosmarinus

Espéce : officinalis

Figure 06. Aspects morphologies du romarin (De oliveira et al.,2019)
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4. Utilisations de la plante

Pour éviter la dégradation oxydative et microbiologique potentielle des aliments, le
romarin est fréquemment utilisé dans les activités alimentaires. En raison de la présence
d’acides poly phénoliques, les extraits de plantes ont une activité antioxydante importante qui
est également utilisé pour préserver les aliments et les huiles lipidiques (Kaur et al.,2021).

En médecine traditionnelle, le romarin favorise la fonction hépatique et biliaire lorsque
des problémes digestifs sont présents, facilite la digestion, soulage les maux de téte et les
migraines, et traite les maux de téte et les migraines. Les rhumatismes et les problemes
circulatoires peuvent étre traités a I’extérieur en ’utilisant. En plus de traiter les maladies
oculaires et d’agir comme un antibactérien, il est hypoglycémique. Pour la conservation des
pates de dattes et comme emménagogue, Rosmarinus officinalis L. est traditionnellement utilisé

dans la région de Béchar (qui provoque ou régule le cycle menstruel) (Rehman et al.,2020).

5. Composition chimique

D’aprés « Xiao et al.,2008 », I’extrait méthanolique contenait un taux élevé en Sucrose,
Succinate, Fumarate, Malonate, et en acides phénoliques, mais un niveau bas en Fructose,
Glucose.

Tableau 03 : Les variations de la composition chimique de romarin (Abada et al.,2020 ;
Melito et al.,2019).

Composants actifs Principes chimiques
Environ 50% du parfum aromatique Cinéole, pinéne, d’acétate, de camphre
distinctif trouvé dans les feuilles ordinaire, camphene et bornéol

de Rosmarinus officinalis se
trouve dans 1’huile essentielle.

Rosmarinus officinalis a des di-terpenes Carnosol, acide carnosique, rosmarol, iso-
phénoliques  comme  antioxydants rosmanol
primaires.

Les lamiacées sont des plantes dicotylédones Apigénine, lutéoline, di-osmetine, di-metoxi-

qui produisent principalement des flavones. flavone

Les molécules chimiques qui ont de Chlorogénique, a. Caféique, et a.

forme acide phénolique contient des rosmarinique

fonctions carboxyliques et hydroxyles.
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La composition chimique de romarin dans son ensemble resulte du lieu de récolte et

croissance, ainsi que du moment de récolte dans le cycle végétatif (Barut et al.,2022)

Tableau 04 : Structures chimiques des composés présents dans le romarin (LeSnik et Bren

2021)
Nom des composeés Structure chimique
[e]
Acide Caféique /@N%“
HO

Acide chlorogénique

CHs
Apha-pinéne ﬁAﬁ
HsC

Acide rosmarinique o

Acide ursolique

Rosmanol

Carnasol

Camphre 4\&
HsC
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6. Propriétés pharmacologiques

Les plantes ayant des qualités thérapeutiques peuvent également étre utilisees comme additifs
alimentaires, condiments ou dans le brassage de boissons sanitaires. Ce sont soit les mémes
parties de la plante pour ces fonctions variées ou des parties de la plante séparées (Alara et
al.,2021).

6.1. Activité Antioxydante

Comme les ROS sont le principal facteur du vieillissement cellulaire, ils provoquent des
dommages oxydatifs. L’extrait de romarin a des mécanismes antioxydants qui sont classés
comme non enzymatiques (comme les vitamines, les minéraux et les polyphénols) ou
enzymatiques (comme superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase) systémes

qui protegent les tissus et les cellules contre ROS. (Hamed et al.,2020).

Bien que les huiles essentielles de la plante et les extraits de méthanol contiennent tous
deux des quantités importantes d’antioxydants, tandis que ce dernier contient principalement
de I’acide coromarique et de 1’acide rosmarinique, on en déduit que les premiers ont une plus

grande capacité a neutraliser les radicaux libres (Napoli et al.,2020).

Nous avons examiné comment 1’acide rosmarinique affectait les enzymes antioxydantes du
foie, des reins et des tissus des rats. Il en résulte une augmentation de 1’activité de SOD, de
CAT, et une diminution de MDA(malondialdéhyde) (indicateur de peroxydation lipidique) (Hitl
et al.,2021).

6.2. Activité hépato protectrices

De nombreuses études, dont la derniere a été utilisée pour évaluer la puissance de
I’extrait méthanolique de romarin pour tester les caractéristiques biochimiques et histologiques
spécifiques des cellules hépatiques, ont été menées pour explorer 1’effet protecteur du romarin

sur le foie. (Luis Martinez-Rodriguez et al.,2019).

6.3. Activité anti-inflammatoire

En médecine traditionnelle, le romarin est apprecié pour ses effets thérapeutiques dans
la prise en charge des maladies inflammatoires ainsi que le soulagement de I’inconfort gastro-
intestinal et respiratoire, y compris I’asthme bronchique. Des huiles essentielles biologiquement

actives et des terpénes comme 1’acide carnosique, le carnosol et I’acide rosmarinique ont été
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montrés dans plusieurs recherches expéerimentales pour avoir des effets anti-inflammatoires et

analgésiques (Wani et al.,2021)

6.4. Activité anti-proliférative

Les composés les plus répandus dans I’extrait végétal, comme 1’acide carnosique, le
carnosol et I’acide romarin, ont provoqué 1’apoptose dans des cellules cancéreuses en
provoquant la production d’oxyde nitrique et d’acide carnosique. Rosemary a démontré
d’importantes activités antiprolifératives contre un certain nombre ces cellules cancéreuses
humaines. (Allegra et al.,2020).

6.5. Activités Antibactérienne

Le romarin est une plante médicinale utilisée pour traiter une variété de troubles infectieux.
Son huile essentielle et son extrait méthanolique sont des agents antibactériens tres efficaces
contre les 5souches bactériennes suivantes : Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa,

Bacillus cerreus, Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis (Fazeli-Nasab et al.,2021).

Il a été demontré que les bactéries gram-négatives sont particulierement sensibles aux effets
antibactériens de I’huile essentielle de romarin : Escherichia. Coli et les bactéries gram positif

Staphylococcus. aureus (Liu et al.,2020).

7. Pharmacocinétique

L’absorption rapide dans le systeme digestif et la détection dans le plasma du métabolisme
des polyphénols, en particulier des flavonoides, suggerent que ces composés sont disponibles
pour discerner leurs effets biologiques. En effet, des études in vitro ont démontré que les
flavonoides peuvent entrer dans la circulation sanguine en quantités qui les font avoir des effets
positifs, passer par le systeme digestif et entrer dans la circulation plasmatique. (Pérez-Gregorio
et al.,2020).

8. Mode d’action

La phosphorylation de I’ADP est empéchée par certains composés phénoliques dans les huiles
essentielles d’agir directement sur les régions hydrophobes des protéines de la membrane
phospholipidique comme I’ATPase ou en interférant avec la capacité des protons a se déplacer

librement dans la membrane (Gourich et al.,2022)
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9. Toxicite des plantes medicinales
La toxicité des plantes médicinales peut étre expliquée par :
9.1. La toxicité intrinséque des constituants :

Les constitutions des plantes médicinales sont des mélanges complexes. Les alcaloides, les
hétérosides, les stéroides et les tanins sont parmi les composés qui composent leur composition
souvent mal définie qui ont une activité biologique. Ces derniers composes ont une toxicité
intrinseque a des concentrations particulieres, comme tous les produits chimiques bioactifs.
(Attard et al.,2015).

9.2. L’identification imprécise des composants :

D’apres (Mistry et al.,2021), Pour un des Constituants actifs de la préparation & base de plantes
est inconnu, a le potentiel de causer des conséquences toxiques majeures ou est mal identifier,

la préparation pourrait devenir toxique.
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MATERIEL ET METHODE

1. Plante

Le partie de la plante utilisé dans la présente étude est représenté par les feuilles de la
Rosmarinus officinalis L de la région d’El-Hammamet, c’est une commune de la wilaya de
Tébessa du Nord-Est de I’ Algérie. Les feuilles fraichement récoltées, ont été séchés pendant 15

jours puis conserveés jusqu’a I’extraction.

2. Matériel chimique
Le chlorure du nickel (NiClz ; numéro CAS 7718-54-9), a été acheté aupres de Sigma (St.
Louis, MO). Sélénite de sodium (Na.SeQOz) fourni par Sigma-Aldrich (Allemagne). Tous les

autres produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude étaient de qualité analytique.

3. Matériel biologique

11 s’agit des souches de rats Wistar Albinos de sexe male, et dont le poids se situe entre
150425 g, ils ont été fournis de centre Pasteur. Les rats obtenus ont été répartis en cinq rats par
groupe. Ils ont été¢ soumis a 10 jours d’adaptation dans notre animalerie, dont les conditions
d’¢levage sont les suivantes : les cages utilisées sont spéciales en polyéthyléne tapisses de litiere
constituée par des coupeaux du bois renouvelé chaque jour jusqu’a la fin de I’expérimentation,
€quipés par des biberons d’eau et un acces libre a la nourriture, la température de I’animalerie

voisine de 25°C, une photopériode naturelle de 12/12H.

4. Méthodes
4.1. Préparation du P’extrait méthanolique du Rosmarinus officinalis

L’extraction a été effectuée par la méthode de macération, 10 g de feuilles séchées et
broyées de Rosmarinus officinalis ont été dissoutes dans 100 ml de méthanol a 99,8 %, a I’abri
de la lumiére et a température ambiante pendant trois jours avec évaporation dans I’évaporateur
pendant 90 minutes chaque jour pour I’extraction des métabolites actifs. En 4™ jour filtration
du macérat sur papier Wattman N°1 avant en utilisant I’évaporateur, le solvant s’évapore sous
pression a une température de 50° C. (figure 01). La poudre résultante représente I’extrait
méthanolique sec de Rosmarinus officinalis et était entreposée a 4 °C dans des flacons en verre

teinté avant d’étre utilisée.
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papier-filtre
entonnor : 2, :
Rosmarinus : — support
officinalis — arlenmeyer
\ 3 bécher — 3
broyage filtration
dans un mortier dans l'alcool et recueil du filtrat

Figure 07. Schéma récapitulatif d‘extraction du Rusmarinus officinalis

A: Macération B : Filtration C : Séparation

Figure 08. Etapes de I’extraction solide liquide
4.2. Etude in vitro
4.2.1. Détermination du Rendement
Le rendement est calculé selon la formule suivant :
100 x masse de I’extrait apres évaporation du solvant / masse mati¢re végétale utilisée pour

I’extraction
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4.2.2 Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par (Muller et
al., 2010).

Le réactif FCR, constitué par (HsPW12040) et (Hs3PM012040), est réduit, lors de I’oxydation des
phenols, en mélange (WgO23) et de (MogO23). La coloration bleue produite est proportionnelle

a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximum aux environs de 750-765nm.

4.2.3. Détermination de la teneur en flavonoide total

Principe de la réaction :

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre Al™3 et les flavonoides. La méthode de (Topgu et al.,2007) est utilisée avec quelques
modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits. On utilise un lecteur

Microplague (Perkin Elmer, Enspire) pour mesurer I‘absorbance

Préparation des solutions :

Pour 1M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80g de (CH3COOK) dans 100ml d’eau

distillé pour obtenir la solution S;
Pour 10% nitrate d’aluminium (Al (NO3)3, 9H20) on pese 10g de ce produit dans 100ml d’eau
distillée.

Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol pour obtenir la

solution S,.

4.3. Evaluation de I’activité Antioxydante

Actuellement une grande diversité des méthodes analytiques est accessible pour
évaluer la capacité antioxydante. Dans notre étude, ’activité antioxydante de 1’extrait de
Rosmarinus officinalis L est évaluée par les méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC, activité
chélatrice de métal.

4.3.1. Test de Piégeage du radical DPPH

Cette technique est réalisée suivant la méthode de « Blois », Afin de tester I’activité

antiradicalaire d’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis L par 1’utilisation du radical
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DPPH. Son principe est de donner un atome d’hydrogéne au DPPH « Sigma,
C18H12N506 :MM=394,33 » en présence d’un antioxydant. Dans cette méthode colorimétrique,
les antioxydants se comportent comme des donneurs d’atomes d’hydrogéne en réduisant le
radical libre stable diphénylpicryl-hydrazyl (DPPH) soluble dans le méthanol ou 1’éthanol, de
couleur violette en forme réduite non radicalaire, diphénylpicryl-hydrazyl (DPPH-H), et de
couleur jaune (Blois, 1958) En solution, il présente une absorbance maximale a 517nm ; lors
d’une réaction avec un antioxydant, sa rédaction se traduit par une diminution de I’absorbance

de la solution de (DPPH).

Préparation de la DPPH :

Dissoudre 6mg de DPPH dans un volume de 100ml de méthanol, le radical DPPH est dissous
dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 517nm dans le

spectrophotometre.
4.3.2. Activité de piégeage ABTS

Test ABTS L’activité antiradicalaire a été également évaluée par le test de décoloration
du radical cation ABTS™ selon la technique utilisée par (Khan et al.,2012). L’ABTS a été
dissous dans I’eau distillée a une concentration de 7nM. La solution du radical cation ABTS™
a été obtenue en incubant pendant 12 a 16 h a I’obscurité et a la température ambiante un
mélange a volumes égaux de la solution mére d’ABTS avec une solution de persulfate de
potassium a 2,45nM. La solution ABTS™ a été diluée avec de 1’éthanol jusqu’a une absorbance
de 0,700+0,02 a 734nm avant l’utilisation. Ensuite, 1,5ml de la solution d’ABTS™ a été
mélangé avec 50 pl d’extrait ou de la référence (acide ascorbique) a différentes concentrations
(250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 15,62 - 7,81ug/ml). Les absorbances sont mesurées a 734nm apres
une incubation del0 minutes a 1’obscurité et a la température ambiante. Trois essais ont été
effectués pour chaque concentration de produit testé et les résultats exprimés en Pourcentage
d’Inhibition (PI) et en Clso.

4.3.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode (d’Apak et al.,2007) a éte utilisé avec peu de modifications pour déterminer
la capacité de réduction des ions cuivriques (Cu?*) des extraits. En bref, 0,25ml (0,01M) de
solution de CuClz, 0,25ml (7,5 x 10—3M) de solution de néocuproine éthanolique et 0,25ml
(1M) de tampon CH3COOH;4 ont été ajoutés a un tube a essai, cela a été suivi par I’ajout de

0,25ml (0,25mg/ml) de I’extrait. Le volume total de réaction était le volume a été ajuste a 2ml
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avec de I’eau distillée. Le mélange resultant a été incubé a température ambiante pendant 30
minutes et I’absorbance a été mesurée a 450nm. Une absorbance accrue indique une capacité

de réduction accrue qui est exprimée en equivalent d’acide ascorbique (AAE).
4.3.4. Activité chélatrice des métaux

L activité chélatrice des extraits de Fe?" a été mesurée a I’aide de Ferrin « Decker et
Welch, 1990 » avec une modification. La solution d’extrait (80uL dissous dans de 1’éthanol a
différentes concentrations) a été ajouté a 40uL de FeCl> 0,2mM. La réaction a été initiée par
I’ajout de 80pL de ferene a 0,5%. Le mélange est agité vigoureusement et laissé a température
ambiante pendant 10min. Aprés le mélange atteint I’équilibre, I’absorbance a été mesurée a

593nm. L’activité chélatrice a été calculée en utilisant I’équation suivante :

%de ’activité chélatrice du métal=[A controle - A ¢chantillon / A controle] X100

Ou Acontrole est 1’absorbance de 1’échantillon témoin libre et Aechantilion est 1’absorbance de
I’échantillon en présence du chélateur. La concentration de 1’extrait fournissant 50% du métal
L’activité de chélation (Clso) a été calculée a partir du graphique du pourcentage d’effets de
chélation de Fe?* par rapport & la concentration d’extrait. L’EDTA et la quercétine ont été

utilisées comme antioxydants la comparaison de ’activité.

5. Etude invivo

5.1 Protocole expérimental

56 rats ont été répartis en 8groupes de 7 rats pour chacun, comme suit :
% Groupe T : Témoin (T) non traités
¢+ Groupe Ni : Nickel (Ni) traité par chlorure de nickel a la dose de 10mg/kg/jour (Igbal
et al.,2020) par voie orale pendant une durée de 28 jours.

% Groupe Ro : Extrait (Ex) traité par 1’extrait recevant 100mg/kg/jour (Kayashima et
al.,2020) par voie orale pendant une durée de 28jours

% Groupe Se : Rats traités par le Sélénium par voie orale (gavage) la dose 2 mg/kg de
poids corporelle. (Zhang et al.,2019)

% Groupe Ni, Ro : traité par chlorure de nickel a la dose de 10mg/kg/jour, voie orale
pendant une durée de 28 jours et I’extrait du Rosmarinus officinalis L & la dose de 100

mg/kg/jour.

K/
°e

Groupe Ni, Se : mixture (MIX) traité par la mixture de nickel a la dose de 10mg/kg/jour

et le Sélénium par voie orale a la dose 2 mg/kg de poids corporelle.
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% Groupe Se, Ro: traité par le Séléenium par voie orale a la dose 2 mg/kg de poids
corporelle voie orale et 1’extrait du Rosmarinus officinalis L a la dose de 100 mg/kg/jour
pendant une durée de 28 jours.

%+ Groupe Ni, Ro, Se : groupe traité par chlorure de nickel a la dose de 10mg/kg/jour, le
Sélénium par voie orale a la dose 2 mg/kg de poids corporelle voie orale et I’extrait du
Rosmarinus officinalis L & la dose de 100 mg/kg/jour pendant une durée de 28 jours.

Ce traitement s’est poursuivi pendant 28 jours par voie orale pour tous les groupes.
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Figure 09. Schéma récapitulatif du protocole expérimental de 1’étude in vivo
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5.2 Prélevement de sang et des organes

Apres 28 jours, les rats ont été sacrifiés et le sang est immédiatement recueilli dans un
tube sec polyéthyléne étiqueté pour chaque groupe. Ce dernier est centrifugé a 3000t/min
pendant 15minutes. Le foie et les reins a été prélevés, rincés dans une solution de chlorure du
sodium (NaCl) a 0.9%, puis pesées. Un fragment du foie et rein de chaque animale ont été
conservés dans une solution de formaldéhyde a 30%, jusqu’au moment de faire les coupes
histologiques. Le deuxieme fragment est maintenu a (—20°C) pour le dosage des parametres du

stress oxydant.

5.3 Méthodes de dosage des paramétrés biochimiques
5.3.1 Dosage de la créatinine

La créatinine a été déterminée a 1’aide de la technique de Murray (1984).
5.3.2 Dosage de I’urée

La technique de 1’uréa a été utilisée pour effectuer le test de 1'urée (Kaplan, 1984), avec les

réactions suivantes :

Urease

Urée + H, O +2H* ——» 2NH3 +CO»

GLDH
2NHs+ a —cetoglutarate +NADH —> H,0 + NAD" + L-Glutamate

5.3.3 Dosage de I’acide urique

Nous avons utilisé des boites pour effectuer ce dosage (Spinreact). (Annex 02)
Principe
L’action de I’uricase est I’oxydation de 1’acide urique en I’allotoine et le peroxyde d’hydrogene.
Le composant rouge de la quinonéimine est formé par le peroxyde par les actions de POD-4
aminophénazone (4-AP) et 2-4 dichlorophénol sulfate (DLPS).
Uricase
Acide urique+ 2H20 +02 » Allontoine +CO2 +H202.

Peroxydase
2H202 + 4-AP+ DLPS -> Quinoneimine +4H20
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5.3.4 Dosage des protéines tissulaires

La concentration des protéines se fait selon la méthode de Bradford (1976).

5.4.5 Dosage d’Aspartate aminotransférase

Pour effectuer ce dosage, nous avons utilisé la méthode de « Reitman ,1957 ; Murray,1984 »:

AST

Aspartate + a-cétoglutamate ——— > Glutamate + Oxaloaceétate
MDH

Oxaloacétate + NADH.H+ — > Malate + NAD+

5.4.6 Dosage d’Alanine aminotransférase

L’activité enzymatique de I’alanine aminotransférase se fait a I’aide de la technique de Murray

(1984). Selon la réaction suivante :

ALT
a-cétoglutamate + L-alanine — Glutamate + Pyruvate
LDH
Pyruvate + NADH, H+ —» L-lactate + NAD+

5.4.7 Dosage de la phosphatase alcaline

Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact). Le phosphate de
phosphonitrophényle est hydrolysé par phosphatase alcaline a un pH de 10,4 pour produire du
phosphonitrophénol et du phosphate (Rosalki et al, 1993). (Annex 02), selon la réaction

suivante :

PAL
P-nitrophényl phosphate+ H,O » p-nitrophénol + phosphate

5.4.8 Dosage de la bilirubine totale

L’approche colorimétrique a été utilisée pour déterminer la quantit¢ de bilirubine

(Spinreact). A un pH acide, la bilirubine et 1’acide sulfanilique di-azotique se combinent pour
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former 1’azo-bilirubine. Avec la bilirubine directe (bilirubine conjuguée), cette réaction se
produit instantanément ; cependant, avec la bilirubine totale (bilirubine conjuguée), elle doit
étre solubilisée dans le sulfoxyde de diméthyle (DMSO) (Malloy et al, 1937) (Annex 02).

5.5. Méthodes de dosage des paramétres du stress oxydant
- Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker et Cory (1988).
- L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler (1984).
En utilisation I’H20, comme substrat.

- La mesure de I’activité de GST est déterminée selon la méthode de Habig et al (1974).

- Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al (1992).

- L’activité enzymatique de la SOD est évaluée selon Beauchamp et Fridovich (1971).
-L’activité enzymatique de la CAT est évaluée selon (Aebi, 1984).

5.6. Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau de [’Institut Pasteur, Alger laboratoire

d’anatomie pathologie suivant la technique classique de (Houlot. 1984) :

e L’organe du foie et des reins de chaque animal sont retirés de bain alcoolique et sont
coupés a I’aide de couteaux tranchant afin de réaliser des prélevements pour 1’étude
histologique avec une surface de 0,5 a 1 cm? et une épaisseur proche de 0.5mm.

e Lesprélevements réalisés sontalors mis dans des cassettes spéciales a parois tournées
afin de permettre le passage des liquides.

Déshydratation :

Les tissus doivent ensuite traverser des bains d’alcool a 1’éthyléne glycol plus concentrés
(70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 100 %), car les échantillons sont déshydratés pendant 18 heures
pour éliminer 1’eau dans les tissus. Grace a des automates spéciaux, la déshydratation peut étre

accélérée par 1’agitation.

L’enrobage et la microtomie :

Ensuite, les tissus sont immergés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la
chaleur). Lorsque les tissus ont été conservés et trempés dans la paraffine, ils passent a la phase
de revétement, qui consiste a mettre le tissu imprégné a I’intérieur d’un bloc de paraffine qui,
lorsqu’il se solidifie, permettra de couper le tissu. Cette procédure utilise des dispositifs

« station d’enrobage », tels qu’un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée, pour
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solidifier rapidement le bloc de paraffine maintenant le tissu a I’intérieur d’un réservoir de
paraffine qui est maintenu a 1’état liquide par un systéme de chauffage. Avec des outils
spécialisés appelés « Microtomes », des coupes aussi fines que quelques microns (3 pm en
moyenne) sont possibles. Ces coupes sont dispersées sur des lames porte-objet, dépliées et

fixées a la lame a I’aide d’eau gélatineuse chaude.

Coloration

La méthode de coloration de I’hématoxyline-€osine a été utilisée. La coloration suive les étapes

suivantes :

e Placer les lames 1 h a I’étuve a 58°C pour une meilleure adhésion des coupes sur les
lames.

o Déparaffiner les lames par deux bains de xyléne pendant 05 min chacun.

e Réhydrater les lames par trois bains d’alcool / éthanol a degrés croissants (absolu,
96°,90°) pendant 2 min chacun.

e Rincer a I’eau courante.

e Colorer les lames a ’hématoxyline de Harris pendant 45 sec suite rincer les lames a
[‘eau courante pendant 40 sec (jusqu’a ce que I’eau devienne claire).

e Colorer les lames avec 1’¢osine a 2% pendant 01 min puis rincer a I’eau courante jusqu’a
ce que I’eau devienne claire.

e Déshydrater les lames dans trois bains d’alcool / éthanol a degré croissants (alcool 90%,
éthanol 96%, éthanol absolu) chacun reste 1 min.

e Eclaircir les lames par trois bains de xyléne de 2 min chacun, Sécher des lames pendant

10 min a I’étuve ventilée a 58°c.
Ensuite montage des lames et 1’élimination des bulles d’air.
5.5. Analyse statistique

L’analyse statistique est effectuée une analyse de la variance (ANOVA) : p<0,05 est
considéré comme significatif., une analyse par des méthodes non paramétriques grace au
logiciel GraphPad prism 8.1. La comparaison entre les moyennes est réalisée a 1’aide du test

« Tukey post hoc test.
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RESULTATS

Résultats
1. Etude phytochimique de la plante Rosmarinus officinalis L
1.1.Rendement d’extraction des feuilles de Rosmarinus officinalis L

L’extrait méthanolique a été¢ prépareé a partir des feuilles seches de Rosmarinus officinalis dont

le rendement est présenté dans le Tableau 05.

Tableau 05 : Rendement d’extraction Méthanolique des feuilles de Rosmarinus officinalis

) Poids du materiel
Rosmarinus o Poids d’extrait sec (g) Rendement (%)
vegétal ()

100 18,76 18,76

officinalis

Le rendement est exprimé en pourcentage, a été déterminé par rapport a 100 g des feuilles

seches de la plante et a donnée 18,76 %.

1.2. Analyse quantitative des Flavonoides totaux et les Polyphénols totaux

1.2.1. Teneur en Polyphénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux de [I’extrait méthanoligue de Ro a
été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique a différentes
concentrations (Annexe 01, figure 01). La quantité des phénols totaux dans I’extrait est
exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par 1 gramme d’extrait (mg EAG/g
d’extrait). Les résultats obtenus sont présentés dans (le tableau 06). Ces résultats révelent une

teneur en polyphénols équivalente de 27,66+0,04 mg EAG/g d’extrait.

1.2.2. Teneur en flavonoides

La quantité de flavonoides dans I’extrait a été déterminée a partir d’une courbe
d’étalonnage de la quercétine comme un standard a différentes concentrations (Annexe 01,
figure 02). La teneur en flavonoides (le tableau 06) est exprimée en milligramme équivalents
de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait). Les résultats obtenus montrent que
I’extrait renferme une quantité de flavonoides égale a 8,47+0,05 mg EQ/g d’extrait.
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Tableau 06

officinalis(Img/ml)

Teneurs en phénols totaux, flavonoides [I’extrait de Rosmarinus

Flavonoides totaux
(mg QE/g d’extrait)

Polyphénols totaux

Extrait composés | (mg EAG/g d’extrait)

Extrait de Rosmarinus officinalis

27,66+0,04 8,47+0,05

e Teneur en Polyphénols totaux a exprimé en mg équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait de Rosmarinus officinalis L.
e Teneur en Flavonoides totaux a exprimées en mg équivalent de quercétine par gramme

d’extrait de Rosmarinus officinalis L.

1.3. Activité antioxydante de I’extrait du Rosmarinus officinalis

L’analyse des résultats de 1’activité chélatrice du fer ferreux (Fe?*), de I’extrait de Ro
révéle un fort pourcentage équivalent a 63.56+£0.97, si on le compare avec le chélateur des
métaux (EDTA). L’étude de I’activité antioxydante a montré que notre extrait présente une
activité importante de piégeage des radicaux DPPH, une quantité de 24,69+0,31 g capable
d’inhiber 50% des radicaux DPPH (tableau 07). En plus le résultat du test ABTS des feuilles
d’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis, a dévoilé une forte activité anti-radicalaire de
I’extrait méthanolique (Clso0=22,34 pg/ml), et ceci en se référant aux antioxydants synthétiques,
le BHA (Clso= 11.82 pg/ml), et le BHT (CI50= 10.38 pg/ml). Par contre, une activité moins
que a-Tocophérol (Clso=38,51 pug/ml).

Tableau 07 : Détermination de I’activité chélatrice des métaux et de I’activité antioxydante de

I’extrait du Rosmarinus officinalis par différentes méthodes.

ABTS DPPH CUPRAC Métal
(ug/mi) (ug/m) (ug/m) chélation

(1g/ml)
Extrait RO 22,34+0,94 24,69+0,31 15.08+0.85 63.56+0.97
BHA 11,82+0,09 13,74+0,15 24,40+0,69 Non Etudié
BHT 10,38+0,59 11,56+0,25 3.64+0.11 Non Etudié
a-Tocopherol 38,51+0,54 27,79+0,15 66,72+0,81 Non Etudié
EDTA Non Etudié Non Etudié Non Etudié 95,20+0,13

2. Effet du traitement sur la fonction rénale
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2.1. Effet du traitement sur les parameétres biochimiques sanguins : urée, creatinine

et acide urique

Nous résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de la
concentration sérique de 1’urée, de la créatinine et de 1’acide urique chez le groupe exposé au

nickel par rapport au témoin (Tableau 8, figures 11).

Chez les groupes exposés au nickel et traités par le sélénium et/ou 1’extrait de Ro, nos
résultats indiquent une réduction de la concentration sérique de 1’urée de la créatinine et de
I’acide urique avec une différence hautement significative (p <0.01) pour les groupes (Se+Ni),
(Ro+Se+Ni) et significative (p < 0.05) pour le groupe (Ro+Ni) par rapport au groupe exposé au
nickel (Ni).

Tableau 08 : Variation des concentrations sériques de 1’urée, la créatinine et de ’acide urique

chez les rats témoins et traité apres 28 jours de traitement.

Urée (mmol/Il) Creéatinine (umol/l) A. Urique (umol/l)

Témoin 7,100,21 49,8145,07 50,12+4,96
Ro 7,59+0,41° 46,93+4,90P 52,38+3,18"

Se 7,37+0,29° 50,52+1,30P 51,39+3,34°

Ni 9,08+0,322¢ 66,55+2,33%¢ 69,50+4,75%°
Ro+Ni 7,40+0,34° 42,64+4,96" 56,87+4,64%0
Se+Ni 7,05+0,17° 53,63+3,16" 66,37+3,88%0
Ro+Se 7,63+0,37° 51,53+3,04°¢ 58,29+3,90°
Ro+Se+Ni 7,69+0,33° 55,93+3,112P 64,16+3,66%°

(a)Différence par rapport au témoin. (c) différence par rapport au groupe mixture. (b) différence par
rapport au groupe Nickel (P<0,05)
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Figure 11. Variation des concentrations sériques de I’urée, la créatinine et I’acide urique
chez les rats témoins et traités apres 28 jours du traitement.

2.2. Effet du traitement sur les parameétres du stress oxydant du tissu rénal

L’exposition des rats au chlorure du nickel a provoqué un état du stress oxydant qui se
manifeste par diminution de la défense enzymatique tissulaire (GPx, GST, CAT, SOD), non

enzymatique (GSH), avec augmentation de la peroxydation lipidique (MDA) (Tableau 09,
figures ; 12,13,14,15,16,17,18)
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Tableau 09 : Variation de la teneur du tissu rénal en glutathion réduit, en Malondialdehyde et
I’activité enzymatique de GPx, GST, CAT et SOD chez rats témoins et traités aprés 28 jours
de traitement.

GSH GST CAT MDA GPx (umol SoD

(nmol/mg) (nmol/min/mg)  (nmol/min/mg) (nmol/mg) GSH/mg) (IU/mg)
Témoin  3.982+0.11 5.016+0.11 1.639+0.06  9.426+0.07 0.527+0.06 47.53+1.01
Ro 2.897+0.15  5.747%0.06 1.511+0.02  8.07%0.05 0.598+0.02 47.34+0.45
Se 2.736+0.12  5.132+0.06 1.424+0.07  9.954+0.35 0.394+0.02 43.89+0.75
Ni 1.216+0.017 9.785%0.06 0.455+0.03  21.11+0.13 0.137+0.01 32.56+1.01
Ro+Ni  2.380+0.11 6.001+0.12 1.110+0.06  12.670+0.08 0.492+0.03 40.76+0.30
Se+Ni 2.594+0.15 5.994+0.13 1.279+0.05 11.67+0.03 0.397+0.03 41.63+0.64
Ro+Se  2.759+0.09 4.721+0.21 1.426+0.04  9.972+0.13 0.473+0.01 43.73+0.93
Ro+Se+Ni 1.824+0.02 5.871+0.05 1.143+0.05 14.30+0.13 0.301+0.03 40.02+0.30

2.2.1. Glutathion réduit (GSH)

Le traitement des rats par le chlorure du nickel, a une dose de 10 mg/kg du poids corporel
pendant 28 jours, a provoqué une diminution tres hautement significative (P<0,001) de la
teneur du tissu rénal en glutathion réduit, et hautement significative (P <0,01), chez les rats

traités par la combinaison (Ro+Ni) et (Se+Ni) par rapport aux témoins (figure 12, tableau 09).

En plus, les rats traités par ’extrait de Ro, sélénium et la combinaison extrait et sélénium
(Ro + Se), montrent une variation significative (P <0,01) du taux de GSH comparativement au

groupe témoin.

En revanche, chez le groupe traité par la combinaison (Ro+Se+Ni), existe une différence
hautement significative (P <0,01) de la teneur du tissu rénal en GSH comparativement aux rats
traités par le nickel. il existe une différence trés hautement significative (P <0,001) chez le

groupe traité par la combinaison (Ro+Ni) et (Ni+Se) par rapport au groupe traité par le nickel
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Figure 12. Variation de la teneur du tissu rénal en glutathion réduit chez les rats témoins et

traités apres 28 jours de traitement.

2.2.2. Glutathion -S-transférase (GST)

L’administration du nickel par voie orale pendant 28 jours chez les rats a induit une
augmentation tres hautement significative (P<0,001) de I’activité enzymatique de la glutathion
S-transférase (GST) rénale par rapport aux rats témoins. Tandis que, nous n’avons enregistré
aucun changement significatif de cette activité chez les rats traités par ; la combinaison

(Ro+Se+Ni); le sélénite de sodium (Se) et 1’extrait seul (Ro) comparés aux rats témoins.

D’aprés nos résultats, on constate que les rats des groupes traités par les combinaisons
(Ro+Ni), ,(Se+Ni) et (Ro+Se+Ni), présentent une diminution de 1’activité de la GST rénale
avec une différence trés hautement significative (P<0,001) par rapport au groupe des rats
traités par le nickel (Ni) (Tableau 09, figure 13).
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Figure 13. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase rénale chez les

groupes témoins et traites apres 28 jours de traitement
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2.2.3. Malon dialdéhyde (MDA)

D’apreés les résultats obtenus on constate une augmentation avec une différence trés
hautement significative (P<0,001) de la concentration du Malon dialdéhyde dans le tissu rénal
chez les rats traités par le nickel (Ni), significative (p<0,05), chez le groupe traité¢ par la
combinaison (Ro+Ni), et hautement significative (P<0,01) chez le groupe traité par
(Ro+Se+Ni) par rapport aux rats témoins. Tandis que les rats traités par I’extrait (Ro), le
sélénium seul (Se) et la combinaison (Ro+Se), ne montent aucune variation significative du

taux de MDA en comparaison avec le groupe témoin.

Par ailleurs, la comparaison avec le groupe exposé au nickel (Ni), montre une
diminution du MDA rénal avec une différence treés hautement significative (P<0,001), chez le
groupe des rats traités avec les combinaisons (Ro+Ni), (Se+Ni) et (Ro+Se), hautement
significative (P<0,01), chez le groupe des rats traités par la combinaison (Ro+Se+Ni). (Tableau
09, figure 14).
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Figure 14. Variation de la concentration du Malon dialdéhyde dans le tissu rénal (nmol/mg
prot) chez les rats témoins et traités apres 28 jours de traitement.

2.2.4. Catalase (CAT)
Concernant I’effet oxydatif du nickel, nos résultats indiquent une diminution de
I’activité enzymatique de la catalase dans le tissu rénal avec une différence trés hautement

significative (P<0.001), chez les rats exposes au nickel par rapport aux témoins.

Cependant, la comparaison des groupes traités (Ro), (Se), (Ro+Se), (Ni +Se), (Ro+Ni) et

(Ro+Se+Ni) avec le groupe exposé au nickel (Ni), a démontré une augmentation de ’activité
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de la catalase rénale avec une différence trés hautement significative (P<0.001) (Tableau 09,

figure 15).
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Figure 15. Variation de I’activité enzymatique de la catalase rénale (umol/mg prot) chez les

groupes témoins et traités apres 28 jours de traitement

2.2.5. Glutathion Peroxydase (GPx)

D’apres les résultats obtenus on constate que le traitement des rats par le chlorure de
nickel a provogqué une diminution de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
avec une différence trés hautement significative (P<0,001) par rapport aux rats témoins. Une
diminution hautement significative (P< 0,01) de I’activité de la GPx a été enregistré chez les
rats traités par la combinaison (Ro+Se+Ni), significative (P< 0,05) chez les rats traités par la
combinaison (Se+Ni) comparés au groupe témoin. Aucune différence significative de I’activité
de la glutathion peroxydase (GPx) n’a été enregistré chez les rats traités ; par le Se uniquement

et I’extrait Ro par rapport aux témoins.

Alors que, nos résultats ont révélé une augmentation de I’activité enzymatique de la GPx
rénale avec une différence tres hautement significative (P< 0,001), chez les groupes (Ro+Ni)
et (SetNi), et hautement significative (P< 0,01), chez les groupes (Ro+Se+Ni) et (Ro+Se),

compares au groupe traité par le nickel (Ni) (Tableau 09, figure 16).
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Figure 16. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), chez les

groupes témoins et traités aprés 28 jours de traitement

2.2.6. Super Oxyde Dismutase (SOD)

L’évaluation de I’activité enzymatique de la SOD a montré une diminution hautement
significative (p<0,01) chez le groupe traité par le nickel (Ni), significative (p<0,05), chez les
groupes traités par (Ro+Ni), (Se+Ni), (Ro+Se) et (Ro+Se+Ni) par rapport aux témoins. En
revanche, aucune différence significative n’a été observée chez le groupe (Ro) et (Se) comparés

au témoin.

D’aprés nos résultats, nous avons enregistré une augmentation avec une différence
hautement significative (P< 0,01) chez le groupe traité par la combinaison (Ro+Ni), (Se+Ni)
et (Ro+Se) et une différence significative (P< 0,05) par rapport au groupe traité par nickel
(Tableau 09, figure 17).
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Figure 17. Variation de ’activité enzymatique de la Superoxyde Dismutase (nmol/mg prot)

chez les groupes témoins et traités apres 28 jours de traitement.
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2.3. Effet du traitement sur I’histologie des reins

Les glomérules du cortex rénal du rein témoin avaient une taille uniforme et une
membrane clairement definie.

Les rats du groupe traités avaient une architecture du cortex rénal significativement
différente, avec la plupart des foyers hémorragiques glomérules nécrotiques, des tissus
interstitiels et une nécrose du tube rénal.

Les glomérules sont plus gros et moins arrondis dans les groupes de nickel, traités au
sélénium et/ou a I’extrait de Rosmarinus officinalis (dilaté). Contrairement a ce qui a été montré
dans le groupe contaminé au nickel, I’architecture du cortex rénal est encore plus intacte malgré

les changements observés dans les lots les plus récents.
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Figure 18. Coupes histologiques du rein de rat témoin (A), rat traité par 1’extrait de Rosmainus officinalis (B),
rat traité par le sélénium (C), rat traité par le nickel (D), rat traité par la combinaison (Ro+Ni) (E), rat traité par la
combinaison (Se+Ni) (F), rat traité par la combinaison (Ro+Se) (G) et rat traité par la combinaison (Ro+Se+Ni)
(H). Hématoxyline- Eosine, Gr : x 400.

G : glomérule, GR : globules rouges, TCP : tube contourné proximal, TCD : tube contourné distal

Les fleches indiquent : ==> nécrose des cellules épithéliales des tubules proximaux, s nécrose glomérulaire
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3. Effet du traitement sur de la fonction hépatique

3.1.Effet du traitement sur les parametres sanguins

Concernant les activités enzymatiques, nos résultats montrent une augmentation avec une
différence trés hautement significative (p<0.001) de D’activité enzymatique de 1’alanine
aminotransférase (ALT), de 1’aspartate aminotransférase (AST) et de la phosphatase alcaline

(PAL) chez le groupe exposé au nickel par rapport au témoin (tableau 10, figures 19).

Pour les différents traitements combines au nickel, nous constatons une diminution
hautement significative des activités enzymatiques de I’ALT et de la PAL (p<0.01), chez les
groupes (Ro+Ni) (Se+Ni) et (Ro+Se+Ni) en comparaison avec le groupe traité par le nickel
(Ni). Tandis que [P’activité enzymatique de 1I’AST montre une diminution hautement
significative (p<0.01) chez les groupes (Ro+Ni) (Se+Ni) et trés hautement significative

(p<0.001) chez le groupe (Ro+Se+Ni) par rapport au groupe exposé au nickel (Ni).

Nos résultats montrent aussi une élévation tres hautement significative (p<0.001) de la
concentration sérique de la bilirubine totale chez le groupe exposé au nickel en comparaison
avec le témoin. Cependant, nous constatons une diminution claire de la concentration de la
bilirubine totale avec une difféerence hautement significative (p<0.01), chez le groupe
(Ro+Se+Ni), significative (p< 0.05), chez les groupes (Ro+Ni) et (Se+Ni), par rapport au
groupe exposé au nickel (Ni) (Tableau 10, figure 19).

Tableau 10 : Variation de ’activité enzymatique des transaminases, de la phosphatase
alcaline, et de la concentration sérique de la bilirubine totale, chez les groupes témoins et

traités apres 28 jours de traitement

AST (U/L) ALT(U/L) PAL(U/L) Bilirubine

Totale (mg/l)
Témoin 27,61+2,86 39,47+3,13 61,52+8,11 2,47+0,66
Ro 30,08+4,67° 35,38+4,90° 70,08+6,71° 3,04+0,82°

Se 26,09+5,27° 36,47+4,40° 73,36+9,10° 2,69+0,61°

Ni 53,17+4,67%¢ 56,51+3,322¢ 97,33+6,43%¢ 4,77+0,63%°
Ro+Ni 34,11+3,012P 38,72+4,78" 78,69+7,012P 2,97+0,83P
Se+Ni 32,52+5,49%P 41,36+5,16 76,35+9,30 2,91+0,72°
Ro+Se 28,38+4,55° 35,73+4,26" 69,71+9,14° 2,84+0,57"
Ro+Se+Ni 29,56+3,61° 37,92+5,10° 79,18+8,132P 2,69+0,70P

@ différence par rapport au témoin. (c) différence par rapport au groupe mixture. (b) différence par rapport
au groupe Nickel (P<0,05).

Contribution a I’étude de I’effet du Sélénium et de Rosmarinus officinalis sur la toxicité du Nickel chez les rats

56



RESULTATS

(b)

801
801

ac

ol UL Tt A

150

[=2]
o
1
D
=3
1

ASAT (UIl)
3
L
ALAT (Ul)
3
L

N
=
1

ac
100 l

[ 17

PAL (UlNl)
3
1
bilirubine total (Ul/l)
3

0- T T T T 0- T T T T

$ & @ N N @ O S @ N o N
o o)

&
& € & = & € F
3 <€

Figure 19. Variation de I’activité enzymatique des transaminases, de la phosphatase
alcaline, et de la concentration sérique de la bilirubine totale, chez les groupes témoin et

traités apres 28 jours de traitement

3.2.Effet du traitement sur les parameétres du stress oxydant du tissu hépatique

L’étude des résultats des paramétres de la défense antioxydante ainsi que la peroxydation
des lipides a montré que le nickel a provoqué un état du stress oxydatif sévere au niveau du
tissu hépatiqgue et qui se manifeste par une diminution de la teneur du tissu en
glutathion réduit, diminution de I’activité des enzymes anti oxydantes avec une augmentation
de la concentration d’un marqueur de la peroxydation des lipides qui est le Malon dialdéhyde.
La supplémentation du RO et / ou le sélénium a diminué significativement 1’état du stress
oxydant (tableau 11, figures 20,21,22,23,24,25).
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Tableau 11 : Variation de la teneur du tissu hépatique en glutathion réduit, en Malondialdehyde

et ’activité enzymatique de GPx, GST, CAT et SOD chez rats témoins et traités apres 28 jours

de traitement.

/ GSH
(nmol/mg p)
Témoin  25.93+2.79
Ro 24.41+2.48
Se 26.06+4.08
Ni 10.48+0.87
Ro+Ni 14.64+0.55
Se+Ni 14.72+2.90
Ro+Se  22.79+1.12
Ro+Se+Ni 18.61+1.43

GST

(nmol/min/mgP)  (nmol/min/mgP)

18.21+0.41

16.60+0.40

15.46+0.31

8.74+0.19

12.34+0.26

11.65+0.26

15.17+0.27

11.47+0.26

3.2.1. Glutathion réduit (GSH)

L’analyse de la concentration tissulaire en glutathion réduit, montre une diminution avec

CAT MDA GPx (umol SoD
(nmol/mgP) GSH/mgP) (1IU/mgP)
5.692+0.46 10.18+0.78 1.874+0.11 9.165+0.34
4.838+0.39 11.79+0.94 1.722+0.24 9.929+0.08
4.382+0.19 11.81+1.12 1.499+0.13 8.113+0.13
2.106+0.17 18.58+0.23 0.481+0.06 3.115+0.18
3.987+0.27 13.76+1.07 1.365+0.08 6.158+0.25
3.689+0.29 13.91+0.12 1.321+0.08 5.775+0.21
4.727+0.29 10.44+0.09 1.866+0.08 8.432+0.31
3.981+0.17 14.70+0.15 1.475+0.09 6.022+0.22

une différence tres hautement significative (p<0.001) chez le groupe traité par le Nickel,

hautement significative (p<0.01) chez les groupes (Ro+Ni), (Se+Ni), (Ro+Se+Ni) comparés

au groupe témoin.

Alors que la comparaison avec le groupe traité par le nickel (Ni), montre une

augmentation avec une différence hautement significative (p<0.01), de la teneur du tissu

hépatique en GSH, chez le groupe (Ro+Se+Ni), et significative (p<0.05) chez les groupes
(Ro+Ni) et (Se+Ni) (Tableau 11, figure 20).
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Figure 20. Variation de la teneur du tissu hépatique en glutathion réduit chez les rats
témoins et traités apres 28 jours de traitement.
3.2.2. Glutathion -S-transférase (GST)

L’administration du nickel par voie orale pendant 28 jours chez les rats induit une
diminution trés hautement significative (P<0,001) de I’activité enzymatique de la glutathion
S-transférase (GST) par rapport aux rats témoins. Alors que, nous n’avons enregistré aucune
différence significative chez les rats traités par ; I’extrait de Ro seul et le Se seul. En revanche,
une diminution hautement significative (P<0,01) chez les groupes (Ro+Ni), (Se+Ni) et la

mixture (Ro+Se+Ni) comparés aux rats témoins.

Selon nos résultats, une augmentation de I’activité enzymatique de la glutathion S-
transférase (GST) a été enregistré avec une différence significative (P<0,05) chez le groupe
(Ro+Ni), (Se+Ni) et la combinaison (Ro+Se+Ni), et hautement significative (P<0,01) chez le

groupe (Ro+Se) par rapport les rats traités par le Nickel. (Tableau 11, figure 20).
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Figure 21. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase hépatique chez

les groupes des rats témoins et traités aprés 28 jours de traitement
3.2.3. Malon dialdéhyde (MDA)

D’aprés les résultats obtenus on observe une augmentation trés hautement significative
(P<0,001) de la teneur du tissu hépatique en malon dialdéhyde chez les rats traités par le nickel
et significative (P<0,05) chez les rats de la combinaison (Ro+Se+Ni), par rapport aux rats

témoins.

Tandis que les rats traités par 1’extrait de Ro, le séléenium seul et les combinaisons
(Ro+Ni), (Se+Ni) et (Ro+Se) ne montent aucune différence significative du taux de MDA en

comparaison avec le groupe témoin. Alors que, la comparaison avec le groupe des rats traités
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par le nickel montre une diminution de la concentration en MDA avec une différence
hautement significative (P<0,01) chez le groupe de la combinaison (Ro+Se+Ni), significative
(P<0,05) chez les rats de la (Ro+Ni) (Se+Ni) (Tableau 11, figure 21).
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Figure 22. Variation de la concentration du malon dialdéhyde dans le tissu hépatique chez

les rats témoins et traités apres 28 jours de traitement.

3.2.4. Catalase (CAT)

L’analyse des résultats indiquent que 1’activité de la catalase a été diminuée avec une
différence tres hautement significative (P<0.001) chez les rats exposés au nickel (Ni),
hautement significative (P<0.01) chez les groupes (Ro+Ni), (Se+Ni) et la mixture (Ro+Se+Ni),
et aucune différence significative chez les groupes (Ro) et (Se) par rapport aux témoins.

Nous avons constaté une augmentation de 1’activité de la catalase avec une différence
hautement significative (P<0.01), chez les groupes (Ro+Ni), (Se+Ni) et (Ro+Se+Ni), tres
hautement significative (P<0.001), chez le groupe (Ro+Se) comparés au groupe traité par le
nickel (Ni) (Tableau 11, figure 22).
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Figure 23. Variation de I’activité enzymatique de la catalase dans le tissu hépatique chez

les groupes des rats témoins et traités apres 28 jours de traitement.

3.2.5. Glutathion Peroxydase (GPx)

L’étude de D’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans le tissu
hépatique a montré une diminution avec une différence tres hautement significative (P<
0,001), chez le groupe traité par le nickel (Ni), et significative (P< 0,01) chez les groupes traités
par les combinaisons (Ro+Ni), (Se+Ni) et (Ro+Se+Ni) par rapport au témoin. En revanche,
nous n’avons enregistré aucune différence significative de I’activit¢é de la glutathion
peroxydase (GPx) chez les rats traités par le sélénium (Se), et par I’extrait du Rosmarinus

officinalis (Ro) par rapport aux témoins.

La comparaison avec le groupe des rats traités par le nickel (Ni), a révélé une
augmentation avec une différence trés hautement significative (P< 0,001) de I’activité GPx,
chez le groupe (Ro+Se) et hautement significative (P<0,01) chez les groupes des combinaisons
(Ro+Ni), (Se+Ni) et (Ro+Se+Ni) (Tableau 11, figure 23).
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Figure 24. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans le
tissu hépatique chez les groupes des rats témoins et traités aprés 28 jours de traitement.

3.2.6. Super Oxyde Dismutase (SOD)

L’évaluation de I’activité enzymatique de la SOD a montré une diminution tres
hautement significative (p<0,001) chez les groupes des rats traités par le nickel (Ni),
significative (p<0,05), chez les groupes (Se+Ni), (Ro+Se) et (Ro+Se+Ni) par rapport aux
témoins. Néanmoins aucune différence significative n’a été enregistré chez les groupes (Ro),

(Se) et (Ro+Se) comparés au témoin.

Une augmentation avec une différence hautement significative (P< 0,01) de I’activité
enzymatique de la SOD a été enregistré chez les groupes (Ro+Ni), (Se+Ni) et (Ro+Se+Ni) et
tres hautement significative (P< 0,001) chez les rats des groupes (Ro), (Se) et (Ro+Se) par

rapport au groupe traité par nickel (Tableau 11, figure 25).
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Figure 25. Variation de 1’activité enzymatique de la super oxyde dismutase (SOD) dans le

SOD (NMOL/ MIN/MG)
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tissu hépatique chez les groupes des rats témoins et traités apres 28 jours de traitement.
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3.3.Effet du traitement sur I’histologie du foie

L'observation microscopique des coupes du foie des rats témoins(A), traités par : le
Rosmarinus officinalis (B), le sélénium (C), la combinaison Ro+Se (G), a montré une
architecture histologique hépatique normale caractérisée par une veine centrale visible et des
hépatocytes a 1’état normal avec un cytoplasme granuleux avec absence d'infiltration de
lymphocytes.

Cependant, I'examen du foie des rats traités par le nickel (D) a révélé une déformation
absolue de larchitecture hépatocellulaire qui a généré des dommages au niveaux des
hépatocytes autour de la veine centrale, une nécrose et une dégénérescence vacuolaire
cytoplasmique.

Néanmoins, le traitement des rats par le Rosmarinus officinalis et /ou le sélénium a
presque restauré les altérations séveres causées par le nickel (Ro+Ni), (Se+Ni), (Ro+Se+Ni)

(les groupes E, F et H) respectivement.
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Figure 26. Coupes histologiques du foie de rat témoin (A), rat traité par 1’extrait de Rosmarinus
officinalis (B), rat traité par le sélénium (C), rat traité par le nickel (D), rat traité par la combinaison
(Ro+Ni) (E), rat traité par la combinaison (Se+Ni) (F), rat traité par la combinaison (Ro+Se) (G) et rat
traité par la combinaison (Ro+Se+Ni) (H). Hématoxyline- Eosine, Gr : x 400.

H : Cellules Hépatiques, vcl : Veine Centrolobulaire, S : Sinusoides. == Nécrose
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DISCUSSION

Le nickel est un métal lourd extrémement toxique pour I’homme et I’animal. Le contact
avec des objets comme les bijoux ou de la monnaie, ou I’inhalation de la poussiére, la
consommation de la nourriture et de 1’eau contaminés au nickel peuvent provoquer des
intoxications voire des maladies graves. Cette derniére représente la premiere source de
I’intoxication par le nickel (Das et al., 2010 ; khan et al.,2022). Une fois consommeé, le nickel
est rapidement absorbé par I’appareil digestif dans le sang, puis dans certains organes cibles,
principalement le foie et les reins (Egorova et Ananikov, 2016). Parce que le foie contient un
systeme enzymatique impliqué dans le processus de détoxification qui peut neutraliser tous les
composeés toxiques, le foie sert d’organe primaire du corps pour éliminer les déchets toxiques
(Chen, 2011). Par ailleurs, le rein est également un organe d’excrétion urinaire. Il permet
I’élimination des déchets corporels, empéchant I’accumulation de substances toxiques dans le

sang (Hauser et al.,2021).

Notre recherche est fondée sur I’étude de la toxicité ainsi que les effets oxydatifs du
nickel sur le fonctionnement hépatique et rénal. La toxicit¢ d’un xénobiotique pour un
organisme peut étre modifiée en raison d’une exposition préalable, d’une exposition simultanée
ou d’une exposition subséquente a un autre xénobiotique. Les effets peuvent étre additionnés
ou amplifiés, ou ils peuvent étre combattus (Pichardo et al.,2017). Ces dernieres années, une
attention particuliere a été accordée sur I’utilisation a grande échelle de matériaux végétaux
bioactifs naturels a des fins médicinales, des oligo-éléments et de vitamines et qui peuvent
réduire les effets des toxiques, des cancérogenes et des oxydants sur la santé humaine et animale
(Karahan, 2023). Ainsi, au cours de cette recherche nous avons étudier les effets des
suppléments du Sélénium et de 1’extrait méthanolique du Rosmarinus officinalis L sur la
toxicité du nickel, qui peut se manifester par des troubles physiologique, biochimiques,
hématologiques et altérations histologiques a travers I’induction du stress oxydatif chez les rats

males.

Dans la premiere partie de notre travail, des composés bioactifs provenant des feuilles de
Rosmarinus officinalis L ont été extraits au moyen d’un solvant polaire le méthanol. Une étude
approfondie a été menée au moyen de plusieurs essais pour explorer le pouvoir antioxydant (le
dosage de la capacité de piégeage des radicaux DPPH, la capacité de piégeage ABTS, la
capacité antioxydante réductrice cuivrique et le dosage de 1’activité chélatrice des métaux). Par
ailleurs, de nombreuses informations sur la composition chimique de I’extrait méthanolique de

Rosmarinus officinalis ont également été étudiées.
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L’analyse des résultats de 1’étude phytochimique de 1’extrait de Rosmarinus officinalis a
révélé un rendement d’extraction égale a 18,76 %, une teneur en phénols totaux de 27,66 + 0,04
mg EAG/g ms. Nos résultats sont meilleurs que ceux trouvés par Lahouel et al., (2020), pour la
méme espéce (le rendement 34,78 % et une teneur en phénols totaux de 25,10 + 0,66 mg EAG/g
ms). Néanmoins, les extraits de Ro Egyptiens et Marocains se distinguent par une teneur en
phénol de l'ordre de 45% et 52% (Vladimir-Knezevi¢ et al.,2021). Ces variations de
concentration de phénol peuvent s’expliquer par un large éventail de facteurs, y compris les
différences génotypiques, les variables géographiques et climatiques, le moment de la récolte

et les coutumes culturelles (Melito et al.,2019).

La teneur totale en flavonoides dans I’extrait de Rosmarinus officinalis L est de 1’ordre
de 8,47+0,05 mg de quercétine QE / g d’extrait. Notre résultat est supérieur a celui de I’extrait
¢thanolique (5,96+0,59 mg de quercétine QE / g d’extrait) mentionné par Althobaiti,(2020). La
plupart des recherches précédentes sur différentes espéces de plantes ont démontré que le
méthanol absolu est recommandé pour 1’extraction des flavonoides (Vladimir-Knezevi¢ et

al.,2021). Ces flavonoides sont hautement actifs de facon chimique et biologique.

La forte concentration de composés phénoliques et flavonoides dans 1’extrait de
Rosmarinus officinalis L est liée aux propriétés antioxydantes de la plante (Kabubii et al.,2023).
Dans cette étude, les activités antioxydantes de Rosmarinus officinalis ont été déterminés par
quatre méthodes : [’évaluation de pouvoir de piégeage des radicaux DPPH, I’activité de
piégeage ABTS, la capacité antioxydante reductrice cuivrique et le dosage du métal chélations

activités.

En raison de leur capacité a produire de I’hydrogene, les antioxydants peuvent inhiber
I’activité des radicaux libres DPPH (Topal et Gulcin,2022). L’extrait n’a besoin que d’une
petite concentration pour inhiber 50% de DPPH (24,69+0,31g /L) car il est supposé avoir une
activité antioxydante importante. L’activité antioxydante de notre extrait est supérieure a celle
trouvée par Gonzaliz et al., (2020) (13,27+2,23 g /L) pour le méme extrait de la méme espéce.
Toutefois nos résultats sont similaires a ceux rapportes par Dhouibi et al., (2023) ; Nie et al.,
(2019), qui ont trouvé des activités égales a 26,35+0,72ug /L et 23,09+0,47ug /L

respectivement.

Afin de mesurer la perte de couleur lorsqu’un antioxydant est ajouté au chromophore

bleu-vert ABTS+, une méthode différente pour évaluer 1’activité antiradicalaire de 1’extrait de
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Rosmarinus officinalis est applicable pour les antioxydants hydrophiles et lipophiles (Dolghi et
al., 2022).

La décoloration ABTS+ est remplacée par ABTS par I’extrait Rosmarinus officinalis L.
Les résultats de I’ABTS de Rosmarinus officinalis a montré une concentration inhibitrice de
50% des radicaux libres équivalente a (CI150=22,34+0.94 pg/ml) concernant la perfusion de
Rosmarinus officinalis L a celle rapportée par (Topal et Gulcin,2022) (CI50=75,08+0.64
pg/ml). La méthode CUPRAC repose sur la réduction de Cu 2+ en Cu + a pH neutre par des
réductases (antioxydants) présentes dans un éluat et utilise le produit de réaction néocuproine
en cuivre (1) comme oxydant chromogene (Gonzaliz et al.,2020 ; Dhouibi et al., 2023). Le
résultat du CUPRAC de I’extrait de Rosmarinus officinalis L a dévoilé une forte activité
antioxydante (CE50=15.08+0.85 pg/ml) est similaire a celle décrite par (Dolghi et al., 2022)
(CE50=19.70£0.61 pg/ml). Une activité plus élevée que la perfusion de Rosmarinus officinalis
a également été detectée, selon le travail de Topal et Gulcin,(2022) (CE50=11.33+0.35 pg/ml).
Les activités de chélation du Fe2+ (IC50=63.56+0.97ug/ml) de I’extrait de Rosmarinus
officinalis L dépend également de la population et En comparaison, la IC50 de I’acide gallique
standard est égale a 52,6 pg/ml. Néanmoins, les activités chélatrices de Fe2+ de I’extrait de
Rosmarinus officinalis L n’était pas significativement corrélée avec le contenu total des
polyphénols ou des flavonoides. Une faible corrélation similaire a été observée dans plusieurs
résidus végétaux aromatiques et attribuée au fait que seuls les polyphénols ayant des groupes
hydroxyles et/ou cétones voisins dans leurs structures chimiques sont capables de chélater les
métaux divalents, ainsi que la présence possible d’autres composés dans les extraits qui

pourraient agir comme chélateurs (Samec et al.,2021)

De nombreuses études in vivo utilisant des modéles animaux montrent que les effets
cancérogenes et toxiques du nickel sur certains organes, y compris le foie et les reins, sont bien
documentés (Das et al.,2018).

C’est pourquoi que nous nous sommes concentrés dans la deuxieme partie de cette étude
sur les effets toxiques et oxydatifs du nickel sur la fonction hépatique et rénale chez un modele

animal ; le rat Wistar.

Les analyses expérimentales montrent que la toxicité du nickel, a provoqué une hemolyse
et donc une augmentation du catabolisme de 1’hémoglobine, ’'une des causes de 1’hyper
bilirubinémie. De plus, nos résultats ont montré que la toxicité du nickel a entrainé une

augmentation de I’activité enzymatique des ransaminases (AST/ALT) et de la phosphatase
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alcaline (ALP), ce qui expligue clairement 1’effet hépatotoxique du nickel. Cette
hépatotoxicité peut rendre le foie incapable de synthétiser les protéines y compris 1’albumine,
et d’¢liminer la bilirubine ce qui explique I’hypo-albuminémie et I’hyper bilirubinémie de notre
étude. En raison des effets du stress oxydatif, ce dernier est capable de faire la mort cellulaire
des hépatocytes par nécrose. Pour se faire, il produit continuellement des radicaux libres qui
meénent & la lyse cellulaire et libére des constituants cellulaires, comme les transaminases, dans
le milieu extracellulaire (Lakka et al., 2023). Cependant, I’extrait de RO et/ou le sélénium ont
réduit les effets toxiques du nickel sur I’activité enzymatique des transaminases (AST/ALT) et
de la PAL. Ces antioxydants peuvent stabiliser les membranes des cellules hépatiques et
protéger les hépatocytes des effets nocifs du nickel, et peuvent réduire le flux d’enzymes dans
le sang. (Boey et H0,2020 ; Gunti et al.,2022).

Selon I’effet sur les reins, nos résultats ont également montré une augmentation de taux
sérique d’urée, d’acide urique et de la créatinine. Ces parametres biochimiques agissent comme
marqueurs biologiques du dysfonctionnement rénal et des dommages cellulaires causés par ce
métal. L’évaluation de I’urée et de la créatinine est particuliérement importante pour apprécier
la fonction rénale lors de ’utilisation de la filtration glomérulaire. (Gekle,2017 ; Randjelovic et
al.,2012 ; Abouelghar et al.,2020). Les concentrations élevées de 1’urée et de la créatinine
peuvent étre dues a une dégradation des protéines du corps sous I’effet des hormones
glucocorticoides, qui jouent un réle important dans ce processus. (Ge et al.,2021 ; Zheng et
al.,2022 ; Lahouel et al.,2020 ; Benkhedir et al.,2023).

En raison de son activité métabolique €élevée et de la variété des fonctions, en particulier
celles liées a la concentration et a I’excrétion des xénobiotiques, le rein est particuliérement
sensible a I’action des substances toxiques d’un point de vue physiologique. (Faria et al.,2019;
Briffa et al.,2020). Le nickel s’accumule au niveau des reins, en provoquant des Iésions des
glomérules et des tubules conduisant a 1’éruption des protéines (microalbuminurie), indiquant
la présence d’une insuffisance rénale avec diminution de la filtration glomérulaire (Amudha et
Pari, 2011).

Cependant, I’augmentation de la concentration sérique de 1’acide urique dans notre étude
est due a la dégradation intense du matériel génétique (ADN et ARN) (Borghi et al.,2022 ;
Yang et al.,2023). Autrement, le niveau élevé de 1’acide urique circulant peut-étre un indicateur
de la défense du corps contre les effets nocifs des radicaux libres, qui augmente la production

de substances antioxydantes endogenes parmi lesquelles, 1’acide urique qui empéche les
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changements oxydatifs dans les enzymes endothéliales et préserve 1’aptitude de 1’endothélium
a meéditer sur les dilatations vasculaires pour faire face au stress oxydatif (Hermes-Lima,2004 ;
Kang et Ha,2014).

Notez que I’extrait de Rosmarinus officinalis L et le sélénium ont réduit 1’effet oxydatif
du nickel, conduisant a une réduction de la concentration d’acide urique, d’urée et de créatinine.
Ce resultat est confirmé par de nombreux chercheurs qui ont clairement expliqué le role de
I’activité antioxydante de 1’extrait de Rosmarinus officinalis L et le sélénium contre la
formation de radicaux libres dans les reins. (Hassanen et al.,2020 ; Placha et al.,2014 ; Virk et
al.,2014).

L’analyse des résultats de notre étude, a démontré une diminution de la teneur tissulaire
(foie et reins), en glutathion réduit (GSH), en présence du Nickel. Des résultats similaires ont
été déclarés par d’autres études (Bonaventura et al., 2018 ; Chen et al.,2013). Dans les cellules
animales, le glutathion est I’antioxydant non enzymatique le plus important. 1l est également
impliqué dans plusieurs processus qui sont essentiels pour les fonctions biologiques
appropriées, tels que la détoxification des xénobiotiques via la glutathion-S-transférase (GST).
De plus, le GSH est considéré comme un composant essentiel qui maintient 1’intégrité cellulaire
en raison de sa propriété de réduction et de son rdle dans le métabolisme cellulaire. (Demirci-
Cekic et al.,2022 ; Sarikaya et Dogan,2020).

En outre, en raison du niveau élevé des radicaux libres y compris le superoxyde, le taux
de GSH est réduit. Ce tripeptide est composé de cystéine, d’acide glutamique et de glycine : le
groupe actif est représenté par le groupe thiol (-SH) des résidus de cystéine (Bains et
Bains,2015 ; Aldini et al.,2018 ; Gaucher et al.,2018).

Par contre, le traitement par I’extrait de Rosmarinus officinalis et le sélénium peut
prévenir les dégats en éliminant les toxiques du corps ou en encapsulant le métal. Une des
raisons de cette amélioration est que I’extrait de Rosmarinus officinalis est 1’'un des antioxydants
biologiques actifs capables de protéger la membrane contre le stress oxydatif en raison de ses

caractéristiques liposolubles (Schlieck et al.,2021 ; Amaral et al.,2018).

Cela peut s’expliquer par I’effet de récupération de I’extrait et du sélénium sur les
radicaux oxygénés, ce qui signifie qu’au lieu d’étre neutralisés par le GSH, les radicaux libres
créés par le nickel seront capturés par I’extrait et le sélénium, maintenant ainsi la quantité

habituelle de glutathion dans les cellules hépatiques (Alharby et al.,2021 ; Danso et al.,2023).
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La glutathion peroxydase (GPx), est une enzyme antioxydante importante qui régule le
niveau de ROS ; elle dépend fortement de la concentration de glutathion ; 1’équilibre de ce
systéme enzymatique peut étre nécessaire pour éliminer le superoxyde d’anion et les peroxydes
produits dans les tissus (Jena et al.,2023 ; Andrés et al.,2022). La GPx peut réduire non
seulement le peroxyde d’hydrogéne H202 en eau, mais aussi les hydropéroxydes formes par
I’oxydation des acides gras insaturés et donc protégé les cellules contre les dommages induits

par le nickel (Sulinskiené et al.,2019).

D’apres nos résultats, les rats traités par le nickel présentent une activité enzymatique de
la GPx plus faible que le groupe témoin. Cette diminution est principalement due a 1’excés de
production de peroxyde d’hydrogeéne et a I’épuisement du sélénium et du GSH lors de la
détoxication du nickel (Amudha et Pari, 2011 ; Prasad et al.,2006). En revanche, nous avons
enregistré une amélioration significative de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase
(GPx) chez les rats aprés I’administration de 1’extrait de Rosmarinus officinalis L et/ou de
sélénium par rapport aux témoins. Cela démontre I’importance de ces composants dans 1’action
des enzymes antioxydantes endogenes (Fedala et al.,2022 ; Naiel et al.,2019 ; Benkhedir et
al.,2023).

Le sélénium entant que cofacteur des sélénoenzymes joue un réle important dans
I’activation de ces enzymes y compris la glutathion peroxydase (Weaver et al.,2022 ; Kalimuthu
et al.,2022). En outre, I’extrait de Rosmarinus officinalis peut réduire les dommages oxydatifs
en agissant sur les radicaux libres (EI-Demerdash et al.,2021 ; Benkhedir et al.,2023), nos
résultats sont en accord avec ceux trouvés par (Lahouel et al.,2020 ; Sahu et al.,2020).

Concernant la glutathion S-transférase (GST), enzymes impliquées dans le transport et
I’¢limination des substances réactives, 1’activit¢ de GST est utilisée comme biomarqueur de

stress oxydatif. (Vaish et al.,2020)

Nos résultats indiquent une augmentation extrémement importante de la GST tissulaire
(hépatique et rénale). L’augmentation de I’activité de GST est fortement corrélée avec la
diminution des niveaux de GSH, et un type de défense qui traduit la détoxification des
xénobiotiques dans le corps pour permettre leur élimination, et une réponse physiologique pour
compenser les altérations causées par les radicaux libres et qui suggére que les xénobiotiques
conjugués au GSH sont catalysés par la GST pour réduire son effet toxique (Mordi et al.,2015)
Des recherches similaires sur des rats ont révélé une déplétion de GST (Amudha et Pari, 2011

; Yokota et al.,2019). L’activité de la GST est influencée par divers parametres, notamment la
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type de xénobiotique, la concentration, la période d’exposition et les especes. Cette enzyme est
essentielle pour la détoxification des xénobiotiques et a une forte capacité a diminuer les
peroxydes lipidiques (Helaoui et al.,2022 ; Akinwumi et al.,2020). Le traitement par I’extrait
de Rosmarinus officinalis a réduit les dommages oxydatifs causés par le Ni, ce qui a entrainé
une diminution considérable de la GST. La diminution de I’activité¢ enzymatique de GST induit

un grand couplage intermédiaire des électrophiles avec le GSH (Krzyzowski et al.,2020).

De plus, le traitement au sélénium a diminué I’activité de la GST, qui sont en accord avec
les travaux de (Tichati et al.,2020). Ces résultats s’expliquent par les propriétés antioxydantes
importantes du I’extrait de Rosmarinus officinalis et du sélénium, qui permettent une protection
de I’organisme contre I’hépatotoxicité et a la néphrotoxicité. Il a été démontré que 1’extrait de
Rosmarinus officinalis et le sélénium travaillent ensemble pour offrir une protection importante
contre les maladies et les processus degénératifs causés par le stress oxydatif (Abu-Zeid et
al.,2021 ; El-Demerdash et al.,2021 ; De Oliveira et al.,2019 ; Fedala et al.,2022).

Des expériences ont démontré que le stress oxydatif dans les systémes biologiques est
souvent causé par un déséquilibre entre la génération d’espéces oxydantes et les défenses

antioxydantes cellulaires. (Kruk et al.,2019 ; Garcia-Caparros et al.,2021)

La peroxydation des lipides est la dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés
(AGPI), et sa présence dans les membranes biologiques modifie la fonction et I’intégrité
structurale des membranes (Mukerjee et al.,2021 ; Harun,2021).

Le Malon dialdéhyde (MDA) est I’aldéhyde le plus répandu produit par la peroxydation
lipidique et peut donc étre considérée comme indicateur de la peroxydation lipidique (LPO)
(Patil et Wadekar,2021).

Il a été démontré que I’injection de nickel favorise la création d’espeéces d’oxygeéne
activées, ce qui peut endommager les lipides, les membranes cellulaires et I’ADN. Le nickel
contribue également a la peroxydation des lipides dans le foie et les reins. (Begum et al.,2022
: Renu et al.,2021 ; Igbal et al.,2021)

Le traitement par I’extrait de Rosmarinus officinalis et le selénium est révélée tres efficace
pour réduire les dommages oxydatifs induits par le Ni, ce qui a entrainé une diminution
considérable de la peroxydation des lipides hépatiques et rénale (Mitra et al.,2022 ; Mishra et
Chandra,2022)
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Il a ét¢ démontré que la supplémentation en antioxydants protége 1’organisme contre le
stress oxydatif en stimulant les défenses antioxydantes cellulaires. Les antioxydants peuvent
prévenir ou atténuer les conséquences néfastes du stress oxydatif dans divers tissus (D’ Angelo
et R0sa,2020 ; Engwa et al.,2022). 1l a également été proposé que le sélénium a une fonction
importante dans la prévention de la production de MDA (peroxydation lipidique) et qui est un

cofacteur de plusieurs enzymes antioxydantes (Staneviciene et al.,2022 ; Pecjak et al.,2022).

La formation du radical pyroxyle (ROQ.) qui se transforme en hydroperoxyde (ROOH)
par un court-circuit en présence de I’extrait de Rosmarinus officinalis pendant la phase de
propagation de la peroxydation lipidique est 1’une des actions indirectes de ’extrait pour
réduire les niveaux de peroxydation lipidique (Vahalova et Cifra,2022 ; Abbaszadeh et
al.,2020).

Selon nos résultats, une diminution trés considérable de 1’activité enzymatique de la
catalase (CAT), chez le groupe traité par le nickel par rapport au témoin. La catalase est
essentielle pour protéger 1’organisme des dommages qui sont dus au stress oxydatif. (Liu et
al.,2023 ; Jayaseelan et al.,2014)

En outre, I’augmentation observée de 1’activité de la catalase dans le foie et les reins chez
les rats traités par les combinaisons (Ni avec Ro et/ou Se), peut étre attribuée a ’action indirecte
du Ro et du Se visant a réduire les quantités d’especes réactives d’oxygene (Anyachor et

al.,2022 ; Cempel et Nikel,2006 ; Farouk et Al-Amri,2019 ; Fedala et al.,2022).

L’enzyme super oxyde dismutase (SOD) catalyse la réduction du radical superoxyde, en
peroxyde d’hydrogéne, qui est ensuite détoxifi¢ par I’enzyme catalase. (Maurya et Namdeo,
2021). Des études menées par Amudha, & Pari (2011) ont également rapporté une réduction de
’activité de ces enzymes (SOD et CAT), par le naringin dans le tissu rénal, ce qui est en accord

avec nos données.

Le traitement par le nickel a également entrainé une diminution de I’activit¢ SOD,
confirmant ’étude de (salah et al.,2021). Cela pourrait étre le résultat d’'une accumulation
intracellulaire de ROS avec des lésions hépatiques subséquentes, ou elle pourrait étre due a la
liaison directe du métal au site actif de cette enzyme (Paithankar et al.,2021). La présente étude
a révélé que l’extrait de Rosmarinus officinalis et le sélenium provoquent des action
antioxydantes en récupérant les espéces réactives d’oxygene (ROS) et en augmentant 1’enzyme

antioxydante cellulaire superoxyde dismutase, ce qui concorde avec les résultats de : (El-
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Demerdash et al.,2021 ; Lahouel et al.,2020 ; salah et al.,2021 ; Fedala et al.,2022). Qui ont
constaté que I’extrait de Rosmarinus officinalis et le sélénium avaient un effet de piégeage du
peroxyde d’hydrogene et inhibaient la chaine d’oxydation induite par I’initiation d’un radical

hydrophile.

Les rats exposés au nickel présentent des altérations remarquables des tissus hepatiques
et rénaux qui peuvent s’expliquer par les effets toxiques du nickel causés par la production de
radicaux libres oxygénés et I’augmentation des niveaux cellulaires de peroxydation des lipides,
qui ont un impact défavorable sur les composants de la membrane hépatocytaire (Guo et
al.,2020 ; ljomone et al.,2018).

Tous ces résultats ont été prouvés par les résultats de 1’études histologique. L'étude
histologique des reins des rats traités par le nickel a une dose de 10 mg/ kg pc/j a montré une
nécrose tubulaire et glomérulaire créant un foyer hémorragique nécrotique. Ces modifications
histologiques traduisent les altérations de la fonction rénale. Ces perturbations histologiques
sont confirmées par l'augmentation de l'urée et de la créatinine sériques qui sont des
indicateurs du fonctionnement rénal et leur augmentation signifie une atteinte de la fonction
des néphrons (Mahmoudi et al., 2015). Le traitement par le Ro et/ ou le Se a prévenir les
modifications histologiques et a protéger les reins des dégats qui peuvent étre causés par le
nickel, ce qui en accord avec les travaux de (Pérez-Sanchez et al.,2019 ; Khalil et al.,2019), sur

les souches cellulaire et la maigre, Argyrosomus regius, alevins respectivement.

Alors que 1’étude histologique du foie a dévoilé un foyer de nécrose hémorragique
Centro-lobulaire, le parenchyme hépatique présente des zones de stéatose micro vacuolaire
ponctuées d'hépatocytes aux noyaux pycnotiques. Le traitement des rats par le Rosmarinus
officinalis et/ou le sélénium a protégé le tissu hépatique des dommages radicalaires du nickel,
ce résultat se concorde avec ceux de (Aboulhoda et al.,2020 ; De Oliveira et al.,2019), qui ont

travaillé sur ’hépatotoxicité de zinc et amélioration du role du selénium chez les rats.
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CONCLUSION

Conclusion

Nos résultats démontrent que 1’intoxication au nickel chez les rats méles adultes entraine des

effets oxydatives, hépatotoxiques et néphrotoxiques qui peuvent se résumer comme suit :

v L’aspect biochimique démontre que le nickel a causé des changements dans les
parametres biochimiques, y compris les indicateurs de la fonction hépatique et rénale :
ainsi que I’augmentation des niveaux d’urée, de créatinine, d’acide urique, de
bilirubine totale et de ’activité enzymatique des marqueurs hépatiques AST, ALT, et
I’ALP augmentent également dans ce travail. De plus, ’albumine s’est effondrée ; ces
altérations sont corrigées par I’ajout de I’extrait de Rosmarinus officinalis L et le
sélénium.

v Le systéeme antioxydant cellulaire est modifié par 1’effet oxydatif du nickel, qui se
caractérise par un impact direct sur I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase
(GSH-Px), glutathion-S- transférase, catalase et superoxyde dismutase (SOD) et
glutathion (GSH). Tandis que, lorsque le nickel et I’extrait de Rosmarinus officinalis
et le sélénium sont utilisés ensemble, le systeme antioxydant a clairement amélioré.

v’ Le foie de rats exposés par nickel présente des altérations tissulaires notables, selon
I’histologie. La combinaison de la nécrose hépatique et des anomalies de la veine
Centro lobulaire définit ces changements histologiques. L histopathologie des reins a
révélé d’autres 1ésions tissulaires caractérisées par une nécrose tubulaire. Notez que
comparativement aux groupes exposes au nickel, ces indications histopathologiques
sont moins significatives dans les groupes traités avec 1’extrait de Rosmarinus

officinalis et le sélénium
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Perspective

% Déterminer le taux de nickel dans le sang et les autres organes cibles, y compris le
foie et les reins.

s+ Effectuer des expérimentations in vitro de la toxicité du nickel aux niveaux
moléculaire et cellulaire en fonction des qualités protectrices de 1’extrait de
Rosmarinus officinalis et/ou le Sélénium.

¢+ Une recherche sur les doses et durées de traitement Rosmarinus officinalis in vitro
visant a déterminer si elles ont des effets positifs sur les cultures de cellules rénales

et hépatiques.

L)

% Le principe active responsable des effets thérapeutiques souhaités en cas

d’intoxication a le Nickel devrait étre identifiée et isolée
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Annexe 01
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Figure. 01 Courbe d’étalonnage d’Acide Gallique
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Figure. 02 Courbe d’étalonnage de Quercétine
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