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ABSTRACT

Lead is a toxic element known since ancient tiniesstoxicity is related to the
generation of free radicals causing oxidative strfies living organisms. The essential oils
(HE) of fennel are used in many therapeutic areas @e known for their antioxidant
properties. The objective of this study was to gthepatic lead toxicity and to evaluate the
protective effect of fennel HE in rats.

The study was performed on 20 white rats of thet&Vistrain divided into four
groups (5 rats in each): (i) a control group, diigroup treated with fennel (0.5 ul / kg) of live
weight), (iii) a group treated with lead acetat® (2g / kg bodyweight) and (iv) a group
treated with the mixture of fennel and lead acestdhe same doses. Eight biomarkers were
measured: 03 of them are biochemical (proteing] pd glucide) and 05 other biomarkers of
oxidative stress (MDA, GSH, GST, GPx and CAT). Tieatment was stopped after 21 days.

The results show that fennel HE did not affectstaf thebiomarkers studied in
comparison with the controle rats. In contrastdleauses a decrease in all biochemical
markers as well as the GSH, GPx level. Lead leadmtincrease in MDA, CAT and GST
levels. These results show that lead is responfblexidative stress in the liver.

Treatment with fennel in the presence of leadaeetesulted in a change in all
biochemical and oxidative markers to levels clas¢hbse in the control rats. The essential
oils of fennels have been able to reduce the diahoes caused by lead acetate because of

their antioxidant properties.

Key words: Fennel essential oils, oxidative stress, leatbéegerats, bio biochemical markers,

bio enzymatic markers.



Résumé

Le plomb est un élément toxiqueconnu depuis l'antilq Sa toxicité est liee a la
production des radicaux libres causant un stregsglamt pour les organismes vivants. Les
huiles essentielles (HE) du fenouil sont utilisdass de nombreux domaines thérapeutiques
et sont connues pour leurs propriétés antioxydahi@sprésente étude avait pour objectif
'étude de la toxicité induite par le plomb au rauehépatique et I'évaluation de l'effet
protecteur des HE du fenouil chez les rats.

L'étude a été réalisée sur 20 rats blanc de lahgowbstar réparties en quatre groupes
(5 rats dans chacun) : (i) un groupe témoin, fiiguoupe traité parl’HE du fenouil (0,5 pl/kg
de poids vif), (iii) un groupe traité par l'acétate plomb (25 mg/kg de poids vif) et (iv) un
groupe traité par la mixtureHE du fenouil et ac®tde plomb au mémes doses. Huit
biomarqueurs ont été mesurés : 03 d'entre euxasachimiques (protéines, lipide et glucide),
les 05 autres sont des marqueursdu stress oxydstid®\, GSH, GST, GPx et CAT). Le
traitement a été arrété au bout de 21 jours.

Les résultats montrent que I'HE du fenouil n'a pHscté la plupart desbiomarqueur
etudiés en comparaison avec les rats temoins. ncke, le plomb cause une baisse de
'ensemble des marqueurs biochimiques ainsi quaue de GSH, GPx. Par alleurs, le plomb
entraine une augmentation des taux de MDA, CAT 8T .GCes résultats montrent que le
plomb est a I'origine d’un stress oxydatif au nivdeepatique.

Le traitement par les huiles essentielles du fdnemiiprésence d'acétate de plomb a
entrainé un changement dans tous les marqueutsimigces et oxydatifs les ramenant a des
niveaux proches de ceux obtenus chez les rats némioés huiles essentielles de fenouil ont
pu réduire les perturbations causées par l'acéimtplomb en raison de leurs propriétés

antioxydants.

Mots clés :Huiles essentielles, fenouil, stress oxydants,ateéte plomb, ratsmarqueurs

biochimiques, marqueurs enzymatique.
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INTRODUCTION

Le stress oxydant est un processus normal qui ssuldédans le corps. L'absorption
d’'oxygéne lors de la respiration entraine la préidac de radicauxlibres a l'origine de
perturbations métaboliques : oxydation et vieiddisent de l'organismgAloe, 2018). Les
radicaux libresont des molécules hautement instables et réaajuesont formées suite a
d'innombrables réactions chimiques dues agressions internes et externes subies par notre
organisme.On entend par « agression inteftes mécanismes d’oxydation biologique, ou la
présence d’'une maladie...etc.On entend par « agresesierne » les substances exogénes telles
que les métaux lourds. Ces derniers sont a I'czigie stress oxydatif causé par la génération des
radicaux libregHalliwel., 1989).

Le plomb fait partie de la grande famille des metkwrds. Il est présent dans la crolte
terrestre et dans tous les compartiments de |gtéws(Afnor, 1988). Sa toxicité est connue
depuis I'Antiquité(Lessler, 1988) La principale voie d’absorption du plomb par ¢anisme est
la voie digestive aprés son ingestion notammens ¢atait, 'eau et les boissons.En raison de sa
toxicité avérée, son utilisation a été fortemerdtrente du moins dans les pays les plus

développés économiqueméBourrelier etBerthelin, 1998).

Pour réduire les effets nocifs du plomb, plusiesuisstances chimiques ont été proposees
dans la littérature a cause de leurs propriétésoaptiantes Basharat Syed, 201p Les
antioxydents sont des substances capables de tkgerad'influences néfastes, notamment des
réactions d'oxydation dues au stress oxydant. Leslesh essentielles du fenouil

(Foeniculumvulgarken constituent un exempl€ienna et al. 2005 ; Hendawy etl., 2010)

L’huile essentielle du fenouil est un extrait vedétdorantBakkalietal., 2008)concentré
dans les méricarpes des graif®tefaniniet et al., 2006) Elles sont trés utilisées par les
industries pharmaceutiques et en phytothérapie ogit £onnues pour leurs propriétés
antioxydantesLes huiles essentielles, sont par définition désatbyolites secondaires produits
par les plantes comme moyen de défense. Ausss@git un mélange de composeés lipophiles,
volatiles, et souvent liquides synthétisés et stecllans certains tissus végétaux spécialises.
Elles contiennent en moyennes 02 a 60 composésomiipour la plupart des molécules peu
complexes (monotépenes) et parfois plus complesiésstque les sesquiterpen@sélene et
Nadine, 2007).



Ce travail de recherche a pour objectif d’étudgetdxicité induite par le plomb au niveau
hépatique et I'évaluation de l'effet protecteur ¢ du fenouil chez les rats blanc de la souche
Wistar. Pour atteindre cet objectif, ce mémoireddgsé en deux parties :

» Une partie bibliographique dans laquelle seronpoajges certaines informations de

base nécessaires pour la compréhension du trayestienental.

» Une partie expérimentale expliquant le matérielisdtiet la méthodologie adoptée
ainsi que la présentation des résultats et legudsson.



Partie
Bibliographique



Stress oxydatif

I. Stress oxydatif

[.1. Définition

Il se définit comme une agression chimique oxydales notre organismeAfamer
et al, 2008) Il s’agit d'un déséquilibre de la balance entres Isystemes de défense
antioxydants et la production des especes réactized’oxygene, en faveur de ces
derniéreqFavier, 2003).

[.2. Radicaux libres

Les radicaux libers sont des espéeces chimiquesméasto ou molécules) qui
possedent un ou plusieurs électrons célibatairdect(én non apparié) occupant un
orbitale extern¢Halliwell., 1989).
[.2.1. Type des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre formés par troiscgdés (Evans et al, 2002 ;
Chavane et Melinkeri, 2013).

- Addition d’un électron libre a un non radical RN- é— R-

- Perte d’un électron par un non radical : NR —>eR-)

- Scission homolytique d’une liaison covalente BA~ A +B'.

Il existe majoritairement deux grandes famillesespéces réactives: les espéces

réactives a I'oxygene (ERO) et les espéeces réaciazote (ERN).

[.2.1.1. Espéeces réactives de I'oxygene (ERO)

Les "especes réactives de l'oxygéene" sont des é&Rerile I'oxygene dont certains
électrons se trouvent dans un état énergétiquetéexdonc (trés réactionnel. Certains de
ces dérivés portent un électron non apparié (=cahdiibre) (Cesar et al, 2012) Les
radicaux libres de I'oxygéne incluent les radicalikres comme I'anion super oxyde
(O.), le radical hydroxyle (OH et des composés réactifs oxydants non radicalaire

comme le peroxyde d’hydrogéne (), 'oxygene singlet (1¢)

+e” +e°(+2H") +e” +e (+HY)
02 — 02*' = H202 _*OH (+OH) e HZO
Dioxygéne Radical Peroxyde Radical Hami
superoxyde d’hydrogene hydroxyle

FigureOl : Intermédiaires réduits de I'oxygene (les quatrpeitale réduction mono électronique de

l'oxygéne)(Gardes-albertetal., 2003).
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a. Anion super oxyde Q°

Les radicaux superoxydes sont des radicaux charggmtivement provenant de la
réduction monovalente de I'oxygene moléculaire qaipte un électron(Halliwell et al,
1986) C'est le premier radical formé lors du transpies électrons au niveau de la chaine
respiratoirglHarman, 2000 ; Sisein, 2014)

b. Radical hydroxyle (OH)

Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libred'aleygéne les plus réactifs : 'ADN, les
glucides, les nucléotides, les protéines sont desbneuses molécules qui peuvent réagir avec le

radical hydroxyle et sont a I'origine de IésionsnderosgPastre, 2005)

C'est un dérivé de l'anion super oxyde. Il peut pnoduit a la suite de diverses réactions.

Nous en citerons deux a titre d'exemple, comme :

H:0: + Fé?>O0H + HO +Fe™ (Réaction de Fenton)
H20:+ O,” —» HO + O, + OH (Réaction de Haber-Weiss)

c. Oxygene singlet

L’oxygene singlet est trés énergétique et de granéaetivité. Lorsqu’il passe a I'état
singulet qui représente la forme active, il peutd®x de nombreuses molécules qui. Il est formé a
partir de l'ion super oxyde selon la réaction sniga

-O-0——10, (Sous I'action de la lumier¢Chappuris, 1991)
d. Radical peroxyde d’hydrogéne HO,

Le radical HO, est tres oxydant il est relativement stable. lltpgeaverer les membranes
lipidiques. Il est tout de méme capable doxydertaires macromolécules biologiques en
interagissant avec des métaux de transition. il @&a produit au cours des mécanismes illustrés pa

les réactions suivantesNiggali, 2010)
Oy + H* — HO?

2ZHOx» —» H:0:.+ 02
1.2.1.2. Radicaux libres nitrogenes

a. Oxyde nitrique (*NO ; monoxyde d'azote)
Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquiagynthétisé a partir de I'arginine

grace a l'action d’enzymes appelées NO syntha@e®ra, 2002). Il diffuse rapidement a

partir de son site de production, traverse la mambr cellulaire et remplit un réle
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vasodilatateur. Il est un second messager de coigtéHobbs et al., 1999, Alderton et al.,
2001). Il est susceptible de réagir avec d’autres radichhbses pour former des especes
oxydanteqDeby, 2009).

b. Dioxyde d’azote (NQ)
C’est un polluant atmosphérique qui se forme arpdetla réaction du radical peroxyle avec le

NO (Deby, 2009)

NO + O; -2 NO;

Le NG, attaque les doubles liaisons des acides gras atarés (acide arachidonique 2@4
6...etc) et transforme ces acides soit de cis-enstranit par nitration. Des lipoxygénases
transforment I'acide arachidonique en eicosano(gesstaglandines, leucotriénes ...etc), qui sont
des messagers intra et extracellulaires indispéesabes dérivés nitrés de I'acide arachidonique

seraient également des messagers bioactifs.

LeNQO;" s’additionnerait aux doubles liaisons d'autresémales, arracherait soit un H soit un
électron aux molécules voisines. Ces réactionsitidas radicaux libres. Comme Ig"ONO;’ peut
exister assez longtemps dans les espaces intra navgaies aprotiquedHélliwell et al, 2008;
Sisein, 2014)

c. Peroxyde nitrite (ONOOQO)

Le Peroxynitrite est un dérivés d’oxygéne tresdari provoque des Iésions tissulaires tres
graves en plus de l'oxydation des LOHalliwell et al., 1997).Le ONOOnon radicalaire est
instable (durée de vie une secondefGhafourifar et al., 2005).1l est capable d’oxyder les
protéines et les bases azotiques des brins d’ADNupa grande similarité de I'oxydation par le
radical hydroxylgMonocada, 1993)La réaction du NO avec I'anion superoxyde donnesaaice

au peroynitrite.

NO+ O, — ONOO
1.3. Origine des radicaux libres
Il existe deux origines possibles : endogene egéxe.
1.3.1. Origine endogéne

Plusieurs sources sont identifier et parmi les lgusbnt considérer comme une source
majeur des ERO est la chaine respiratoire mitochaledqui génére beaucoup plus 'O2e-. Il y a

d’autre source endogéne physiologique sont :
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Les NADP (H) oxydases sont des enzymes présentsslagaroi vasculaire et qui générent
02 en utilisant NADH ou NADPH comme substrat. L'eme xanthine oxydase joue un réle
important dans la production des ERO (particuliggetdO2e- et (H202). Lors du métabolisme de
I'acide arachidonique, ce dernier peut étre oxymiear les cycles oxygénases (COX), soit par les
oxygénases meétallo-enzymes a fer pour former desohperoxydes (ROOH). La production
d’oxydant par les neutrophiles et les macrophagascburs de I'inflammation) est également une
source importante qui dépend de l'activité enzyquegide la NADPH-oxydase. Les ERO peuvent

aussi étre produits par la NO synthét@&acemail, 2002 ; Valkoet al.,2006)

1.3.2. Origine exogéne

L’organisme humain est soumis a l'agression decchfits agents extérieurs capables de
donner naissance a des EREavier, 2003): les rayonnements UV, I'oxyde d’azote (NO) et le
dioxyde d'azote (NO2) présents dans notre envinoramt (goudron, tabac...ect), I'ingestion
d’alcool, certains médicaments anticancéreux ebiatiques sont responsables de la synthése de
radicaux libregFavier, 2003 ; Mohammedi, 2005).

l.4. Conséquences du stress oxydant

L'évaluation d'un stress oxydant repose sur laepp&s ou l'augmentation de marqueurs
oxydatifs(Morena et al.,2002).

1.4.1. Peroxydation lipidique

Les premiéres cibles des ERO sont les lipides, iajgdoent ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. La peratgd lipidique peut créer des altérations de la
membrane telles que la modification de sa fluiditigis aussi I'inactivation de récepteurs ou
d’enzymes. Les produits de peroxydation lipidigee,particulier les produits terminaux stables,

tels que des aldéhydeg-insaturés (malondialdéhyde ou MD£Garait, 2006).

1.4.2. Oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans I'organisme, l¢€ipes sont une cible importante d’oxydation
des ERO. Cette oxydation provoque I'entrée d'unmgcaarbonyle dans la protéine. Ces réactions
d'oxydation, fréguemment influencées par les catinétalliques comme le et le F&*, peuvent

étre classées en deux catégories :

1) celles qui cassent les liaisons peptidiques et fieodila chaine protéique,

2) les modifications des peptides par I'addition dmdpits issus de la peroxydation lipidique.
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Ces changements conduisent a une modification tetale des protéines dont les
conséquences sont majeures : perte de fonctiotytigtee, augmentation de la sensibilité aux

protéasegFavier, 2003).
1.4.3. Dommage de L’ADN

Le stress oxydant étantprincipalement d'origineoamiondriale, ces organites sont les
premieres cibles des ERO. En effet, le génome mitodrial présente une susceptibilité au stress
oxydant en effet peroxyde d’hydrogene peut provodaedégradation de '’ARNr mitochondrial
(Garait, 2006; Borg etal., 2008).

Les bases qui composent I'ADN, et particulierent@rguanine, sont sensibles a I'oxydation.
L'attaque radicalaire peut étre directe et entralioxydation des bases, engendrant un grand
nombre de bases modifiees. Cependant le stressuaixgdut aussi attaquer la liaison entre la base
et le désoxyribose. Le r6le des nombreux métaudsfix I'ADN, qui est un poly anion (Fe, Mg,
Cd...), est crucial pour amplifier ou orienter lofd de ces lésions. Cette attaque de I'ADN est
guotidienngFavier, 2003).En conséquence, l'attaque radicalaire est en&ffetigine de cassures
ou d'anomalies chromosomiques, susceptibles deisavda cancérogenése et le vieillissement

tissulaire(Borg et al, 2008).

1.5. Systéme de défense antioxydants
| .5.1. Définition

Le terme d’antioxydant désigne toute substance ppdisente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable retarde ou inhibe ifsigtivement l'oxydation de ce substrat
(Jungbluth, 2008). Les antioxydantgFigure 02) sont des molécules capables d’interagir sans
danger avec les radicaux libres et de mettre fia géaction en chaine avant que les molécules
vitales ne soient endommagég®elli et al., 2003. Les antioxydent sont des substances
naturellement présentes dans l'organisme, capdblés protéger d'influences néfastes, notamment
des réactions d'oxydatiorSyed, 2015 Deux catégories peuvent étre distinguées :réexgdants

enzymatiques et les antioxydants non enzymati¢fDadenas, 1989)
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le- ‘ ’ (oxygzene fondamental)
= 2

anion sSGuperoxsda peroxyde d'hydrog&ne

radical hydroxyle

~ lipoperoxydes
oxygéne singulet ccide rericree, Vit €, CGSFT

B-carorene, Ivoopene Vit E, Se- (G FPx, wubiguinone

Figure 02 : Régulation de la production d’espéces réactivd®ogggene par les systémes de défenses

antioxydantgD’aprésPincemail etal., 2002).

[.5.2. Modes d’action des antioxydants

Les agents antioxydants interviennent directementasmolécule oxydante par un échange
d’électrons, ou en chélatant les métaux de tramsittourt-circuitantHellalz, 2011). Certaines
molécules antioxydants ont pour action de dismlgsrERO ou de les piéger pour former des
composes stables. Ces dernieres sont d’ailleursléppiégeurs (scavenger en anglais). Grace a

leur petite taille Combellas, 2005).
[.5.3. Réle protecteur des antioxydants contre letress oxydatif

La chaine respiratoire mitochondriale est essémi@eix organismes qui se développent dans
un environnement oxygéné puisqu’elle entraine kdation des coenzymes et la phosphorylation de
'ADP (Adénosine Diphosphate) en ATP (Adénosine plidsphate). Toute fois, la chaine
respiratoire mitochondriale est le principal sieeptoduction de radicaux liboré@ahman, 2007).

Environ 0,4 & 4 % délectrons s’échappent de lainghat réagissent directement avec
I'oxygéne pour former des DRO@aleng et al, 2007 ; Pincemail etal., 2002). Puisque les
mitochondries sont le site majeur de productionadiécaux libres, celles-ci sont fortement enrichies
en antioxydants tels que le superoxyde dismutasexy#ase Yalko et al, 2008).Le superoxyde
dismutase peut transformer lion superoxyde en dewwduits moins toxiques; le peroxyde
d'hydrogéne et I'oxygene moléculaif@até et al, 1999).La catalase, une deuxiéme enzyme qui
agit dans la détoxification cellulair&été et al, 1999 ; Powerst al, 2003; Seifried, 2007)Enfin,
le glutathion peroxydase agit pour transformemleoxydes en eaDesport et al, 2002; Gaté et
al., 1999).
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[.5.4. Systemes antioxydants

Pour empécher ces dommages cellulaires, ou legetinkes organismes ont développé des
systemes de défense antioxydaffigure 03) trés complexes faisant intervenir des espéces

Enzymatiques (antioxydant exogéne) et non-enzymesig(antioxydant endogendadenas,
1989).

O
1l Catalase
o HLO +320-
SOD e
NO _
ONOO - O3 > HLO- H-O
\/ S
T o2+ S 2HLO + GSSG
< - GSH-Peroxydase
Cu ~GSH
r
on RH = r +H20
O
vitamine E
ROO ———> ROOH
————> Réaction de détoxification des ROS GOSEL-Peroxydase
- Reéaction aboutissant a des ROS +~GSH B
<
ROH + H-O - GSSG

Figure 03 : Schéma général des systéemes antioxyd&mbis etal., 2008).

[.5.5. Principaux systemes antioxydants

[.5.5.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Pour contréler la production permanente des ER®olganismes vivants possedent des
Systemes de défense qui les protegent contre femdges des ER(Balvayreet al.,2003).

Fellil) + OH +*OH ————= Oxidative Damage

Detoxification of

- . , many substances
Fe(lll) | (Fenton Reaction} 4

/f——- H,0 + O,

\ NADPH
ROS — e .
Generation '-mf ‘Ga." '-ﬁm-"
4
o5 MNADP
= - ?
05+ NO \=
Hals
l FF{II}l{HaI)EI—Wﬁ-E‘:s reaction)
OMNOO

0[" OH +®"0H ——————= Oixidative Damage

Figure 04 : Les principales enzymes antioxydaficCord et al.,1969.
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[.5.5.1.1. Superoxydes dismutases

Superoxyde dismutase est I'enzyme antioxydanuigipiportante dans la défense contre le
stress oxydati{Andersonet al, 1997) .Localisée dans le cytosol et les mitochondriele &B co-
facteurs : Cu et Zn dans le cytosol, Mn dans légeghondrieset la SOD extracellulaifegure 05).
Chez I'nomme, les plus hauts niveaux de la SObosednt dans le foie, la glande surrénale, les
reins et la rate. Elle catalyse la dismutation@e-{

SOD
2 O2e- + 2 H+*> H202 + 02
La SOD élimine les EOA apres leur formati@alvayreR et al, 2003)

23 Les molescules pisgeuses d electromns

Les witamines A, E. C, bhata carotane, flavonoides, oligo—<l<Smeaents. . . I

Figure 05 : Superoxyde dismutase parmi les autres piégeursat¥éhs : vitamines A, E, C, béta caroténe,
flavonoides, oligo-élémen{Muth et al. 2004).

1.5.5.1.2. Glutathion peroxydase (GPX)

Les enzymes de cette famille sont Sélénium (Sedmfgnte. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou elleyjou®le majeur dans la régulation de I'état redox
physiologique intracellulaire des cellules vasaeki Elle catalyse la réduction des Hydroperoxy

des (HOz2), et des peroxydes lipidiques en utilisant le ghion réduit (GSH) Comme donneur
d’hydrogéne(Salvayre etal, Negre, 2003al Soulére, 2002).

GPX
2 GSH + H202— GSSG + 2 H20

10
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Des glutathions peroxydases a sélénium forme glgeosle I'enzyme cellulaire d’origine
rénale, au niveau de la membrane cellulaire (HPGPxdnomere de I'enzyme cellulaire
tétrameriqueKaure et al, 1999)

1.5.5.1.3. Catalase
La catalase est une enzyme intracellulaire, lo@aligrincipalement dans les peroxysomes.

Elle catalyse la réaction de détoxification deOkl (généralement produit par la SOD). Elle est
surtout présente au niveau des globules rouges fdiel(Soulére etal., 2002. C'est une enzyme

tétrameérique et capable d'éliminer®d selon la réaction suivantéii{énard, 1818).

2H,0,—0; + 2H,0
La catalase est présente dans la plupart des sngaesieucaryotes ou procaryotéserfwig
et al., 1992).De hauts niveaux de2B: intracellulaires entrainent une activation préiéetle de la
catalasg¢Pamplona etal., 2011)

|.6. Systéemes antioxydants non enzymatiques
Les antioxydants non enzymatiques, sont des mitnioments exogenes apportés par

I'alimentation ou des constituants endogéfilatori et al., 2009 ; Cadenas, 1989).
1.6.1. Glutathion

Le glutathion (GSH sous sa forme réduite) est wpeptide formé par la condensation
d'acide glutamique, de cystéine et de glyqiHaleng etal., 2007) Le glutathion peut interagir
directement avec les especes oxygénées activéssimat principalement utilisé comme substrat
de la glutathion peroxydase qui assure I'élimimaties lipides peroxydédones, 2002).

1.6.2. Vitamine E (a- tocophérol)

Le vitamine E est un terme générique pour tousdesphérols et les tocotriénols, des quels
existent dérivatifs et dont I'alfa-tocophérol estdlus abondan(Shils etal., 2006) La vitamine E
(figure 6) est liposoluble et le principal antioxydant daes iInembranes des cellules, en particulier
celles des mitochondrigraber et al.,, 2007) Sa structure moléculaire comporte une extrémité
hydrophile, correspondant au noyau chromanol et exteemité hydrophobe (chaine phytyle).
(Lopez G V etal., 2005) il joue un réle important dans la suppressionlad@eroxydation des
lipides (Dutta-Roy, 1999) Il neutralise les radicaux peroxyleecerf et al.,, 1994), alkyle et
alcoxyle(Herrera et al., 2001).
1.6.3.Acide ascorbique (vitamine ¢

La vitamine C ou acide ascorbique, représentéelgafigure 06) est une vitamine
hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultratsoket a I'oxygene. Aprés ingestion, elle passé
rapidement dans le sang puis diffuse, de facorabkj dans tous les tissus. D’origine alimentaire
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(Fain, 2004) La vitamine C est nécessaire pour de nombreusesgidns physiologiques de la
biologie humaine(Naidu, 2003)

H O//,
,,

-

O

Figure 06 :Acide ascorbiquéFain, 2004)
[.6.4. Caroténoides
Les caroténoides sont également des moléculesoliygnes produites par les organismes

photo autotrophes et qui doivent étre acquis @dimentation chez les animaux. Leur potentiel
antioxydant pour lutter contre la peroxydationdigue et Parmi d’autres caroténoides intéressants
pour leurs propriétés antioxydants, citons égalergelycopene présent dans la peau de la tomate,
la lutéine, le - crypto xanthine, la zéaxanthiRessanen etal., 2003) En exces, elle pourrait agir
comme pro-oxydants, et favoriser I'oxydation deD (Van Helden etal., 2009).

1.6.5. Acide urique
L’acide urigue est un puissant réducteur des raditires : il réduit les radicaux pyroxyles,

hydroxyles et neutralise aussi I'anion superoxy(testerbauer et al., 1992) L’acide urique
augmente lors d’'un stress oxydaBtr(ster et al., 1995)

1.6.6. Oligoéléments
Malgré leur potentiel pro-oxydant, sous leur forriere, les métaux se comportent

indirectement comme des antioxydants en vertu des Ipropriétés au sein des métalloenzymes,
c’est a dire des enzymes possédant dans leurwsgucu fixant sur certains de leurs sites aatiés,
ions métalliquegGanther, 1999).Le cuivre, le zinc (Zn)...etc. Sont des métaux essisndans la
défense contre le stress oxydédurien, 2001)

[.6.7. Bilirubine
La bilirubine est le produit de dégradation des é&n$es propriétés antioxydants sont liées

a sa capacité a lutter contre les radicaux Ré&Contre I'HO2 (Powers et Jackson, 20083t de
piéger le 1@, protégeant ainsi l'albumine et les acides grés k& I'albumine des attaques
radicalairegNeuzil etal, 1993)
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Les huiles essentielles



Les huiles essentielles du fenouil

[l. Généralités

Foeniculum vulgare ou fenouil est connue depuistitmité et largement utilisé pour ses
vertus thérapeutique en médicinale et culingitendawy etal., 2010) Le genre Foeniculum lui a
été attribué par les Romains est dérive du mat fagnum, c'est-a-dire herfi¢aur et al., 2010).lI
était bien connu aux anciens et a été cultivé gmRlomains antiques pour ses graines aromatiques
(Vienna et al., 2005). En arabe, le fenouil est communément appelé "béshes huiles
essentielles du fenouil sont largement utilisées|@s industries cosmétique, pharmaceutique et

alimentaire(Lazouni et al., 2007).

Figure 07 : Foeniculum vulgar®u fenouil (le légume).

II.1. Morphologie du fenouil

Le fenouil est une herbe aromatique bisannudflerdock, 2002). Les tiges sont droites,
jaunatre-vertes pales, sillonnées et embranchésslete jusqu'a 80 a 200 cm de longu@lienna
et al., 2005; Kaur etal.,2010) Les fleurs sont produites dans les ombelles, caépterminaux de
5 a 15 cm de largeur. Chaque section d'une omioeligient 20 a 50 fleurs jaunes claires
minuscules sur des courts pédiculBtefanini et al., 2006).Les feuilles élevent jusqu'a 40 cm de
longueur. Elles sont finement disséquées, avesegsents finaux filiformes, environ 0,5 mm de

largeur(Vienna etal., 2005)

Les graines de fenouil varient beaucoup en largengueur. lls ont un godt particulier. En
général, ils ont une forme presque cylindrique awee base arrondie et un sommet plus étroit
couronnés avec un grand stylopode. Ce sont généatede 3 & 12 mm de longueur et de 3 a 4 mm
de largeur(Vienna etal., 2005)avec une odeur forte et douce et sont vert bigoodd, puis, elles
se transforment en brun verdatre quand ils sonisr(idaur et al., 2010).
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Figure 08 : Grains et feuilles du Foeniculum vulgare
I1.2. Classification botanique

Le fenouil appartient a la famillApiaceae(ou Ombellifére$, cette derniere est considérée

'une des familles riche en huiles essentiellesn om scientifique esEoeniculum vulgare

(Vienna etal., 2005)

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe  Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales

Famille  Apiaceae

AN N N N

Genre Foeniculum

I1.3. Origine et répartition géographique

Foeniculum vulgareest une plante native de I'est du bassin médit@era Il est distribué en
Europe Centrale et la région méditerranéef\fienna et al., 2005). Il est largement cultivé dans
toutes les régions tempérées et tropicales du matdest employé comme épice culingigéngh
et al., 2006). Le fenouil est égalementtrouvé et cultivé aujowd'din Iran, Inde, Indonésie,
Pakistan, en Chine, Egypte, FrariGarnéro, 1996).

I1.4. Utilisation des graines de fenouil

Les racines, les fruits ou les graines et les sdémfiiorales sont les parties les plus utilisées
en phytothérapigAmimar et al.,, 2001) Les graines séches de fenouil sont utilisées pour
condiment des sauces et un golt aromatique (Hetadawy etal., 2010) On peut utilisé le fenouil
comme carminati(Kothe, 2008; Zahid etal., 2009) séduisant I'appétit, diurétique et stomachique.

Les propriétés analgésique ...dftanira et al., 1996; Pradhan etal., 2008)
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[1.5. Huiles essentielles du fenouil
[1.5.1. Définition

Les huiles essentielles sont des extraits végdtagies et odorants, nommeées pareillement
matieres organiques parfumés liquides, qu'on troordBnairement dans différentes partiesdes

epices, des arbres et des plaiiBzkkali et al., 2008).

[1.5.2. Localisation

Les huiles essentielles du fenouil sont créées tangtoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandalapécialisées, situées en surface de la cellule
et recouvertes d’'une cuticule. Ensuite, elles gatées dans des canaux sécrétéBrsneton,
1993).Elles sont notamment condensées dans les méricdepagainegStefanini etal., 2006),et
sont présentes sous forme de vésicules minusamdalsées entre les cellules, ou elles agissent en

tant qu'hormones, régulateurs et catalyseurs @am&labolisme végétélohamed etal., 2004).

11.5.3. Extraction et rendement

Les huiles essentielles des graines seches etduenouil sont obtenues par entrainement
a la vapeuKClarke, 2008; Garnéro, 1996)tpar hydrodistillatior{Vienna et al., 2005).Dans les
pays occidentaux I'huile essentielle utilisée pkagsaisonnement. Il est obtenue par cette derniéere
meéthode est référée en tant que « huile defeno(@imgh etal., 2006). Le rendement en huile
essentielle des graines du fenouil varie seloigiioe, le matériel, le lieu, la variété de prodantet
d’autres facteurs extrinséques et intrinseque,8éd 6% avec une moyenne de 3,8%&rnéro,
1996 ; Kaur et Arora, 2010).

11.5.4. Caractéristiques physico-chimiques
L’huiles essentielles du fenouil obtenu par extoacest un liquide limpide, fluide et ayant
une odeur particulierement anisée et acre, un gmear et couleur jaune claire a jaune fancé, plus

ou moins remarquéGarnéro, 1996).

[1.5.5. Composition chimique

Les proportions des composants de I'huile esséntilels graines du fenouil dépendent des
facteurs extrinseque et intrinseque comme: |'édpela maturation des fruits, les conditions
climatiques et environnementales, la saison decidtin, les données génétiques... eiizdan et
Akgul, 2001; Mimica-Dukic et al., 2003; Singh etal., 2006). Quelque soit la variété de fenouil,
les principaux constituants de I'huile essentidibs gaines du fenouil sonfEstragole, le Trans-

anéthol, le Fenchone et le Limonene.
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L’estragole fournit la douceur. Le trans-anéthompbe pour le godt d'anis, alors que le
fenchone donne le golt am@&tefanini etal., 2006 a; Olle et Bender, 2010)L.e fenchone est un

liquide sans couleur possédant un godt piquardarephréesetune odefienna etal., 2005).

—~CH, _CH,

Figure 09 : Structure chimique du trans-anéth(@dg de I'estragolely) et du fenchonej (Vienna etal.,
2005).

[1.5.6. Utilisation des huiles essentielles des grees du fenouil

Dans des produits alimentaires les huiles esskastides graines du fenouil sont employées
en tant gu’aromatisants, comme constituants deslufigo pharmaceutiques et cosmétiques
(Aprotosoaie etal., 2010).

I1.6. Toxicité des huiles essentielles du fenouil

Il est important de connaitre le produit, et declmisire selon les normes de qualité,
choisissez la méthode d’administration appropriedeerespect des doses. Afin d’éviter d'étre
dangereux pour la santé, les effets secondairéssanteractions avec des médicaments. Il peut étre

sensible a la lumiere, irritante, hépatique ou otxique ... etcEruneton, 1999).

[1.6.1. Toxicité spécifique d’organe

» Toxicité cutanée :En raison de l'utilisation généralisée de I'aronga#tpie par la peau, ils
provoguent des réactions cutanféldélene et Nadine, 2007)Parmi les facteurs qui dépendent
de la réaction cutanée sont: La surface exposégurize, la concentration, L'intégrité de la
peau présence d’inflammation ...ect, les facteursrentrementaux comme la lumiere (UV) la
température.

» Dermocausticité: La dermocausticité c’est une agression de la pemparable a une brulure,
peut apparaitre dés la premiére utilisation des Elittenant des phénol§rasmine etal.,
2014).

» Phototoxicité: La phototoxicité est une molécule polycyclique femhdes liaisons avec les
bases pyrimidique de '’ADN sous I'action des rayaitgsaviolets, cette liaison induit libration
des médiateur inflammatoire et cette réaction pyoegar HEs.
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Allergie de contact:En cas le contact avec HEs induit effet allergieszouni etal., 2006).
Toxicité pulmonaire: C’est le cas tous les composés carbonés, parceeqgent des composés
actifs et irritants pour la muqueuse respiratdifartnoll et al., 1993 ; Janes eal., 2005).
Toxicité cardiovasculaire: Certaines molécules aromatiques agissent sur léemsgs

cardiovasculairéMagyar et al., 2004).

Toxicité rénale L'ingestion d’une quantité inconnue d’'HE de feitqurovoqué la toxicité
rénale(Kloss etal., 1967)

Toxicité digestive: L utilisation des HEs par voie digestive induitfitation ou I'inflammation

de la muqueuse digestij€isserand etal., 2013)

Toxicité hépatique: Les molécules aromatiques des phénols toxiques lgofbie (ake,
1999)

Neurotoxicité: Les HEs des fenouil induit une perturbation élgatr des neurondSaunders
etal., 2000)

Toxicologie de la reproduction: Etude des effets déléteres sur les fonctions reptddes
males et femelle@®har, 1995 ; Franchomme, 2005 ; Tisserand etl., 2013)

Cancérogeénicité: Les études ont montré I'apparition de tumeurs daszongeurs exposes a

divers composeés aromatiqudssserand et Young, 2013).
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1. Plomb
[11.1. Définition

Le plomb(Figure 10) est un métal mou, bleuatre a gris argent. Il farg27° C. C’est un
elément chimique de la famille des cristallogemessymbole Pb et de numéro atomique 82
c’est un produit naturel de la division de l'urani(Mahan, 1987 etal., Salvarredy, 2008).1I
est présent dans les roches métamorphiques eiv@susous forme de nodules et sulfure
(Bodek etal., 1998; Bagur, 201]). Il s'agit cependant d’'un métal dont les composest
tres peu hydrosolubles et de faible mobilité gématpe (Boulkrah, 2008). Le Plomb est

présent dans la crodte terregtPechardi et al., 201)).

_— O

Figure 10 : Nodules de Plomb, raffinés par électrolyse, & déte cube d'1 cide Plomb pur a plus
de 99,9 %(Bodek etal., 1998).

l1l.2. Caractéristiques physicochimiques du Plomb

Le Plomb existe sous forme métallique inorganiquié @end une forme inorganique
lorsqu’il est associé a certains composés pour dordes sels de plomb (chlorure, nitrate,
oxyde, phosphate et sulfai@ennart, 1992).Il appartient au group IV b de la Classification
périodique des élément8ecchi, 2008. Le Plomb possede des caractéristiques qui kderegn

notamment adapte a I'étude géochimi¢feabric et al., 2001)
[11.3. Sources du plomb dans I'environnement
[11.3.1. Sources naturelles
Le plomb est naturellement présent en moyenne@%@ans tous les compartiments

de la biosphére et dans la crodte terrg#tfieor, 1988).

[11.3.2. Sources anthropiques

Les rejets atmosphériques sont principalement apitdwes, ils proviennent d'abord
des industries de fusion du plomb, et au niveatigoou urbain, des rejets des véhicules a
moteur(Bendada, 2011)
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[1l.4. Toxicité du plomb

De nombreuses utilisations historiques du plomldewses composés sont désormais
proscrites en couse de la toxicité du plof@brberk, 1996) Si les mécanismes toxiques du
plomb sont nombreux, ce sont généralement sedéragaces avec la synthese de 'héme et
qui sont les plus important€ehoe, 1961, Ivarts etal., 1975) La toxicité cellulaire peut
étre due a l'interaction avec le génofftauber et al., 1999).L’exposition au plomb peut

entrainer des effets nocifs sévere sur la sant@imafdacques, 1999; Salim edl., 2015)

[11.4.1. Voies d’exposition

Le plomb peut pénétrer dans I'organisme humaintgms voies: Parinhalation et par

ingestion et par contact cutan@éorrow et al., 1980)
[11.4.2 . Principaux effets toxiques du plomb sur la santé hmaine

A. Toxicités aigue

C’est une intoxication rare qui se rencontre apresingestion massive de plomb. Les
troubles digestives sont parmi les signaux et s§mps les plus précocéslbahary et al.,
1965. Il se traduit par I'apparition de fortes diargiséassociées a des crompes et des douleurs
abdominales...(awad, 1986, Malcoma et al., 1970, Abed etal., 1973. Ces troubles
cliniques peuvent étre associés a une cytolysetigépaune hémolyse, et une atteinte rénale
dépendante de la dose et plomb stocké dans leseésesseusdSarnier, 2005).

B. Toxicité chronique

Exposition par lingestion dans la population géte&r et l'inhalation en milieu
professionnelléBialec, 2006)

* Digestifs: On observe la « Colique de plomb » ou « colig@gieirnine », c’'est-a-dire des

crises douloureuses abdominales paroxystiDesnande etal 2009).

Cardiovasculaires: L'intoxication au plomb provoqué la tension akéle (Poreba,
2011, Niamane, 2002).

Rénaux: L'exposition par inhalation, out mis en évidenoe exces de mortalité par

insuffisance rénaleSglvan etal., 1985.

Systeme nerveux Le plomb est responsable d'atteintes neurolegicge traduire par

une encéphalopathie convulsivante pouvant alleyuas décegGarnier, 2000).

e Cancer: L'administration de fortes doses de plomb a pgoe des cancers du rein chez
de petits rongeur&Cinc, 2002)
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[l .4.3. Intoxication chez L’Enfant
L’exposition des enfants au plomb a diminué au €al@s 20 derniéres années, grace
notamment a linterdiction de l'essence au plorgihilippe et al., 2017). Le risqué

d'intoxication saturnique est plus élevé chezdesgs enfant@ollfus, 2001).

[11.5. Toxicocinétique du plomb

[11.5.1. Absorption

L’absorption de plomb se fait par inhalation, irng@sou par contact cutar@arnier,
2005).L’absorption des vapeurs de plomb est respirat@edle des poussiéres inhalées est
respiratoire et digestive : la rétention respiraaies particules est comprise entre 30 et 50 %,
selon leur granulométrie et la ventilation des pengs exposégdpcs, 1995).Pratique, la
principale voie d’absorption du plomb est digesti@bez I'adulte, en moyenne, 5 a 10 % de
la dose ingérée est absorb@@arnier, 2005). Il est fortement augmenté par le je{(rkeard
et al.,1983)a carence martiale, les régimes pauvres en paldaimet vitamine Nlahaffey
et al.,1986) (Moore etal., 1980).

[11.5.2. Distribution

La distribution du plomb dans I'organisme n’est pasogene. Absorbe passe dans la
circulation sanguine est fixe auxérythrocytes, aueau del’hémoglobineet la membrane: le
reste se diffuse dans le sérum. Il est ensuiteluligt a divers organe et tisgi@ellus, 197,
Elle a fait I'objet de nombreuses modélisations; pdus généralement admises distinguent
trois compartiments, en fonction de leurs cinétgd@limination: le sang, les tissus mous et
'os (IPCS, 1995). (Kamensky eal., 1993) Il y a Plusieurs facteurs jouent sur la distriduit
du plomb et donc sur sa toxicité: Les doses |ét@lmuvais, 1991)et I'age(Anderson,
1975)

[11.5.3. Elimination

La majeure partie du plomb ingéré n'est pas résprbgest éliminée par le transit
digestif. Cette élimination intervient lorsque llepb de chasse a été suffisamment érodé.La
fraction résorbée est éliminée tres lentement eiaden tres incompléte, par voie rénale et
biliaire. La plombémie redevient normale en 5 aeiaines enviroifRoscoe etal., 1979;
Dieter et Finley, 1979; Franson etl., 1986; Pain, 1987)Une grande quantité de Plomb
peut étre éliminé lors de la ponte, par incorporatians la coquilléFinley et al., 1976) et
lors de la Mue, par fixation aux protéines soufrdes plumegMauvais, 1991)
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|. Matériels et méthodes

Les expérimentations effectuées dans cette étudétéraccomplis dans le Laboratoire de
recherche sur les applications et molécules bioestiest le laboratoire de toxicologie, du

département de Biologie.

I.1. Matériels
[.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal choisi dans la présente étstigeprésenté par les graines seches du
fenouil (Foeniculum vulgarg Les graines de fenouil ont été achetées, soosefeéchée et retrouvé

en couleur vert, chez un arboriste. Elles sontimaiges de la Wilaya de Tébegqgdoto 01).

Photo 01 :Les graines séches du fenolibéniculum vulgarg(Photos personnellg

1.1.2. Matériel animal

Afin d’accomplir les expériences de cette étuderd?® blancs males de la souche Wistar ont
été utilisés. Ce sont des mammiferes de I'ordraalegeurs, largement utilisés dans divers domaine
de recherche. Ces rats ont été procurés cheztlinBasteur d’Alger. lls sont agés entre 07 et 08

semaines et ont un poids vif moyen entre 140 ety00
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Photo 02 :Rats males de la souche Wigfhoto personnelle).

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthylenies d’'une mangeoire et d’un biberon
d’eau et tapissées d'une litiere constituée de ampeale bois. Les cages ont été nettoyées et la
litiere changée quotidiennement. Ces rats ont éténs a une période d’adaptation d’un mois
environ, aux conditions de I'animalerie : températk5°C+2°C et une photopériode naturelle.

Photo 03 :Conditions d’élevage des rg&hoto personnelle).

|.2. Méthodes
|.2.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles du fenouit@réalisée par hydro distillation. Il s'agit de
la méthode la plus simple et la plus utilisée. pagil utilisé pour I'hydro-distillation est de p
Clevenger(photo03) Il est constitué d’'un chauffe-ballon, un ballanverre pyrex, une colonne, un
réfrigérant et un collecteur. Chacun de ces élésnenin role précis : le ballon en verre pyrex gert
placer les grains séchés et I'eau distillée. Leauffeeballon permet la distribution homogéne de la
chaleur dans le ballon. La colonne contenant leigéfant condense la vapeur qui vient de
'échauffement du ballon. Le collecteur en verrergmy recoit les extraits de la distillation
(Mohammed, 2006).
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Photos 04 :Procédé d’hydro-distillatio(Photo personnelle).

[.2.2. Rendement

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

de la matiere seche de la plante.

R = Pex100/Rus]

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

[.2.3. Traitement des rats

Les 20 rats males ont été répartis en 4 groupésdes chacun, il s'agit de :
* Groupe 1 ou goupe témoin (T) rats traités par I'eau distillée (1ml) par voielera

* Groupe 2 (Pb) :rats traités par une solution d’acétate de Plonmbirgidtrée par voie orale
(gavage) chaque jour pendant 21 jours avec uned®& mg/kg de poids corporel. Cette

dose a été utilisée p8aka etal. (2011).

» Groupe 3 (HE): rats traités par les huiles essentielles du fergarilvoie orale chaque jour
pendant 21 jours avec une dose de 0,5 ul/kg des poigorel/jour. Cette dose a été utilisée
parAl-Seikh etal. (2015).
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» Groupe 4 (Pb-HE) :rats traités d’'une part par les huiles essentiellefenouil avec une dose
de 0,5 pl/kg de poids corporel et le d’autre pant lp Plomb a la dose 25mg/kg de poids

corporel.
I.2.4. Sacrifices et prélevements des foies
Au 21éme jour, les rats des 4 groupes ont étdfisagnar décapitation. Aprées la dissection,
les foies ont été récupérés et conservés danspier@uminium au congélateur & —20°C jusqu’a
'analyse:
» Le dosage des métabolites (lipides, protéinesjdggy.

le dosage de parametres du stress oxydant : GSH, &, CAT, et MDA.

Photo 06 :Prélevement des foi¢Bhoto personnelle).
I. 3. Analyse des parametres biochimiques
I.3.1. Dosage des métabolites (protéines, lipidesgiucides)

Le dosage des différents métabolites (protéinpisids et glucides) contenus dans le foie des
rats a été réalisé selon le procédéStiébko et al. (1966) Apres broyage et centrifugation (5000

tours/mn pendant 10mn), le surnagent | a été rééupdfin de doser les lipides.
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Le culot | quant-a-lui a été récupéré et mélangec aéunl d’éther de chloroforme (V/V). Ensuite,
une deuxieme centrifugation (5000 tours/mn pend@ninn) a été réalisée. Le surnagent Il a été
récupéré afin de doser les lipides tandis que ligt tlua été traité avec 1 ml de NAOH (0,1N) pour
le dosage du taux des protéines totéigsire 11).
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Dosage des métabolites

Echantillor (200mg) de tiss

v

1ml de TCA a (20%;

\/

Broyage

'

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)

T | 1

Surnageant | Culot |
v v
Aliguot € (100ul) 1 ml éther/chloroforme
Anthrone (4 m|) Centrifugation (5000

trs/min, 10 nrin)

{ :

Chauffer 80°C l l
10min(bain marie) Surnageant I Culot Il
Aliquot € (100 pl’ 1 ml NaOH (1(%)
Evaporation totale Agitation (vortex)
1 ml d’acide Dosage aliquote
S“'fi”que (100 pl+ 4mi BBC
Agitation ‘
4 Agitation
Chauffage a 100°C
10min au bain de sable
¥
200ul mélange +2,5ml d’acide
sulfphospho vanillique
v v L
Glucides Linides Protéines
Duchateau & Florkin, (1959  Goldsworthyet al, (1972) Bradford, (1976)

Figure 11 : Extraction des glucides, protéines et lipides to{@hibko et al., 1966)
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1.3.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été détermine selontleodeedgBradford, 1976) qui consiste a
utiliser le bleu de Coomassie comme réactif .Caideréagit avec les groupements amines (2NH
des protéines pour former un complexe de couleruw.dl’apparition de la couleur bleu reflete le

degré d’ionisation du milieu acide et I'intensi@espond a la concentration des protéines.

Pour accomplir cet essai, nous avons procédé cauine

» Prélever 0.1ml de ’lhomogénat.
» Ajouter 5ml de réactif de bleu de coomassie.

» Agiter et laisser reposer 5 minutes.

 Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc

La concentration des protéines est déterminée parparaison a une gramme étalon
d’albumine sérique bovine (1lmg/ml) préalablememtisée dans les mémes conditidiasmnexe
01).
1.3.1.2. Dosage des lipides

Le taux des lipides a été déterminé selon la méthiedsoldsworthy et al., (1972).Cette
méthode utilise la vanilline comme réactif (0,38gwanilline, 195ml d’acide ortho phosphorique a
85% et 55ml d’eau distillée) et solution mere gades (2,5mg/ml) comme standard. Et ajoutée 1ml
d’acide sulfurique (98%), apres agitation, les éfémuun bain marie (100C° pendant 10min) de

chaque tube 200ul sont ensuite préleveés et ilj@stéa2,5ml de réactif.

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

1.3.1.3. Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été realisé salonéthode déuchateau et Florkin
(1959) Cette méthode utilise I'anthorone comme réacB0( mg d’'anthorne ,75 ml d’acide
sulfurique et 25 ml d’eau distille) et une solutimére de glucose (1g/l) comme standard

La méthode consiste a additionner a une fractimuae 100 pl du surnageant contenu
dans un tube a essai, 4 ml de réactif d’Anthrorm@es chauffage du mélange dans un bain marie a
80°C pendant 10 min. Une coloration verte se dévelppjiensité de la coloration mesurée a une
longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle guintité de glucide présent dans I'échantillon.

La gamme d’étalonnage est effectuée a partir daoietion mere du glucose (1 mg/ml)

(annexe 03).
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l.4. Analyse des parametres enzymatiques

1.4.1. Dosage du malondialdehyde (MDA)

Le malondialdehyde (MDA) sont dosé selon la méthaeleraper et Hadley (1990 ) Cette
méthode est basée sur la mesure colorimétriqua dEattion entre I'acide thiobarbiturique (TBA)
et le malondialdehyde (MDA) donnant un produit redgun dont I'intensité de la coloration est
mesurée a une longueur d’onde de 530 nm. Pouseéale protocole, nous avons suivi les étapes

suivantes :

* Prélever 375ul de homogénat.
» Ajouter 150ul de solution tampon TBS (Tris 50 mMa ®I 150 Mm Ph 7,4).
* Ajouter 375ul de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%
» Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10.m
* Prélever 400 ul de surnageant.
* Ajouter 80ul de d’'HCI 0,6 M.
» Ajouter 320%I de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBE20 mM).
* Mélanger et incuber au bain marie a une tempéraei&°C pendant 10 minutes.
* Lue La densité optique &= 530 nm contre un blanc ou du tampon tris-HClplaxce le
surnageant.
Le taux du MDA est détermine selon la formule sotea

X = A Do/mn
- 156

X n / mgd téi
— éi
vs/ Mg de protéines

X: (Taux du MDA): micromole de substrat hydrolyse par mg de progégud/mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue apresohysk du substrat.
156: coefficient d’extinction molaire du TBA.
Vt : volume total dans la cuve : 1ml (volume total damol récupéere renfermant les Complexes
TBA/MDA).
Vs : volume du surnageant utilise dans le dosagemQ,5
mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.

1.4.2. Dosage du glutathion (GSH)

Le taux de GSH est quantifié selon la méthodeMsekberker et Cory (1988),dont le
principe repose sur la mesure colorimétrique deida 2-nitro-5-mercapturique, résultant de la
réduction de l'acide 5-5'- dithio-bis-2-nitrobengae (DTNB) par les groupements thiols (-SH) du
glutathion. Une fois prépare, I'homogéne doit suhine déprotéinisation par I'acide
sulfosalicyclique a 0,25 % afin de protéges lesigements (-SH) du glutathigiveckberker et

Cory, 1988).Pour réaliser ce protocole, nous avons suivi lagest suivantes :
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e Prélever 0,8 ml de ’lhomogénat

» Ajoute 0,2ml de la solution d’acide sulfosalicyl&(5SA)

» Agites le mélange et laisse pendent 15 min danmsdmglace

» Centrifuger a 1000 tour /min pendent 5 min

» Prélever 0,5 du surnageant

* Ajoute 1ml du tampon Tris —EDTA (contentent O ,2IlBDTA, PH 9,6)

e Ajoute 0,025 ml de I'acide 5,5 dithio-bis -2-nitenzoique (DTNB) a 0,01M,

» Laisse repose pendent 5 min a une température aralgaur la stabilisation de la couleur

» Lire les densités optiques a 412 nm contre le bi@actif.
Calcul de la concentration

On calcul la concentration du GSH exprimée en naesnpar milligramme de protéines
(nmol /mg prot).

Le taux de GSH est calculéselon la formule suivante

ADo 1 1,525
= X — X ———
13,1 0,8 0,5

mg de protéines

X : Taux du GSH, micromole de substrat hydrolysé par mg de prog&fp® /mg de protéines).

DO : la densité optique obtenue aprés hydrolyse duratbs

| : volume total des solutions utilisées dans la d@&mmisation : 1ml (0,2ml ASS+0,8ml homogénat).

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

13100 :coefficient d’extinction molaire concernant le gpement thiol (_SH).a 412 mn

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

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

mg de protéines :quantité de protéines exprimée en mg.
1.4.3. Dosage de I'activité glutathion-S-transféras (GST)

Le dosage de la GST est réalisé selon la métho@dateg et al., 1974)basée sur la mesure

photomeétrique de la cinétigue de conjugaison dwlygtdormé avec un substrat, le 1-chloro-2-4
dinitrobenzeéne (CDNB) en présence d’un cofactegiu&thion (GSH). Pour réaliser ce protocole,

nous avons suivi les étapes suivantes :

 Les fragments de foie sont homogénéisés dans lmahagon phosphate de sodium (0,1 M et
pH 6).

* L’homogénat est centrifugé a 14000 g pendant 30 mn

* Récupéré le surnageant comme source d’enzyme.

* Prélaver 200 pl du surnageant a été additionn& anl,de substrat CDNB (1mM), GSH
(5mM)
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 Le blanc contentent 200 pl d’eau distille rempladamuantité surnagent.
» La lecture des absorbances est effectuée toutesiilagtes pendant 5mn a une longueur
d’onde de 340 nm, contre un blanc Réactif.

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

_ ADo/mn
96

‘]S/ d s
X

X: micromoles de substrat hydrolysé par minuteaetnpg de protéines.
A Do : pente de la droite de régression obtenue aydrellyse du substrat en fonction du temps.
9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (M-1cf)-
Vt : volume totale de la cuve (1400ul).
Vs : volume de I'homogénat (200ul).
mg de prot: quantité de protéines exprimée en mg.

1.4.4. Dosage de I'activité catalase (CAT)

La catalase est une enzyme antioxydante la plusagonent mesurée dans les recherches
lites aux radicaux libres. La catalase est I'enzgmieélimine le peroxyde d’hydrogene 4Bb).
Cette enzyme intervient dans la défense de laleetlantre le stress oxydatif en catalysant la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne,(d) toxique en eau et en oxygée(iRegoli et Pricipato,
1995 ; Boucenna, 2010).

2H202 — 2H0+C2

L’activité du catalase est déterminée selonla nd#hde CaKmak et Horst (2003). Le
principe repose sur la disparition de 4B a 25°C par la présence de catalase. Pour réakser

protocole, nous avons suivi les étapes suivantes :

» Prélever 20 pl de surnageant

» Ajouter 200 ul de peroxyde d’hydrogéne

» Ajouter 780 ul TBS.

* Pour le blanc : mélange 780 ul TBS + 200 pOk+ 20 HO

La réaction est controlée par une lecture contprrelant 2 minutes durant 15 secondes a une

longueur d’onde a 240 nm.
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L’activité CAT est calculée par la formule suivante

3 (ADOX10
" (exLx0,05xmg de protéines)

X: micromole de substrat hydrolysé par minute etnpgude protéines (UM/mn /mg de protéines).
A DO : différences de la densité optique obtenue aprésolyse du substrat pendant une minute.
£ : Le coefficient d’extinction du H202 (3900 pM.Cm 1. L)

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

Mg de protéines :quantité de protéines exprimée en.mg

1.4.5. Dosage de I'activité du Glutathion réduit (G*X)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase XpR été mesurée par la méthode de
(Flohe et Gunzlzer, 1984)Cette méthode est basée sur la réduction de perodyydrogene
(H202) en présence du glutathion réduit (GSH), eeniér est transformé en (GSSG) sous
l'influence de GPX selon la réaction suivante :

H,0,+GSH_GSSG +2HO,

Le protocole expérimental suivi a été omme suit :

» Prélever 0,2 ml de 'homogénat (surnageant).

» Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM).

» Ajouter 0,2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mNg Cl 150 Mm Ph 7,4).
* Incuber au bain marie a 25°C. pendant 5 min.

» Ajouter 0,2 ml de H202 (1,3 Mm) pour initier laagdion, laisser agir pendant 10 minutes.
» Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

» Mettre le mélange dans un bain de glace pendanti30tes.

 Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes

» Prélever 0,48 ml de surnageant.

» Ajouter 2,2 ml de solution tampon TBS.

» Ajouter 2,32 ml de DTNB (1 mM).

* Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optica 412 nm.
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La détermination de I'activité enzymatique de laX3e fait a I'aide de la formule suivante:

GPx( pmol. mg de protéine ) =

(DOe — DOb ). 0,04

DOb

» DO : échantillon : Densité optique de I'échantillon.

» DO étalon : Densité optique de I'étalon.
» 0,04 :Concentration de substrat (GSH).

1.5. Analyse statistique des résultats

Les guantités des métabolites (protéines, gluceddfpides) sont déterminées a partir des

courbes d’étalonnage en utilisant Excel.

L’'analyse statistiqgue des données est effectuééepgast ANOVA a un seul facteur suivi par
le test de Tukey pour la comparaison entre le®mdiffts lots entre eux. Cette analyse a été faite

grace au logiciel Minitab (Version 16).

Les différences sont considérées comme:

» Significative lorsque (P <0,05).

» Hautement significative lorsque (P <0,01).

» Trés hautement significative lorsque (P <0,001).

» Avec p : seuil de signification.
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Résultats et Discussion

Il. Résultats
I1.1. Rendement du fenouil en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle du fenouil étitlans cette étude est de 1,27% + 0,1%.

[1.2. Effets du Plomb et des HE du fenouil sur leparamétres biochimiques hépatiques

[1.2.1. Effet sur le taux des protéines hépatiques

Le taux des protéines a été déterminé sur la bae aburbe de référence présenté dans
'annexe (1) Les variationsdu taux moyen de protéines au miegpatique chez les rats
témoins est traités sont présentées dans la Fl@uee ’Annexe 04. Nos résultat montrent que
'administration des HE du fenouil chez les ratsyaque une diminution non significative du
taux moyen des protéines hépatiques (p>0,05) gguoraaux rats témoins (42,34 mgdk
54,36 mg/L). L’'administration du Pb provoque unmigiution plus accentuée du taux moyen
des protéines hépatiques mais elle reste non sigtive comparée aux témoins (35,99 mg/L
vs54,36 mg/L).
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Figure 12 : Variation des concentrations moyennes de prot@onesveau hépatique chez les
rats témoins et traités apres 21j de traitements
NS : Non Significatif (p>0,05).
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La combinaison de fenouil et du Plomb corrige lextdes protéines vers des valeurs
proches de celles des témoins (57,04 mgéL54,36 mg/L). Ces valeurs ne sont, bien

évidemment, pas différentes de celles des témpi3,(5).
11.2.2. Effet sur le taux des lipides hépatique

Nos résultats montrent que I'exposition au Pb pgoeo une diminution non
significative du taux moyen des lipides au niveapdiique comparée aux témoins. En effet,
le taux moyen des lipides est de 1361,07 mg/L ¢bezats traités par le Pb et de 2140,50
mg/L chez les rats témoins. Nous remarquons égalemee I'administration des HE du
fenouil entraine une diminution non significatiye>0,05) par rapport aux témoins (2015,10
mg/L vs 2140,50 mg/L).

L’administration des HE fenouil en combinaison aled®lomb augmente le taux des
lipides a des valeurs proches de celles des ténitha§,40 mg/Lvs2140,50 mg/L).
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Figure 13 : Variation de la concentration moyenne des lipidesigeau du foie chez les rd&amoins
et traités aprés 21j de traitements
NS : Non Significatif (p>0,05)

11.2.3. Effet sur le taux des glucides hépatique

La figure 14 représente les variations des tauxemsyle glucides chez les rats témoins
et traité par le Pb et les HE du fenouil. Les risllde la présente étude montrent que
'administration du Pb chez les rats induit uneidimion trés hautement significative du taux
des glucides en comparaison avec les rats témpn®,001). En effet, le taux moyen des
glucides est de 39,89 mg/L chez les rats traitégp®b et de 168,96 mg/L chez les rats
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témoins. L’administration des HE du fenouil provegeégalement une diminution trés
hautement significative (p=0,001) du taux des glasicomparée aux témoins (26,47 megL
168,96 mg/L).

Parallélement, la combinaison des HE du fenoutiletPlomb augmente le taux des
glucides au niveau hépatique de facon trés hautesngmficative comparée aux lots traités
uniquement par le Pb ou par les HE du fenouil (@8D). Ces valeurs sont comparables a
celles des rats témoins (169,84 myd168,96 mg/L).
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Figure 14 : Variation de la concentration moyenne des gluciegmtiques chez les rats témoins etles
rats traités aprées 21j de traitements

11.3. Effets du Plomb et des HE du fenouil sur leparamétres du stress oxydant
11.3.1. Evolution du taux de malondialdehyde (MDA)

L’évolution des taux moyen du MDA chez les ratstésaet ceux témoins sont exposes
dans le Figure 15 et le I'Annexe 05. Les résuldatsette étude indiquent que I'administration
du Pb est associée a une augmentation non sigiviéidp>0,05) du taux du MDA comparée
aux rats témoins (14,58V/mg de protvs 9,84uM/mg de prot). L’administration des HE du
fenouil quant-a-elle ne modifie pas le taux du MQ#0,05) par rapport a celui des rats

témoins (9,821M/mg de protvs 9,84uM/mg de prot).
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Figure 15 : Variation des concentrations moyennes du MDA chezats témoins et traités
apres 21j de traitements
NS : Non Significatif (p>0,05)

La combinaison des HE du fenouil et du Plomb rantésn¢aux du MDA a des valeurs
proches des témoins : 10,d4Bl/mg de protvs 9,84uM/mg de prot. respectivement.

[1.3.2. Evolution du taux du glutathion réduit (GSH)

Les valeurs moyennes du GSH hépatique chez ledémbins est traités par le Pb et
les HE du fenouil sont représentées dans la Figfairet ’Annexe 05. Nos résultats montrent
gue I'administration des HE du fenouil ne modifidlement les valeurs de GSH comparées
aux témoins (p>0,05). De méme, 'administrationRlun’affecte pas le taux moyen de GSH
en comparaison avec les rats témoins (0,0Qd85ng de prot.vs 0,00335uM/mg de prot).
L’association du Pb et des HE du fenouil quantl@-diminue de facon non significative
(p>0,05) le taux de GSH en comparaison avec le®it&n(0,00138uM/mg de prot.vs
0,00335uM/mg de prot).
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Figure 16 : Variation des concentrations moyenne du GSH hépatitez les rats témoins et
traités apres 21j de traitements
NS : Non Significatif (p>0,05)

11.3.3. Evolution du taux moyen de GPx

Les valeurs moyennes du GPx hépatique chez letératins est traités par le Pb et les
HE du fenouil sont représentées dans la Figurel@ BAnnexe 05. Nos résultats montrent
gue l'administration des HE du fenouil non modifigllement les valeurs de GPx comparées
aux témoins. En revanche, 'administration du Rhidie de fagon non significative (p>0,05)
le taux moyen de GPx en comparaison avec les éatsins (0,0307uM/mg de prot.vs
0,03854uM/mg de prot). La combinaison des HE du fenouiletPlomb ramene les taux du
GPx a des valeurs proches des témoins : 0,0@8¥dgg de protvs 0,03854uM/mg de prot.

respectivement.
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Figure 17 :Variation des concentrations moyennedu GPx hépatihez les rats témoins et traités
apres 21j de traitements
NS : Non Significatif (p>0,05).

[1.3.4. Evolution du taux moyen de GST

Les valeurs moyennes du GST hépatique chez letératsins est traités par le Pb et les
HE du fenouil sont représentées dans la Figure I8rmexe 05. Nos résultats montrent que
I'administration des HE du fenouil entraine une megtation non significative (p>0,05) des
valeurs de GST comparées aux témoins (11,18xM/mg de prot.vs 1,30x10° uM/mg de
prot.). En revanche, 'administration du Pb augreeh¢ facon tres hautement significative
(p<0,001) le taux moyen de GST en comparaison kegets témoins (27,58x20M/mg de
prot. vs 1,30x10°uM/mg de prot). L'association du Pb et des HE dwéghdiminue de facon
tres hautement significative (p<0,001) le taux d&T&n comparaison avec le lot traité par le
Pb. Cette valeur, reste quand-méme supérieurelé ded témoins mais la différence n’est
statistiquement pas significative (3,961M/mg de protvs 1,30x10° uM/mg de prot).
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Figure 18 : Variation de la concentration de GST chez le etérapres 21]
11.3.5. Evolution du taux de la catalase (CAT)

L’évolution des taux moyen de la CAT hépatique cleszrats traités et ceux témoins
sont exposés dans le Figure 19 et le 'Annexe @Ss. ésultats de cette étude indiquent que
'administration du Pb est associée a une augmentats hautement significative (p<0,001)
du taux du CAT hépatique comparée aux rats tén{@Bg6x10uM/mg de protvs 1,37x10
*uM/mg de prot). L'administration des HE du fenouilapt-a-elle augmente de fagcon non
significative (p>0,05) le taux de CAT par rapportelui des rats témoins (1,82x3M/mg
de protvs1,37x10°uM/mg de prot).

La combinaison des HE du fenouil et du Plomb augené@galement de facon non
significative (p>0,05) le taux du CAT par rappouxaémoins : 3,88xI8uM/mg de protvs
1,37x10° uM/mg de prot respectivement.
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Figure 19 : Variation de la concentration moyenne de la cataiepatique chez les rats

témoins et traités apres 21j de traitements
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[ll. Discussion
l1l.1. Rendement du fenouil en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielle du fenouil néedans le fenouil utilisé dans cette
étude était de 1,27%. Ce rendement parait moinriiupt que celui rapporté dans la
littérature. En générale, le rendement en huilergssdle des graines du fenouil varie de 2,5 a
6 % avec une moyenne de 3,5Pableaux 03) En effet,(Lazouni etal. 2007)rapportent un
rendement de 2,7 % pour la méme espece mais dieragférent. La différence peut étre lie
a beaucoup de facteurs tels que l'origine de lantpJala saison de récole, le procédés

d’extraction...etc.

Tableau 03.Rendements en huile essentielle extraite des graiméenouil dans différents pays.

Origine Algérie Pakistan Brasille Turquie Inde
Méthode Entraineme Hydro- Hydro- Hydro- Hydro-distillateur
d’extraction nta distillateur distillateur distillateur de
la vapeur de de type Clevenger
type Clevenger type Clevenger (1928)
(1928) (1928)
Rendement 2,7% 3,8 % 2,4% 6,01% 1,2%
Référence | (Lazouniet | (Gulfraz etal.,, | (Moura et al., (Ozcan et (Singhet al.,
al., 2007) 2008) 2003) Chalchat., 2004) 2006)

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

Dans notre travail nous avons choisi comme modeledique les rats Wistar qui sont
largement utilisés dans les recherches scientdiqueause des similitudes physiologiques
avec I'étre humain et la possibilité d’extrapoles Irésultats vers I'Hommgrsini et al,
1989).Nous avons cherché a évaluer les effets toxiquesvaau hépatique par le suivi de
I'activité de certains bio-marqueurs biochimiqueso{éines, lipides et glucides), enzymatique
(GST, GPx et CAT) et non enzymatique (MDA et GSH).

D’une manieére générale, les résultats de la préséntde montrent que les huiles
essentielle du fenouil utilisées a la dose de d/mlpne provoque pas de changement
significatifs comparés aux témoins ni sur le plathimique (taux de protéines et de lipides)
ni sur le plan enzymatique (MDA, GSH, GPx et CAT).
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Cependant, le taux des glucides a significativendéminué avec I'administration des
HE du fenouil. Cette diminution peut étre due &lidation glucose et du glycogéne hépatique
pour satisfaire aux besoins énergétiques croisséateSoud et al., 2011) ont réalisé une
étude sur I'effet des HEs sur le taux des glucittesz les rats. lls ont trouvé que les petites
doses HEs exercent un équilibre du taux du glucAdertes doses, il se manifeste surtout

hyperglycémie.

Partant du principe que tout type des contraintesr@ennementales (stress chimique,
stress hydrique, thermique, oxydant, exposition&ppllution) peut provoquer une libération
des radicaux libres dans I'organisiffaurousseau, 2002)I'utilisation des huiles essentielles
du fenouil peut se montrer dangereuse aux dosesfdn effet, une étude antérieure réalisée
dans le Laboratoire des molécules bioactives eicgpions sur un autre modéle biologique ;
'escargot a montré que s’il est exposés a dessdéseée (4 ul/kg) d’HEs du fenouil, cela
provogue une augmentation du taux des protéinds glucides associée et une diminution du
taux des lipides. En plus, une augmentation desitéstde la GST, CAT, et une diminution
du taux de GSH ont été observées. Cette augmentadiorrait étre due a I'induction de la
synthese d’enzymes de détoxification et de métsdntin sous I'effet du stress oxydative

produit a la présence de différents composés hisdistahid et al., 2015)

[11.3. Effets du Plomb sur les paramétres biochimigies et enzymatiques
111.3.1. Effet sur le taux des protéines

Dans la présente étude, nousavons constaté quaule des protéines diminue
significativement chez les rats traités par le flooomparé aux témoins. Cette diminution
pourrait étre due a plusieurs mécanismes, parngueks I'utilisation directe des protéines par
les cellules pour subvenir aux besoins énergétiamaja et Rao, 1994in Toualbia,
2018. Elle pourrait étre expliquée également par €otation du métabolisme hépatique des
protéines vers la production des systemes de defehsvers la néoglucogenese ou les
protéines peuvent étre dégradées en acides amunégiwt servir comme source pour la
synthése des systemes de défense anti-oxyd8atsa et al., 2011). La diminution des
concentrations de protéines peutétre égalemeriiwse au déséquilibre entre le taux synthése
et de dégradation des protéines. Les dégats daparémchyme hépatique dus aux effets
toxiques du Pb qui peut endommager les hépatoeytesanger leurs capacités de synthese
(Al-Seikh et Galal, 2015).De nombreuses études ayant évalué le taux desna®tirs
d’une intoxication par le Pb ont rapporté des té@ssilqui vont dans le méme sens que ceux de
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cette étudéNaouel, 2015) et (Patil eal. 2003) et (Abbassy eal. 2014)ont démontré que le

taux de protéine est manifestement diminué aprgssition aux différents pesticides.

[11.3.2. Effet sur le taux des lipides

Les résultats relatifs a I'évolution du taux dgsdes hépatiques mettenten évidence une
diminution de leur taux chez les rats traités maPb comparativementaux témoins. Les
meétaux lourds tels que le Pb entraine une générdes espéeces réactives a I'oxygene. Ces
ROS sont a I'origine de la peroxydation des lipiderainant la diminution de leurs taux dans
le tissu hépatiqu€éOthman et Al-Missiry (1999), Aurousseau, 2002 El-Masry et al.,
2016) Nos résultats sont accord avec ceux rapporté§Saendhir et Gill 1995) et (Sadi et
al., 2015)qui ont rapporté que le Pb exerce son effet taxig augmentant la peroxydation
lipidique ce qui entraines des dommages au niveauntembranes cellulaire compromettant
ainsi les fonctions cellulaires.

111.3.3. Effet sur le taux des glucides

L’allure générale des résultats obtenus dans éattte montrent une diminution du taux
des glucides dans les foies des rats traité pabl&et effet, serait di a I'utilisation directe du
glycogéne pour la régénération d'énergie ou suitene I'hypoxie. Les glucides sont les
sources d'énergieprimaires et immédiates, en éedftod des réserves glucidiques sont
épuisées poursatisfaire des demandes énergétiqcmsies Le Plomb affecte donc
directement la synthése, le stockage et la décatipodu glycogene dans le fo{lassin et
Erginay, 2010) Les résultats de cette études sont concordarets@ux rapportés padddi
etal., 2015)

l1l.4. Effet sur les paramétres enzymatiques

Lorsque les capacités des protéines de stress p@ntnka détoxication cellulaire sont
dépassees, les xénobiotiques vont s’accumuler tEngellules et leurs effets toxiques
deviennent alors apparents. Les mécanismes cedisilgui entrent alors en jeu permettent de
limiter ces effets en facilitant I'excrétion desntaminants et en prenant en charge les
produits réactifs qu’ils génerent. Pour limiter E$aques oxydatives sur les biomolécules,
lites a la génération d’ERO inhérente a la vie l@éroune batterie d’'acteurs antioxydants
permet de dégrader ou prendre en charge la camlaséduit le peroxyde d’hydrogene, les
glutathion peroxydases qui réduisent les peroxgdése a I'oxydation du GSH. La glutathion
réductase qui régéneére le glutathion oxydé graddAIDPH et participe donc indirectement
aux défenses anti-oxydani@$ahid et al., 2015)
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[11.4.1. Effet sur le taux de Malondialdehyde (MDA)

Dans notre étude, nous avons constatéque le talkDoe tend a augmentes chez les
rats traités par le Pb par rapport aux témoinsteCatigmentation peut s’expliquer par la
péroxydation des lipides due aux ROS générés misdrdoxication par le PbAurousseau,
2002; Saka etl., 2011; El-Masry etal., 2016. Le MDA est le principal aldéhyde actif de la
peroxydation des acides gras polyinsaturés des named Les ERO peuvent oxyder les
lipides(Ercal et al., 2001; Tweeddaleet al, 2007) La peroxydation lipidique est suivie d’'un
changement structural des membranes biologidBebianno et al., 2005) ou d’autres
eléments contenant des lipideal-Mutairi et al., 2007) Il s'ensuit une perte de la
perméabilité et du potentiel de membrane et unetiiraion des récepteurs et de enzymes
membranairegPampanin etal., 2005) Ces perturbations fonctionnelles peuvent abaulé
mort des cellules et 'augmentation des teneurBIBA puisque celui-ci est un produit de la
peroxydation lipidique. Nos résultats sont en atcavec les résultats ddalini et al.,
1985) (Berredjem. 2016) (El-Masry et al. 2016)et (Mohamed etal. 2016) qui tous ont
mis en évidenceune augmentation significative dix tde MDA chez les rats lors d’'une
intoxication par le Pb.

[11.4.2. Effet sur le taux de glutathion(GSH)

Le glutathion réduit (GSH) est un composé thiolstitné d’'une succession de trois
acides aminés : l'acide glutamique, la cystéina eflycine. Il joue un réle de détoxification
des substances endogénes ou xénobiotiqueset pleggellules contre un stress oxydant
(Saka etal., 2011). Nos résultats mettent en évidence une diminutiortadix des GSH
hépatique apres une exposition au Pb. Cette dinm@st une réponse au stress oxydatif
provoqué par PtSandhil et Gill, 1995 Farombi et al., 2007) Le GHS est le substrat naturel
de la GST et le GPx qui sont des enzymes impliqgdées les défenses anti-oxydantes. La
diminution du taux de GSH indique que l'organisme rdt mets en place le systéme de
défense anti-oxydant. Des résultats similairesstdtrapporté par plusieurs études antérieures
notamment celles d&andhil et Gill 1995)et (Al-Masry et al., 2016)

[11.4.3. Effet sur le taux de GST

Nos résultats montrent une augmentation du tau®SIE lors d’une exposition au Pb au

niveau des fois des rats. Cette augmentation pgeaegpliquée probablement par le réle du
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systéme de glutathion dans la détoxication deshubtes toxiques des polluants et donc la

protection de la cellule vivante.

La glutathion S-transférase est un principal acturmétabolisme des composées
électrophiles. Elles catalysent souvent la congmaides molécules électrophiles avec le
glutathion réduit (GSHJAI-Masry et al., 2016)ont rapporté en revanche une diminution du
taux de GST dans les reins des rats intoxiquéslgdPb. De méme, une diminution
significative du taux de GST au niveau de I'hépatopeas et du rein a été rapportée par
(Grara et al., 2012)en présence des poussieres métalliques cetteudianins’explique par
une inhibition de la capacité de détoxification &hie en réponse a I'élévation des
concentrations des radicaux libres due a I'expmsidiu P{Saad Saka etl., 2011).

111.4.4. Effet sur le taux de la catalase

Nous avons constaté dans la présente étude gaexlielé la catalase a significativement
augmenté chez les rats traités par le Pb. La satalst une enzyme antioxydant tétramérique,
localisée aux niveaux de cytoplasme et les perargsodont le role est de catalyser la
décomposition du peroxyde d’hydrogene ei®Het G selon I'équation suivanBpon etal.,
2007):

2H202 +2H202 — 0‘2 + 2H20

L’activité de la catalase augmente donc apres wessstoxydatif pour protéger les
cellules vivantes. En concordance avec nos résu(iatra et al., 2001) ont rapporté une
élévation non significative des taux de la catatdwz des rats blancs exposés au Pb comparé
au témoins (12,16s 9,26U/mg de protéines). Contrairement a nos r@s,ltine diminution
de l'activité de la catalase dans les fois des irgtsxiqués par le Pb a été rapportée par
(Sandhil et Gill 1995) De méme(Chaurasia et Kar 1997)et (Al-Masry et al., 2016)ont
rapporté une diminution du taux de la catalase igaan thyroidal et rénal chez des rats
intoxiqués par le Pb. Ces auteurs n'ont pas rappbeixplications posibles a ce résultat.

111.4.5. Effet sur le taux des GPx

En ce qui concerne le taux de GPx au niveau d'iegpatles résultats de la présente
montrent qu'il tend a diminuer chez les rats expoaé Pb par rapport aux témoins. De
nombreuses études ayant évalué le taux des GPd'loms intoxication par le Pb ont rapporté
des résultats similaires. En eff@gandhir et Gill 1995)ont rapporté que le taux de la GPx a

significativement diminué suite a une intoxicatjger le Pb. Il semble important de rappeler
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gue la GPx est considérée comme une enzyme jonadtaiimportant dans la prévention des
dommages oxydatifs occasionnés par les REX®iruaka et Udenwoke, 2016 (kadechgegt
gue l'activité de cette enzyme est étroitementadbibdisponibilité de son substrat, le GSH
(Une et Gupta, 2013 (kadecheEtant donné que la GPx est une enzyme qui catidySGSH
produit suite a un stress oxydatif, son activiterde étre théoriquement augmenté ce qui n’a
pas était observé dans la présente étude. Cecragoétre expliqué par laffinité plus
importante de la GST pour le GSH ou tout simplenpamtle fait que la cellule n'a pas eu le
temps suffisant pour déployer ses réserves de GRBuse du sacrifice rapide des rats (21 j).

l11.5. Effets hépato-protecteur des huiles essenties du fenouil

Dans la présente étude, 'administration des HEedouil en association avec le Plomb
a conduit a un ajustement des désordres biochimigieenzymatiques engendrés par le
Plomb. En effet, les HE du fenouil raménent legewed des différents paramétres étudiées a
des niveaux proches de celles des témoins. Ellepwmmettre les cellules hépatiques en
conditions physiologiques et biologies normalespesgtégeant ainsi contre les processus de

dégénérescence que le Pb a pu déclencher chegdestoxiqués.

L'activité Hépatoprotective des HE &oeniculum vulgare été estimée dans une étude
menée pafOzbek etal., 2003) Ces auteurs ont montré que les dommages cedislaiduits
par le tétrachlorure carbonique (CCI) chez le rdt&ié incontes tablement corrigés apres un
traitement par les HE du fenouil. De mér(iel-Sheikh et Galal. 2015)ont rapporté qu’un
prétraitement par les HE du fenouil protege I'oigare des rats contre I'hnématotoxicité,
immunotoxicité et I'hnépatotoxicité induite par EBRabah et Aboraya. 2014)nt rapporté
également que les HE du fenouil jouent un réleqmtetur contre les effets néfastes produits
par le tetrachloride de carbone (GChu niveau hépatique et sanguin. Des conclusions
similaires ont été rapportées également(d&Amoudi. 2016) contre une intoxication par le
Sodium-valporate au niveau hépatique et rénal dbszrats albinos. Tous ces auteurs
expliquentcet effet protecteur par le pouvoir axjaant et anti-inflammatoires des HE du
fenouil. En effet, beaucoups de compseés volatéstifiés dans les HE du fenouil tel que le
trans-anethole, fenchone, methylchavicol, limoneaginene, camphenep-pinene, -
myrcene,a- phellandrene, 3-carene, camphor, et le cis-ateetbnt un effet anti-oxydant
verifié (Kumar, 2012). Par ailleurs,(Gershbein 1977)a découvert que les HE du fenouill
possedent un effet régénérateurs des sur les dsisatis hépatoctomisés apres un traitement

de 7 jours seulement par les HE de fenouil.
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Nos résultats montrent que les HE du fenouil petenetde limiter les perturbations
provoquees par le Pb grace a leurs propriétésoagtiantes. lls peuvent étre indiqués dans

les supplémentations meédico-alimentaire chez lelviolus qui risquent une exposition
prolongée au plomb.
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Conclusion et perspectives

L'objectif de cette étude consistaittudier la toxicité induite par I'acétate du ploa
niveau hépatique chez les rats Wistar et a évékiést protecteur des HE du fenouil contre
cette toxicité Les résultats indiquent quHE du fenouil n'a pas affecté la plupart des
biomarqueur étudiés excepté le taux des glucidés teux de GST. Ceci peut étre di a une
activité oxydante dissimulée des huiles essentialie fenouil lié probablement a la dose
utilisée. En revanche, le plomb influence tousdasmmetres étudiés reflétant son habilité a
créer un stress oxydatif. En effet, le Pb causehaigse du taux des protéines, des lipides et
des glucides traduisant une activité catalytiquense liée aux stress oxydatif. Il cause
également une modification de I'équilibre pro eti-axydant se manifestant notamment par
une augmentation de la peroxydation lipidique (MDBs&)une diminution de la quantité de
GSH et de l'activité du GPx dans le foie. Pourddace a ce déséquilibre, les organismes des
rats ont réagi par une augmentation de I'activit¢déadCatalase et de la GST.

Parallelement, le traitement des rats par les $igksentielles du fenouil en présence
d'acétate de plomb a ramené tous les marqueursimioges et oxydatifsa des niveaux
proches de ceux obtenus chez les rats témoins. S0etigne I'effet protecteur des huiles
essentielles des fenouils contre l'intoxication Pecétate de Pb en raison de leurs propriétés
antioxydants prouvée dans la littérature.

Les résultats de la présente étude permettent mduce que les huiles essentielles du
fenouil pourraient s’avérer trés bénéfique lorsné’untoxication par le plomb. lls peuvent
étre proposés alors dans le schéma thérapeutici@ateonnes intoxiqués par le Pb sans
risque d’effet secondaires.

Afin d’approfondir les résultats obtenus dans léspnte étude, il semble approprié de
conduire des recherches future axées notamment sur

- Evaluer la toxicité des huiles essentielles du @énsur une période plus longue
afin de mettre en évidences leurs effets nocifdesurats.

- Optimisant les doses inoffensives des huiles esdest du fenouil pour les
organismes vivants.

- Etendre I'évaluation des risques potentiels pousdaté a d’autres especes de
mammiféres.

- approfondir I'étude par des techniques plus coreplatl niveau moléculaire.
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Annexes

Annexe 01 : Dosage des protéines.

Tableau 04 La réalisation de la gamme d’étalonnage poupiade des protéinesau niveaux de foie.

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

Tableau 05 Dosage des protéines : résultats des densitésieptde la gamme d’étalonnage.

Concentration de BSA 20 40 60 80 100
Absorbance(DO) 0,868 1,243 1,553 | 1,871 1,954
2,5

y =0,014x + 0,657
R? = 0,965

PR
\

Absorbance
=

o
[}

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

Concentration de BSA (mg/ml)

Figure 20.Droite de régression experimant les absorbanc8s &b en fonction de concentration
BSA (mg/l) (R coefficient de détermination).
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Annexe 02 Dosage des lipides

Tableau 06 La réalisation de la gamme d’étalonnage poulipedes aux niveaux de foie.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution mére de lipide (ul) 00 20 40 60 80 100

Solvant (éther /chloroforme)| 100 80 60 40 20 00
(1V/1V) mi

Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Tableau 07 Dosage des lipides : résultats des densitésumstide la gamme d’étalonnage.

Concentration de solution de 20 40 60 80 100
lipides (mg/ml)
Absorbance (DO) 0,016 | 0,026 | 0,08 0,098 0,12
0,14
y = 0,001x - 0,016
0,12 R?=0,954
0,1
g 7
& 0,08 *
=
S 0,06
e}
<
0,04
*
0,02 o
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Concentration de solution mére de lipides(mg/ml)

Figure 21.Droite de régression exprimant les absorbanc@&®a en fonction de concentration de

solution mére de lipides (mg/ml) (R coefficiert détermination).
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Annexe 03: Dosage des glucides.

Tableau 08: La réalisation de la gamme d’étalonnage pouglesides aux niveaux de foie

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

Tableau 09 Dosage des glucides: résultats des densitésuegstide la gamme d’étalonnage.

Concentration de solution glucose 20 40 60 80 100
(mg/ml)
Absorbance (DO) 0,344 | 0,505 0,873 | 1,136 | 1,434
1,6

y=0,014x +0,015
14 RZ=0,990

1,1; /
/

Absorbance
p
(o]

0,6
L 4
0,4
®
0,2
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration de solution de glucose (mg/mL)

Figure 22.Droite de régression exprimant les absorbanc@®af en fonction de concentration de

solution de glucose (mg/ml) (R2 coefficient deedétination).



Annexe 04 :Variation du taux moyen (mg/L) des parametrestbinmues (Protéines, lipides et

glucides) au niveau hépatique chez les rats ténailes rats traités.

Lots expérimentaux

Parametre Témoin HE Fenouil Plomb HE fenouil + Plomb
Taux des protéines 5436 3,26 42,33+ 15,01 35,99+ 16,50 57,04+ 5,72
Taux des lipides 2140,%p77,39 | 2015,18781,06 | 1361,0#368,19 1957,48282,33
Taux des glucides 168,9¥33,67 39,88+35,92 26,47+32,51 169,8%+94,01

ab: les moyenne affectées de lettres différentes taméme ligne sont statistiquement différente(ps).

Annexe 05 Variation du taux moyen (mg/L) des parametrestdess oxydant au niveau hépatique
chez les rats témoins et les rats traités.

Parameétre (unité)

Lots expérimentaux

Témoin HE Fenouil Plomb HE fenouil + Plomb

Taux du MDA

9,84+1,10 9,82+ 3,53 14,58+ 8,42 10,43+ 4,37
(uM/mg de prot.)
Taux de GSH (10
3 3,35+0,52 3,35+0,99 2,65+2,07 1,38+0,47
uM/mg de prof.
Taux GPx (16

38,54+ 0,21 38,90+0,72 30,75+15,08 37,06:2,38
uM/mg de prot)
Taux de GST (18

1,30'+4,07 11,15:3,45 27,58+ 14,88 3,96+1,40
uM/mg de prot)
Taux de Catalase (0

1,37 4.18 1,82+1.21 15,78+ 12.27 3,88+2,02
uM/mg de prot)

ab: Jes moyenne affectées de lettres différentes taméme ligne sont statistiquement différented(ps).




