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Résumé :

L’objectif de ce travail est d’évaluer la néphrotoxicité d’alumine sur plusieurs aspects
biochimiques et histologique, chez les rats Wistar et la détoxification de I’oxyde d’aluminium par
une plante médicinale Salvia officinalis. Dans la partie expérimentale, une étude a été réalisée sur
42 rats qui ont été répartis en six groupes : G1 (témoin), G2 (traité par ’alumine), G3 (traité par la
plante dose 1), G4 (traité par la plante dose 2), G5 (traité par ’alumine et la plante dose 1) et G6
(traité¢ par 'alumine et la plante dose 2). La pesée des animaux a été effectuée tous les 4 jours.
Apres 28 jours successifs du traitement on a fait un prélevement sanguin (pour I’étude
biochimique), et des organes (pour 1’étude histologique). Les résultats chez les rats traités par

I’oxyde d’aluminium montrent :

Une augmentation significative dans le taux des parametres biochimiques (Glycémie, Triglycérides,
urée, créatinine, HDL, LDL et Acide urique), et une diminution de taux de cholestérol et albumine.
L’¢évaluation histologique montre une structure anormale des riens. En revanche, I’administration de

la plante médicinale Salvia officinalis induit une amélioration au niveau de ces parametres.

Mots-clés : Oxyde aluminium, Salvia officinalis, glucose, Triglycéride, Acide urique, et Créatinine,

urée, Albumine, cholestérol, étude biochimique, histologie



Abstract:

The objective of this work is to evaluate alumina nephrotoxicity on several aspects: biochemical
and histological, in Wistar rats and the detoxification of aluminum oxide by a medicinal plant
Salvia officinalis. In the experimental part, a study was performed on 42 rats which were divided
into six groups: G1 (control), G2 (treated with alumina), G3 (treated with plant dose 1), G4 (treated
with plant dose 2), G5 (treated with alumina and plant dose 1) and G6 (treated with alumina and
plant dose 2)

The animals were weighed every 4 days. After 28 successive days of treatment, a blood sample (for
the biochemical study) and organs (for the histological study) was taken. Results in rats treated with

aluminum oxide show:

A significant increase in the level of biochemical parameters (Glycaemia, Triglycerides, urea,
creatinine, HDL, LDL and Uric acid), and a decrease in cholesterol and albumin levels.
Histological evaluation shows an abnormal structure of nothings. On the other hand, the

administration of the medicinal plant Salvia officinalis induces an improvement in these parameters.
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Liste des abréviations

% : pourcentage.
°C : dégrée Celsius.
pg/ml : microgramme/millilitre.

pm : micrometre.

1V/1V : 1volume/lvolume..

Al>Os3 : oxyde d’aluminium.

AICI; : trichlorure d’aluminium.

Cm : centimeétre.

D.O : densité optique.

DPPH : 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl.
ERN : Especes réactives de I’azote.
ERO : especes réactives oxydantes.
FDA : Food and Drug administration =agence
médicamenteux.

g : Gramme.

g/l : gramme / litre.

Gl:
G2
G3
G4
G5

Go6

Groupe témoin.

: traité par oxyde d’aluminium.

: plante dose 1.

: plante dose 2.

: traité par oxyde d’aluminium+ plante dose 1.
: traité par oxyde d’aluminium+ plante dose 2.
h : heurs.

HDL : lipoprotéine de haute densité.

HE : d'Harris Eosine.

IC50 : Concentration létale 50.

Kg : kilo gramme.

LDL : lipoprotéine de base densité.

Mg : Milligramme.

Mg/kg : milligramme /kilogramme.

mg/kg/jour : milligramme /kilogramme/jour.
mg/ml : milligramme/millilitre.

Min : minute.

ml ; millilitre.

américaine des produits alimentaires et



mm : millimétre.

NaCOg : carbonate de sodium.

NaCl : chlorure de sodium.

NaOH : hydroxyde de sodium.

nm : nanometre.

OMS : L’organisation mondiale de la santé.
RL : radicaux libres.

S.officinalis : Salvia ofiicinalis.

TCA : acide trichloro acétique.

Tour/min : tour/minute.

Trig : triglycéride.

UV : ultraviolet.

X 10 : agrandissements microscope optique.
pg : Microgramme.

ul : Microlitre.

(a,b,c,d,e) : Déférences significatives .
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Introduction :

Au cours de ces derniéres années, de nombreuses études et recherche se sont intéressées aux
nanomatériaux, et ont re¢u une €norme attention en raison de leurs applications dans plusieurs
domaines scientifiques. Des rapports de recherche récents sur les oxydes métalliques ont montré un
grand nombre d'applications industrielles et leurs impacts dans la vie quotidienne. Les
nanoparticules peuvent facilement traverser la membrane cellulaire et méme traverser la barriére
hémato-encéphalique et la barriere hémato-testiculaire (Mcauliffe er al. 2007, Dhamiak, et a.l,

2013), ce qui peut affecter tous les organes du corps (Yousefi ef al.,2012).

Les nanoparticules peuvent pénétrer dans la circulation sanguine et atteindre rapidement les organes

(y compris le cerveau, le ceeur et le foie ; les reins) par la circulation sanguine (Yousefi ef al.2012).

Les types de nanoparticules les plus importants sont les oxydes simples, parmi ceux-ci I’oxyde
d’aluminium ALOs3, dit alumine, est un matériau avec un fort potentiel d’application en raison de
ses propriétés mécaniques, ¢lectroniques et électriques (Cava et al., 2007, Salles, 2014) On le
retrouve dans plusieurs domaines applications (chimique, céramique, thermique, corrosion, et

oxydation ¢électronique et optique).(Cava,et al., 2006, Salles, 2014)

Depuis tres longtemps, les plantes médicinales jouent un role déterminant dans la conservation de la
sant¢ des hommes et dans la survie de I'humanité (Iserin, 2001 ; Machiex et al., 2005). Selon
I’organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 4000 sont des plantes médicinales, ce qui
constitue 90% de la médecine traditionnelle en Afrique (OMS, 2003). L’Algérie riche par sa
biodiversité et son climat diversifié, est une plate-forme géographique trés importante qui mérite
d’étre explorée dans le domaine de la recherche des molécules thérapeutiques originaires des
plantes qui ont pour longtemps servi a une grande tranche de la population comme moyen

incontournable de médication.

Salvia officinalis est une plante aromatique et médicinale appartenant a la famille des Lamiacées
(Liang et al., 2020). Cette plante est parmi les plantes aromatiques les plus utilisées dans le monde
entier, et en Algérie en particulier (Taiba et al., 2017). Elle a été utilisée pour traiter les troubles
digestifs et circulatoires, la bronchite, la toux, l'asthme, l'angine de poitrine, I’inflammation de la
bouche et de la gorge, la dépression et la transpiration excessive (Elgayed ef al., 2021 ; A’cimovi’c
et al., 2022), leurs capacités a améliorer la mémoire et a retarder le déclin cognitif li¢ a I’age ont été
¢galement rapportées (Duraffourd et Lapraz, 2002). Salvia officinalis L. est riche en constituants
biologiquement actifs qui sont principalement représentés par les composés phénoliques et les

I’huiles essentielles (Al-Mijalli ef al., 2022 ; Bahadoran et al., 2022).



Les reins sont des organes dynamiques exercant une fonction de filtration du sang nécessaire a la
vie (Andre, 2005), et représentent le systéme de contrdle major maintenant I’homéostasie de corps
d’ou ils peuvent étre affectés par plusieurs médicaments et molécules chimiques toxiques (Ajith et

al ,2007).

Dans ce contexte que nous avons entrepris ce travail qui a pour objectif de rechercher 1’effet
protecteur et préventif de Salvia officinalis L. vis a-vis de la toxicité rénale induite par une
nanoparticule artificielle appelée I’oxyde d’aluminium chez les rats Albino Wistar par voie orale. A
cet effet, nous sommes intéressés a étudier son impact sur le poids corporel, sur certains parametres
biochimiques, et sur les coupes histologiques des reins. Cette étude est subdivisée en trois chapitres
essentiels :

v La premier partie présente une synthése bibliographique
concernant les nanoparticules notamment I’oxyde d’aluminium et les
rien, la phytothérapie par notre plante medicinale Salvia officinalis

avec leur role préventif.

v La deuxiéme partie concerne materiels et méthodes

v' Latroisiéme partie comprend les résultats et la discussion.

Finalement nous sommes terminés par une conclusion.






Partie 1 synthése bibliographique

I. Généralité sur les plantes médicinales

1 .Définition :

Les plantes médicinales sont des végétaux dont I’un ou plusieurs de leurs organes possédent des
molécules bioactives permettre son emploi en thérapie (Perrot, 1944). L'utilisation des végétaux
en phytothérapie est trés ancienne a pris naissance en médecine traditionnelle grec, romaines,
indienne, chinoise et arabo-musulmane (Wight, 2003). Selon I’organisation mondiale de la santé
(OMS), environ 65- 80% de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle, pour
contenter ses besoins en soins de santé¢ primaire (Francois, 2010). Actuellement, les plantes
médicinales sont d’une grande importance pour la recherche pharmacologique et 1’élaboration de
différents médicaments, non seulement de par leurs teneurs en principes actifs utilisés directement
comme agent thérapeutique, mais aussi du fait qu’ils peuvent étre utilisées comme matiere premiere
pour la syntheése des médicaments, ou encore comme modele pour les composés pharmacologiques

actifs (Boufeker et al., 2022).

2. Généralités sur Salvia officinalis :

« Qui a de sauge dans son jardin, n’a pas besoin d’'un médecin » (Mioulane et Descat, 2001 ;
broze et al., 2010. Salvia officinalis est une plante médicinale (Jedidi et al., 2021) et aromatique
(Stanojevié¢ et al., 2010) appartenant a la famille des Lamiaceae (Behroozi ef al., 2016 ; Ben
Khedher et al., 2017) ou de la menthe (Bachir ez al., 2016 ; Haziri ef al., 2018) qui se caractérise
comme une plante vivace basse arbuste originaire de la région méditerranéenne (cutillas et al.,
2017). Elle a une longue histoire d'utilisation médicinale et culinaire, et dans les temps modernes
comme plante de jardin ornemental (Miraj et kiani, 2016). Cette espece est largement utilisés dans
l'industrie de la transformation des aliments (Smach ez al., 2015), ainsi que pour les cosmétiques
(Ejtahed et al., 2015) et la parfumerie (Jedidi ef al., 2021), mais s’applique également au domaine

de la santé¢ humaine (Smach et al., 2015).
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Figure 01 : Salvia officinalis (Photo originale, 2023)
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2.1. Répartition géographique :
Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 80cm, rameaux

vert-blanchatre. Feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchatres ; couvertes de poils denses, et
opposées ; fleurs bleu-violacées claire en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles
espacés. Calice campanulé a 5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et lévre
inférieure trilobée ; fruits en forme détitra akénes (Madi, 2010).

2.2. Position systématique :

Salvia officinalis c'est une espece généralement cultivée. Elle est rencontrée dans les clairieres, les
foréts, les broussailles, les paturages, les steppes, les plaines, les hauts plateaux et les montagnes
jusqu'a 2500 m d’altitude (Jedidi et al., 2018). Elle se pousse dans les terrains chauds et calcaires,
et se produit de manicre spontanée dans différentes aires géographiques et est cultivé de long de
tout le bassin méditerrané, de ’Espagne jusque’ a la Turquie, et dans le nord d’Afrique, espace

Euro-méditerranéenne, assez commune en Algérie (cultivée) (Khirddine, 2013).

,/
&&

Figure 02 : Répartition géographique du genre Sal/via dans le monde (Walker et al., 2004).

2.3. Nomenclature :

Le nom du genre Salvia vient du latin salvare qui signifie « sauver » et « Guérir » (Pujuguet,

2008). En plus il y a plusieurs appellations ont été données a Salvia officinalis :

e Nom scientifique : Salvia officinalis.

e Nom vernaculaire : Salmiya, Mrimra.

e Nom frangais : Sauge (Grieve, 1984).

¢ Nom anglais : Common sage, Garden sage, Sawge (Ghourri et al., 2013) (Azzi, 2013),
Calamen the vulgare.

e Nom en arab : myramia.

e Les Algériens lui conférent I'expression "souek ennebi" comme synonyme de Saléme
et

la nomment aussi mayramia. (Longaray et al., 2007) (Maksinovic et al., 2007).
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2.4. Classification taxonomique :

Tableau 01 : Classification de Salvia officinalis (Hans, 2007), (Ristic et al., 1999) et
(Queyel et santa, 1963)

Régne Plantae (végétal).
Embranchement Cormophytes.
Division Magnoliophyta.
Classe Magnoliopsida.
Sous-classe Asteridae.

Ordre Lamiales.

Famille Lamiaceae.

Genre Salvia.

Espéce Salvia officinalis L

2.5. Propriétés et importance :

e Les lamiacées sont une partie importante des plantes dicotylédones, réparties sur toute la
surface de la terre, bien qu'elles soient plus présentes dans les climats tempérés, notamment
autour de la mer Méditerranée (Judd et al., 2000).

e (Cette famille est I'une des principales sources de légumes et de plantes médicinales dans le
monde. La menthe, le thym, la sauge, 1'origan, le coléus et le basilic sont utilisés dans les
légumes, les ardmes alimentaires et dans I'industrie du bois ( Messaili, 1995 ; Meyer et al.,
2004).

e Plusieurs especes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle et moderne,
comme Lavandula, Teucrium, Thymus et Salvia (Naghibi et al., 2005).

e Incluant la pharmacopée traditionnelle africaine, les plante de famille Lamiacées sont
utilisées comme diurétiques, anti-syphilis, anti-diarrhéiques, cicatrisants, antiseptiques, et
dans le traitement de nombreux maux comme les problémes intestinaux ou la stagnation

des gaz (flatulences, dues aux gaz) (Naghibi et al., 2005).

2 .6. Usage de Salvia officinalis :

Les sauges ont été¢ employées comme des plantes a plusieurs propriétés pendant des millénaires.

Usage médicinal et pharmaceutique :
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» Stimulant pour les gens anémiques.

» Leurs effets antioxydants et leur capacit¢ a améliorer la fonction « téte et cerveau », a
améliorer la mémoire, a stimuler les sens et a retarder le déclin cognitif associé a 1’age ; elle
est conseillée pour les personnes stressées et déprimées et les étudiants en période d'examen.

» Elle est appliquée contre les inflammations de la bouche, les abces et aussi pour le nettoyage
et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef, 2004). Et vu leurs activités
antimicrobiennes et astringentes, ces extraits entrent souvent dans la constitution des
dentifrices (Farag et al, 1986).

» Utilisée pour traiter la bronchite aigué et chronique, la toux, l'asthme. L’inflammation de la
gorge, Au 18¢éme siccle.

» En plus, elle a une activité antispasmodique qui est utilisée lors des troubles digestifs :
digestion difficile, renvois d’air, ballonnements (gaz intestinaux). Elle a une action relaxante
sur les muscles de I’estomac et des intestins En agissant sur la sécrétion de la bile, elle

facilite la digestion des aliments gras.
» Les grecs, les romains et les arabes ont utilisé la sauge comme tonique, et en compresse
contre les morsures de serpent.

» A été principalement utilisée pour traiter l'infertilité femelle dans L’Egypte antique.

» Comme tisanes, recommandés pour les patients tuberculeux.

2.7. Toxicité :

Les feuilles fraiches de la sauge et son huile essentielle contiennent une substance épileptisant, pour

cette raison elle est contre-indiquée chez les épileptiques.

Le thuyone contenant dans l'huile essentielle paralyse les terminaisons nerveuses des glandes
sudoripares, c'est a dire qu'elle bloque la sueur. La méme substance toxique contenue dans
l'absinthe, au début du siecle était réputée rendre fou. C'est pourquoi il est préférable d'utiliser des
feuilles séchées qui n'ont plus de substance toxique active et de ne pas prendre de sauge en cure
prolongée.

La sauge est déconseillée aux femmes enceintes et qui allaitent vue son action anti galactagogue et
qui participe au tarissement et aussi bien a l'avortement. La prise orale de l'huile essentielle de cette
plante est totalement interdite chez les hypertendus, chez les enfants et chez la femme enceinte et

en cas de cancer du sein car elle contient des principes actifs neurotoxiques (les cétones).
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I1. Généralité sur les polyphénols

1. Généralité :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les plantes
autotrophies (Boudjouref, 2011). Ce sont caractérisés généralement par de faible concentration
dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si ont exclue la lignine
de cette catégorie) (Newman et Cragg, 2012), aussi n’exercent pas de fonction directe au niveau
des activités fondamentales de la plante (Guignard, 1996). Biosyntheéses a partir de métabolites
primaires et jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,
contribuant ainsi a la survie de I'organisme dans son €cosysteme. En 1987 Plus de 8500 métabolites
secondaires sont déja connus. Les plus grands groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les
stéroides et les composés phénoliques. Ils présentent une énorme valeur économique (en particulier

pour l'industrie pharmaceutique et la cosmétique) (Peeking et al., 1987).

1.1. Définition :

Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire le plus large et le plus
répandu du régne végétal et font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et

al, 2002).

Ces composés sont présents dans toutes les parties des plantes, mais avec une répartition
quantitative qui varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont été identifiées
(Waksmundzka et Sherma, 2011), allant de simples molécules comme les acides phénoliques a

des substances hautement polymérisées comme les tanins (Mumper, 2010).

La plupart des molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques la
tyrosine et surtout de la phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de fagon variable suivant les
végétaux, La désignation générale « composés phénoliques » concerne a la fois les mono-. Di- et
polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions

phénoliques.

En effet, leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le
traitement du cancer (D. Chen et al., 2004), des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et
neurodégénératives. Ils sont également utilisés comme additifs pour I’industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Isanh., 2006).
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1.2. La structure de polyphénol :

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)
(Macheix et al., 2005). Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels
identifiés (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Druzynka et al., 2007 ; Balasundram e al.,
2006).

OH

Figure 03 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
1.3. Classification des composés phénoliques :

D’apres (Macheix et al., 2005), les composés phénoliques sont regroupés en nombreuses classes

qui se différencient par :

» Les voies de la biosynthése.

» La complexité du squelette de bas (de simple C6 a des formes polymérisées)

» Les degrés de modification de ce squelette (degrés d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation ...)

» Liaison possible de ses molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,

protéines et d’autres métabolites secondaires qui peuvent étre des composés phénoliques).

La classification des composés phénoliques est différente selon les auteurs. D’apres Ribereau G.

(1968) les composés phénoliques se regroupent en quatre groupes :

- Les acides benzoiques, les acides cinnamiques et les coumarines.

- Les flavones, flavols et dérivés voisins.
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Squelette carbonique Classe Structure de base
Cs Phénols simple 1-~ =~ CH
Cs-Cq Acide hydrox benzoique @x"""m
Co-Cs Acide hydroxy

cinnamique ©/\’ e

Cs-Cs Naphtoquinones I

Cs-C2- Co Stilbéne ._\\_.
W

Cs-Cs- Cs Flavonoide @/o =
~ |\,
(Cs-C3)2 Lignanes
(C6-C3) n Lignines
(C6-C3-C6) n Tanin condense

Tableau 02 : Principes classes des composes phénoliques (Rezaire.2012)
1.4. Roles des composés phénoliques chez les plantes :

Le role des composés phénoliques est reconnu dans différents aspects de la vie de la plante et dans
I’utilisation que fait ’homme des végétaux (Macheix ez al., 2005) ils peuvent en effet intervenir :

e Dans certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la
croissance, interaction moléculaire avec certains microorganismes symbiotiques ou
parasites...).

e Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistances aux UV) soit directement dans
la nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains végétaux.

e Dans les critéres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnels...) qui
orientent les choix de ’homme dans sa consommation des organes végétaux (fruits,

légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par transformation.
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e Dans les variations de certaines caractéristiques de végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruit, des boissons fermentées) pendant lesquelles
apparaissent fréquemment qui des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité¢ du
produit fini.

1.5. Localisations des composés phénoliques chez les plantes :

A I’échelle cellulaire les polyphénols sont principalement répartis dans deux compartiments : les

vacuoles et la paroi.

e Dans les vacuoles, ils sont conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet
d’augmenter leur solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule.

e Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés aux structures
pariétales, qui contribuent a la résistance des parois cellulaires, la régulation de la croissance
des plantes et la défense contre les agents pathogenes (Naczk et Shahidi, 2006). Les composés
phénoliques sont synthétisés dans le cytosol (Macheix et al., 2005).

e Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur réle dans la plante et peut
étre tres caractéristique. Au sein méme des feuilles, la répartition des composés est variable. A
titre d’exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans

I’épiderme.
1.6. Les activités biologiques :

1.6.1. Activités anti-inflammatoires :

L'inflammation et la douleur sont les deux principaux symptomes qui se produisent en réponse a
des dommages aux tissus. Les médicaments conservateurs anti-inflammatoires non stéroidiens
sont encore un ¢lément clé du traitement pharmacologique de ces symptomes. Cependant, les
utilisations cliniques de ces médicaments sont accompagnées d'effets secondaires désagréables
tels que les complications cardiovasculaires (Brune, 2015). Des études ont montré que Salvia
officinalis a été anti-inflammatoire. Par exemple, il a été démontré que cette plante aide a

controler la douleur neuropathie en chimiothérapie.

1.6.2. Activité antidiabétique :

Salvia officinalis a été utilisé comme remede traditionnel contre le diabéte dans de nombreux
pays et ses effets hypoglycémiants ont été démontrés dans des études sur les animaux
(Christensen et al., 2010). Une étude a montré que les extraits méthanoliques de S.o diminuaient

significativement le glucose sérique chez les rats diabétiques de type I sans affecter la production

10
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d'insuline pancréatique et aussi montre qu’un extrait aqueux de S.o présente une activité
analogue a celle de I'insuline (Christensen et al., 2010).

1.6.3. Activité anti-tumorale :

Une étude a montré que l'extrait de Salvia officinalis a des concentrations pharmacologiques
inhibe l'angiogenése in vivo, ce qui pourrait constituer un nouveau point de départ pour le
développement d'un nouveau médicament anti-angiogénique (Keshavarz et al., 2011). L'acide
uronique présent dans la sauge inhibe efficacement l'angiogenese, l'invasion des cellules
tumorales et les métastases, et supprime la colonisation pulmonaire des cellules de mélanome

B16 in vivo (Jedinak et al., 2006).

1.6.4. Activité antioxydante :

Les propriétés antioxydants de Salvia officinalis ont été étudiées de manicre intensive
et son liées a la présence d'acide rose-marinique et d'acide carnosique (L u et Foo,
2000 ; L et Foo, 2001). Il est montré que 'extrait aqueuse de salvia officinalis a des
effets antioxydants et antiviraux. Dans une étude, il est a été observé qu’apres avoir bu
du thé a la sauge (sauge commune) pendant 2 semaines, le statut antioxydant du foie

c'est amélioré (Stanojevic et al., 2010).

11
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II1. Généralité de Nanoparticules

1. Définition :

La nanotechnologie est la science qui étudie les matériaux a 1°échelle du nanomeétre (ou 10-9
metres), et c‘est aussi 1‘étude de la manipulation de la maticére a 1°‘échelle atomique et moléculaire

Jordanovska.S, (2015).

Une nanoparticule est le composant le plus fondamental dans la fabrication d‘une nanostructure.

Elle est beaucoup plus petite que les objets de la vie quotidienne qui suivent les lois du

mouvement de Newton, mais plus grande qu‘un atome ou une simple molécule qui sont gouvernés

par les lois de la mécanique quantique S.Horikoshi et N.Sperpone (2013)..

En général, la taille d‘une nanoparticule est comprise entre 1 et 100nm. Néanmoins, la définition
et 1‘é¢tude d‘une nanoparticule dépendent beaucoup de son application spécifique Jordanovska.S,

(2015).

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules
) 3% ey
G "' . ’1:,‘/\ ,’;"a éf L :’-, J
> ,4.‘-‘ ; 'y .l“ A < —— .
9 \‘ _'-“( "d
Lovovvvnd vovvonwl v vl pl v rvvond ol
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Nanoparticules

Figure 04 : Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des
principales structures chimiques et biologiques.

2. L'origine de nanoparticules
2.1. L'origine naturelle :

Un grand nombre de nanoparticules d’origine naturelle sont présentes dans
I’environnement (Poussiéres émises par combustion ou par les volcans, produites par
¢rosion). Parmi elles, on note les imogolites et allophanes, nanoparticules naturelles qui se
présentent sous la forme de tubes (imogolites) ou une forme décrite comme sphérique
mais dont la structure reste imprécise (allophanes). Les imogolites et allophanes sont des
aluminosilicates structurés a courte distance résultant de Daltération de verres et de

cendres volcaniques S. Lanone, J. Boczkowski (2010).

12
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2.2. Production humaine :

+ Nanoparticules d'origine anthropique non intentionnelle.

Produites par le procédé températures élevées, comme le soudage ou la combustion du moteur

(Pollution, émissions Diesel, diverses combustions, etc.) (Sedera,2014).

+ Nanoparticules d'origine anthropique.
Nanoparticules fabriquées par 1'industrie ou des laboratoires de recherche. (Andujar, 2009).

3. Domaine application

Ouvrant indubitablement des perspectives tres prometteuses, les nanotechnologies se sont déja
immiscées dans notre environnement quotidien. L’anone (2010). Les secteurs d’activité utilisant

les nanomatériaux pour des applications commerciales sont :

v" Chimie et matériaux

Pigments, poudres céramiques, inhibiteurs de corrosion, catalyseurs multifonctionnels, vitres
antisalissure et autonettoyantes, textiles et revétements antibactériens et ultra résistants,
membranes pour la séparation des matériaux (traitement de 1’eau), couches ou multicouches

fonctionnelles : isolation thermique. L’anone (2010).

v" Pharmacie, biomédical et biotechnologie

Me¢édicaments et agents actifs, surfaces adhésives médicales anti-allergenes, médicaments sur
mesure délivrés uniquement a des organes précis, surfaces biocompatibles pour implants, vaccins

oraux, régénération des os et des tissus, kits d'autodiagnostic. L’anone (2010).

v' Cosmétique

Cremes solaires transparentes, pates a dentifrice plus abrasives, maquillage et notamment rouge a

lévres avec une meilleure tenue. L’anone (2010).

v Santé

Appareils et moyens de diagnostic miniaturisés et nano détection, tissus et implants munis de
revétements améliorant la biocompatibilité et la bioactivité, capteurs multifonctionnels, analyses

d’ADN, membranes pour dialyse, destruction de tumeurs par chauffage, thérapie génique : nano-

13
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vecteurs pour transfert de geénes, microchirurgie et médecine réparatrice : nano-implants et
prothéses. I’anone (2010).
v" Le domaine d’environnement :

* Laréduction des émissions de polluants
* Le traitement des effluents notamment par photo catalyse et purification des gaz

4. Effets des nanoparticules sur ’environnement :

4.1. Toxicité pour la faune (animale) :

La toxicit¢ des nanoparticules vis-a-vis de la faune est de nouveau mal connue et peu
documentée. Plusieurs études ont été réalisées sur des organismes aquatiques, (Oberdorster,
2004). Que l'on ait exposé a 0,5mg/l de fulleréne pendant 48 heures, sans que cela provoque de
mortalité. Que peut-on en conclure sur les effets des nanoparticules de fulleréne ? Beaucoup
critique le protocole

Expérimental pour son absence de répliquas et I'utilisation d'un solvant sur le fulleréne, qui
pourraient modifier les propriétés et la toxicité des nanoparticules considérées. D'autant plus que
d'autres études tentent a prouver que le solvant utilisé n'est pas neutre, et fausse donc les

résultats.

4.2. Effets des nanoparticules sur la santé :

Plusieurs études épidémiologiques ont en effet prouvé par le passé que ces particules fines
provoquaient des réactions respiratoires et cardiovasculaires chez une partie significative de la
population. Cependant, en ce qui concerne les nanoparticules elles-mémes, les données
manquent pour I'instant. Les chercheurs savent qu’en raison de certaines de leurs propriétés
physico-chimiques, ces particules induisent des réponses de I’organisme. Mais ils n’ont pu

établir si les effets observés étaient en rapport avec une éventuelle toxicité (Witschger, 2005).
5. Exemple sur les nanoparticules : oxyde d’aluminium

5.1. Définition :

L'oxyde d'aluminium est une nanoparticule atmosphérique. Il a la formule chimique d’Al>Os. 11
est utilisé dans diverses applications chimiques, industrielles et commerciales. Il est considéré

comme un additif indirect utilisé dans les substances en contact avec les aliments par la FDA.
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L'oxyde d'aluminium est une poudre cristalline blanche inodore. Insoluble dans I'eau. Les
propriétés varient selon la méthode de préparation ; différentes méthodes donnent différentes
modifications cristallines. La variét¢ formée a trés haute température est chimiquement assez

Inerte Cheltit.W(2021).

5.2. Utilisation :

L’oxyde d’aluminium (d’AlO3) est un biocéramique largement utilisé dans diverses applications
médicales telles que le remplissage et I'implantation des dents, qui est également rentable,
biocompatible et a de bonnes propriétés mécaniques, y compris une forte résistance a la

corrosion et a I'usure (Dong et al., 2012).

5.3. Toxicité :

Il existe des preuves expérimentales que 1’oxyde d'aluminium inhibe la minéralisation osseuse en
partie par le dépot d’AlOs a la limite stéroides / os calcifi¢, inhibant ainsi directement l'afflux de
calcium, et en partie par l'accumulation I’oxyde d'aluminium dans les glandes parathyroides avec

suppression de la sécrétion d'hormone parathyroide Cheltit.W(2021).

5.4. Propriétés :

L'alumine est un matériau céramique qui est le plus utilisé pour la fabrication de céramique
technique, elle posséde généralement d'une bonne résistance mécanique, résistance au acides et
alcalins, et d'une bonne résistance a la compression, conseil d'une forte dureté et une bonne stabilité
thermodynamique, avec une température de fusion tres ¢€levée, de plus d'un bas coefficient de
dilatation et du colit de préparation relativement faible, passer d'une autre Résistance a la corrosion
et a l'usure tout en présentant d'une densité treés faible. D'autre part, il est bénéfice également des
propriétés électriques et thermiques intéressantes. Grace a ses bonnes propriétés, I'alumine devient
créée d'un multiple d'applications surtout pour les plaques, ils sont utilisés presque dans tous les

domaines (mécanique, électrique, €électronique, ... etc ( S.Benaissa 2016.,K,Djedjiha 2012).
6. Stress oxydatif :
6.1. Définition de stress oxydant :

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées activées
(ERO) et les défenses antioxydants de I’organisme, en faveur des premicres (Haleng et al., 2007).
Ce qui conduit a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes (Durackova et

al., 2008). Dans les circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est
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en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une

surproduction énorme de radicaux, l'exceés de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, A.
2003).

6.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un ou
plusieurs électrons célibataires (€lectron non appari€) sur leur couche externe (Halliwell, 2006).
Ils peuvent étre dérivés de I'oxygeéne appelés especes oxygénées réactivés (ERO) ou d’autres
atomes comme I’azote (ERN). La présence d’un ¢€lectron célibataire confeére aux radicaux libres

une grande réactivité (Bonnefont Rousselot et al., 2003).
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Iv.

Généralité sur les reins :

Les reins sont des Organes pairs, rétropéritonéaux, en situation abdominales postérieures sous-

diaphragmatiques disposés de chaque co6té de la colonne vertébrale. Chaque rein A une forme

comparable a celle d’un haricot, Présente deux faces : une face concave et convexe. De couleur

rouge foncé et de consistance ferme. Sont les principaux organes d’excrétion, est constitué d’un

ensemble d’unités ¢lémentaires, les néphrons. L’excrétion s’y fait par filtration du plasma, suivie

de la réabsorption et de la sécrétion de différentes substances. (N .Belaggoune 2021) .

1. Organisation Générale des reins :

La structure du rein est complexe, il est constitué par :

Le fascia de Gerota est un tissu fin et fibreux qui recouvre l'extérieur du rein. Sous le
fascia de Gerota se trouve une couche de graisse.

La capsule rénale est une couche de tissu fibreux qui entoure le corps du rein, sous la
couche de graisse.

Le cortex (zone corticale) est le tissu situé juste en dessous de la capsule rénale.

La médulla (zone médullaire) est la partie interne du rein. (American, 2009 ; Marieb,
2006). Elle comprend des parties triangulaires a base externe, de couleur rouge foncé,
appelés Pyramides de Malpighi, leur sommet forme au niveau de sinus rénale des saillies
arrondies ou papilles. (Mellal, 2010).

Le bassinet est une cavité située au centre de chaque rein ou 1’'urine s’accumule.

L'artére rénale amene le sang au rein.

La veine rénale ramene le sang au corps une fois qu'il a passé a travers le rein.

Le hile est la région ou l'artére rénale, la veine rénale et l'urétre entrent dans le rein.

(Marieb, 2006) ; (American, 2009).

Figure 05 : Anatomies interne des reins
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2. Le néphron :

Le Néphron est l'unité structurelle et fonctionnelle du rein, Chaque rein humain compte
environ un million de néphrons. Le nombre de néphrons est d'une grande variabilité, est fixé

a la naissance. Il n'y a pas de néphrogeneése a I'age adulte, chaque néphron est composé D’un

glomérule et d’un tubule. (Fransisco.A ,2000)

Bowman's Juxtamedullary Cortical

capsule \_ nhephron nephron
glomerulus = 1
=3 Renal
cortex
-
el —

Renal
medulla

Figure 06 : Structure de néphron. (Bonvalet . M, 1980)

3. Filtration glomérulaire :

Le sang arrive au niveau du pole vasculaire du glomérule phénomene d’ultrafiltration par lequel
I’eau et les substances dissoutes dans I’eau vont traverser la membrane capillaire glomérulaire
pour constituer 1’urine primitive phénomeéne passif. Chaque minute llitre de sang traverse
chaque rein. Dans le méme temps 1/10 de ce volume Soit 100cm traverse la paroi des capillaires
du glomérule et forme ’'urine primaire. Le volume filtré est considérable 180 litres en moyenne
par 24h, T'ultrafiltration a donc une composition ionique identique a celle du plasma. Les
facteurs influencant la filtration glomérulaire sont multiples. Certain sont détermines tels que : la

lithiase rénale, 1’infection de I’arbre urinaire, et autre maladie rénale. (Rose B.D, 1994)

Artériole afférente
(se divisant en anses
caillaires)

L’_ Artériole efférente

Tube contourné distal

Chambre urinaire
Capsule de Bowman

Membrane basale
glomérulaire et ses
podocytes

Tube contourné
proximal

La filtration du sang se fait
des anses capillaires, a travers
la membrane basale glomérulalre
et les podocytes, vers la chambre

urinaire A
R

Figure 07 : L’appareil juxta glomérulaire. (GUY. Tchoboutsky. G, 1979)
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4. Réabsorption et sécrétion tubulaires

L’une des modifications de la composition de I’urine primitive est due a la réabsorption tubulaire
d’eau et de certains solutés de la lumicre tubulaire vers les capillaires péritubulaires. Ce transport
a travers les cellules épithéliales qui tapissent les tubules rénaux permet la conservation de
substances essentielles pour le bon fonctionnement de I’organisme. Un grand nombre d’entre
elles, comme le glucose et les acides aminés par exemple, sont réabsorbées exclusivement par le
tubule proximal, tandis que d’autres, comme I’eau et le sodium, sont réabsorbées aussi a des sites
plus distaux du néphron. Parallelement a la réabsorption tubulaire, la composition de I'urine
primitive peut étre modifiée par I’ajout de certains solutés des capillaires péritubulaires vers la
lumiere. Cette sécrétion tubulaire permet notamment d’¢liminer de facon plus efficace certains
composés et donc de maintenir leur taux plasmatique a un niveau plus bas. (Jean-Claude ef al,

2008)

00Sr QUE .
tubule contourné tubule contourné
proximal distal

capsule de Bowman

glomérule
tube collecteur

4
%

vaisseau droit

l T T l cortex
médulla

~aC— transfert passif d'eau hormonodépendant

—> circulation de l'urine -
——= circulation du sang U
~— transport actif d'ions il r) -
~— transfert passif d'ions hormonodépendant ¥
< - transfert passif d'ions -} I urine définitive
- 3= transfert passif d'eau \anse de Henlé J
radient d \centratior

i transfert passif d'urée hormonodépendant

Figure 08 : excrétion tubulaire.
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I Matériel :

Les expérimentations ont été effectuées au niveau de I’animalerie du département des sciences de la

nature et da la vie de la faculté des sciences de I'université de 20 aout 1955, Skikda.

Figure 09 : I’animalerie de 'université de 20 Aout 1955 Skikda (image descriptive, 2023).

1. Matériel animal :

Notre ¢tude expérimentale a été réalisée sur 42 rats blancs femelle de la souche Wistar datant
du mois de mars 2023. Ces rats proviennent de I’institut Pasteur (Centre EL Koubba, Alger) qui
sont agés de 7 semaines et d’un poids corporel entre (80 ga 120 g).

1.1. Les conditions d’élevage :

Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation de 10jours, aux conditions de ’animalerie ; a
une température de (20 a 23°C) et de lumicre du jour, car ils sont sensibles aux variations
thermiques et lumineuse, ils sont mis dans des cages propres et stériles en polypropyléne,
tapissée d’une litiere constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la liticre
changée quotidiennement jusqu’a la fin de I’expérimentation. Leur nourriture est un aliment
standard (la composition de I’aliment de nourriture est présentée dans le tableau en annexe), et

I’eau du robinet qui sont fournis aux animaux et renouvelés quotidiennement.

Figure 10: Photo des rats de souche Wistar (photo originale, 2023)
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2. Matériel végétal

La plante utilisée dans cette étude est Salvia officinalis considérée comme étant une plante

médicinale. Elle a été récoltée au niveau de la région de wilaya Skikda, au mois de février 2023.

Figure 11 : Salvia officinalis (photo originale, 2023).
3. Matériels chimiques :

Dans ce travail, nous avons utilis¢ d’une part les nanoparticules a base d’oxyde d’Aluminium
(ALO3) pour le traitement des rats, sous forme solution avec 1’eau distilleé a une dose de 50

mg/kg/jour.

1I. Méthode :

1. Séchage et broyage de la plante :
Dans cette étude, la partie aérienne (feuilles) a été utilisée pour le traitement. Apres identification
de la plante, les feuilles sont nettoyées des impuretés puis elles sont mises a sécher dans une
chambre sombre, aérée, a ’abri de ’humidité et température ambiante. Les feuilles seches ont

¢été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique et le broyat obtenu a été conservé jusqu’a utilisation.

Figure 12 : Photo originale présente le séchage et le broyage de Salvia officinalis.

2. Préparation de ’extrait :

e Macération :
La méthode d'extraction utilisée pour les composés phénoliques est la macération. La macération

consiste a laisser tremper la matiere végétale dans I’eau ou dans un autre Solvant organique a

température ambiante, sous agitation continue L’extraction a lieu par pénétration du solvant dans
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la cellule végétale, phénoméne provoquant leur gonflement et la rupture des liaisons
moléculaires de faible énergie. Les composés sont alors dissouts et diffusent progressivement

des cellules vers le solvant (Royer et al., 2010)
e Mode opératoire :
L’extrait de « Salvia officinalis » est préparé par macération solide-liquide. Dans un bécher,
5g de maticre végétale a été mélangé avec d’'méthanol a 70% (on a laissé le mélange pendant 3
heures) apres, on a filtré le mélange sur papier Wattman (n°3). Le filtrat a été¢ conservé dans les

étuves jusqu’a la stabilité du leur poids.

Figure 13 : I’extraction de Salvia officinalis. (Photo originale, 2023).

+ Etude quantitative :

2.1. Dosage polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par

(Wong et al. 2006).

e Mode opératoire

Il consiste a mélanger 200 pl de chaque extrait (0.5 mg d’extrait dilu¢ dans 1ml Méthanol) avec
Iml de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans I’eau distill¢). Les solutions ont été
mélangées et incubées pendant 4 minutes. Apres I’incubation, 800 pl de la solution de carbonate
de sodium Na>COs (75g /1) a été ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu apres
incubation a l’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures. Aprés incubation,
I’absorbance est mesurée par un spectrophotomeétre a 765 nm. Le blanc de la réaction ne

contenant pas de polyphénols est réalis¢ comme le point 0 en mg/ml.
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Note : Le blanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnelle (mais on remplace

I’extrait de la plante par le méthanol).
e Courbe d’étalonnage :

La concentration en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression linéaire
de la gamme d’¢talonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique (6.25-100 pg/ml) et

exprimée en milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g ES).
2.2. Dosage des flavonoides :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par (Djeridane et al, 2006) est utilisée pour

quantifier les flavonoides.
e Mode opératoire

Brievement, 1 ml de chaque extrait et du standard (0.5 mg d’extrait ou standard dissous dans 1ml
Meéthanol) a été ajouté a Iml de solution d’AlICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été

vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes d’incubation.

Note : Leblanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnelle (mais on remplace

I’extrait de la plante par le méthanol).
e Courbe d’étalonnage :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'é¢talonnage linéaire (y =
a x + b) réalisé par un standard étalon "la quercetin”" a différentes concentrations (2.5-20 pg/ml)
dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/ g ES).

2.3. Etude de l'activité antioxydante de I'extrait :
2.3.1. Test du 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
e Principe de la réaction :

Pour étudier I’activité anti-radicalaire de ’extrait, nous avons opté pour la méthode qui utilise le
DPPH comme un radical libre relativement stable, violet en solution et présentant une
absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est
réduit en diphényle picrylhydrazyl par un composé a propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi
une décoloration « I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons » (Sanchez-Moreno, 2002).
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On peut résumer la réaction sous forme de I’équation : DPPH® + (AH) n — DPPH-H + (A°) n
ou (AH) n représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH (viole) Pour
le transformer en diphényle picrylhydrazyl (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de

décoloration a 517 nm.

e Mode opératoire :

Le mélange réactionnel est préparé comme suit : 400ul des solutions d’extraits sont ajoutées
al600ul DPPH (0.004% préparée dans du méthanol). Parallelement un controle négatif est
préparé en mélangeant 400ul de méthanol avec 1600ul de la solution méthanolique de DPPH. La
lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm
apres 30min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique
(la vitamine C) dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons

secs pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

v' Les résultats sont exprimés en tant qu'activité anti-radicalaire ou l'inhibition des radicaux libres

en pourcentages (I % ou Inh %) en utilisant la formule suivante.

Inh %= [(Abs t — Abs e) /Abs t] *100

Abs t : Absorbance du témoin négatif.
Abs e : Absorbance de I’échantillon testé.
Inh % : Pourcentage d’inhibition.
v' L’activité anti-radicalaire (ARP) des extraits peut étre déduite par le calcul de I’inverse des

valeurs IC50 trouvées.

ARP=1/1C50

ARP : puissance anti-radicalaire.

IC50 : concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50%la concentration initiale du

radical DPPH.
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3. Réparation des rats et le traitement : Notre expérience est divisée en 6 lots les suivants :

Lot n°1 : contient 7 rats comme témoins ne subit aucun traitement.

Lot n °2 : contient 7 rats traités par dose 1 (250 mg/kg) de S.O par voie orale.

Lot n ° 3 : contient 7 rats traités par dose 2 (500 mg/kg) de S.O par voie orale.

Lot n °4 : contient 7 rats traités par une dose d’Al,O3 en raison de 50mg/kg par voie orale.

Lot n °5 : contient 7 rats traités par mixture de (Al.O3z mg/kg + S.O dose 1 mg/kg) par voie
orale.

Lot n °6 : contient 7 rats traités par mixture de (Al.O3z mg/kg + S.O dose 2 mg/kg) par voie

orale

Figure 14 : Répartition des rats (photo originale, 2023).
Les rats de tous les lots de I’expérience ont été marqués par des marqueurs colorés pour leur
identification.

3.1. Mesure du poids :

La mesure du poids est effectuée sur les rats chaque 3 jour d’une fagon réguliere pendant la
durée d’¢élevage, soit au cours d’adaptation ou au cours de traitement a 1’aide d’une balance

¢lectronique a un sensibilité¢ de . (Marque Aston).

Figure 15 : Mesure du poids de rat (photo originale, 2023).
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3.2. Protocole de I’expérimentation :

Des lots expérimentaux 42 rats
répartis en 6 groupes

| 2

[ 10 Jours successifs d’adaptation ]

4 N 7 N\ ) 4 N N )
( (G5) : (G6) :
. . (G3) : G4):
(G1): (G2): (rats) (rats)
(7rats) (7rats) (7rats) (7rats) Traité + Traité +
o . Plante Plante
S Plant
Témoin Traités dose 1 dose 2 d:sr;1e Plante
dose2
- J \o J \. J \ O\ J . J
[ 28 Jours successifs du traitement ]
[ Prélévement du sang ] [ Prélévement des organes ]

Dosages des parametres

Etudes histologique des
Biochimiques :

organes :
Glycémie, HDL, LDL, Urée
,Trig , Creatinine , Acide
uréque . Albumine,
cholestérol.

- /

Rein

Figure 16 : Schéma récapitulatif du protocole
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3.3. Traitement :

Apres la période d’adaptation, les 6 lots ont recus une dose de nanoparticules (Al>O3), et de
I’extrait de plante sous forme d’une solution aqueuse. L’administration a été faite par gavage a

I’aide d’une sonde spécifique fixée sur une seringue selon le poids corporel, durant 28 jours.

Figure 17: les doses de I’extrait, technique de gavage (photo originale, 2023).

3.3.1. L’infusion :
Il s’agit de mettre la plante fraiche ou séche en contact avec 1’eau bouillante durant une période qui
varie selon les plantes.

e Mode opératoire :
On a ét¢ utilisé deux doses préparées au préalable par infusion, I’opération a été répétée jusqu’a la
fin du traitement.
3.3.2. Préparation d’oxyde aluminium :

Dans ce cas, la dose préparée par de I’eau distillée est équivalente a 50mg\kg\jour. Cette dose a été
administrée aux lots correspondants pendant les 28 Jours successifs.

Figure 18 : préparation d’oxyde d’aluminium.

4. Dissection et prélévement :

Le dernier jour du traitement, ’alimentation et I’eau sont enlevées et les rats doivent étre a jeun le
jour ou ils sont sacrifiés. Ils sont anesthésiés par le chloroforme par inhalation pendant 2 & 3
minutes dans une boite fermée. Puis disséqués ventralement pour le prélévement de sang au niveau

cardiaque et de certains organes (rein).
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Figure 19: Dissection d’un rat (photo originale2023).
4.1. Prélévement du sang :

Apres la dissection, un prélévement sanguin a été effectué au niveau cardiaque ouvert.

Figure 20: Prélévement sanguin au niveau cardiaque ouvert (photo originale, 2023).

Les échantillons sanguins de chaque rat sont recueillis dans des tubes héparines étiquetés, pour le

dosage des parametres biochimiques.

Ces tubes sont centrifugés a 3000 tour/min pendant 7 minutes.

Figure 21 : la centrifugeuse 5702 (photo originale, 2023).
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4.1.1. Dosages des parameétres biochimiques :

Les paramétres biochimiques sont dosés automatiquement sur un automate modele Snibe (Biossy

240 Plus).

Figure 23 : I’automate des analyses biochimiques modéles Snibe (Biossy 240 Plus) (Photo
originale, 2023).

4.2. Prélévement des organes :
Les organes ont été prélevés et pesés dans lesquels de petits morceaux ont été coupés de chaque

organe et placés dans un Eppendorf (pesant entre 05 et 0,9 g) qui a ensuite été conservé dans une
solution de TCA a 20 % pour faire le dosage (lipides, glucides).

ATt -

Figure 24 : Les organes prélevés d'un rat apres la dissection (photo originale, 2023).

Le reste des organes sont rincés avec du sérum physiologique (NaCl), ensuite ils sont conservés
dans le formol de 10%, pour réaliser 1'étude histologique qui a été effectuée au niveau du service

d'anatomie pathologique a I'hopital les martyrs Saad Guermech de Skikda.

Figure 25: Les organes prélevés d'un rat conservés dans le formol (photo originale, 2023).
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4.2.1. Extraction et dosage des métabolites :

L’extraction des métabolites (glucides et lipides) des échantillons (rénaux), ont été réalisées selon le
procédé de (Shibko et al., 1966). Les échantillons ont été conservés dans 1ml d’acide trichloro
acétique (TCA) a 20%. Apres broyage. Les broyats subissent une premiére centrifugation (5000
tours /min, 10 min) et le surnageant I obtenu sert au dosage des glucides. Au culot I, on ajoute 1ml
du mélange méthanol/chloroforme (1v/1v) et aprés une seconde centrifugation (5000 tours/min,
10min) permet de récupérer le surnageant II, qui servira au dosage des lipides. Le culot il est
ensuite repris dans 1ml de NaOH et aprés 1 nuit a 4°C, permettra la solubilisation et la

quantification des protéines totale.
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Imlde TCA a (20%)

Centrifugation (5000tour /min pendant 10min) I

Culot 1

100 ul du surnagant 1

Iml méthanol /chloroforme (1v/1v)

Anthrone (4ml)

Centrifugation (5000 tour/min, 10)

Chaufter 80°C (10 min)

A

100ul du surnageant 2

D.O 4 620 nm
Iml d’acide sulfurique

Chauffer 100°C (10min)
200ul du mélange
v
Dosage des [
glucides 2,5 ml d’acide sulophospho-vanillique
Dosage des
lipides

D.O a530 nm (200ul)

Figure 26 : Méthode d’extraction et dosage des principaux constituants
biochimiques (glucides, lipides)
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e Dosage des glucides totaux :

Le dosage des glucides a été réalisé selon la méthode de (Dubois, 1956). Cette méthode utilise
I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25ml d’eau distillée)

et une solution mére de glucose (1g/l) comme standard, La méthode consiste a :

» Additionner a une fraction aliquote de 100 pul du surnageant contenu dans un tube a essai Des
différents échantillons, 4 ml de réactif d'anthrone. Chauffer le mélange dans un bain marie a 80
°C pendant 10 min, une coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la
quantit¢ de glucide présente dans 1’échantillon. La lecture de l'absorbance est faite a une

longueur d'onde de 620 nm.

Figure 27: Préparation de dosage glucidique (photo original, 2023).

e Dosage des lipides totaux :

Les lipides totaux ont ét¢ déterminés selon la méthode de (Goldsworthy ez al., 1972). Utilisant
le réactif sulfo-phospho-vanillinique (0,38g de vanilline, 195ml d’acide orthophosphorique a

85% et 55 ml d’eau distillée) et une solution mere de lipides (2,5mg/ml) comme standard.

* Additionné 1 ml d'acide sulfurique (98%), apres agitation, les tubes sont chauffés un bain-marie

(100°C pendant 10 min) ; de chaque tube 200 pl sont ensuite prélevés et il est ajouté2, 5 ml de
réactif.

Les absorbances ont été lues apres 30 min d'obscurité a une longueur d’onde de 530 nm.

Figure 28 : Préparation de dosage lipidique (photo originale, 2023).
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5. Etude histologiques :
5.1. Etude macroscopique

Le prélevement histologique est une biopsie d'un trés petit morceau d'un organe.
5.2. La préparation des cassettes : Contient les morceaux des organes

e Les organes sont coupés avec un quéteur en des picces de 2 mm
e On les met dans les cassettes codées et on les place dans le formol pendant 24h-48h.

Figure 29 : Préparation des cassettes (photo originale, 2023).

3. La circulation :

Elle est réalisée a I’aide d’un automate pendant 17h qui contient une série du solvant selon les

¢tapes suivantes :

#+ La poste-fixation : permet le passage des fixateurs aqueux aux alcools (La déshydratation).
#+ La substitution : consiste a remplacer I’éthanol qui n’est pas miscible a la paraffine par xyléne.
#+ L’imprégnation : correspond a la substitution du solvant par la paraffine.

A la fin du cycle, les paniers contenant les cassettes se trouvent dans un bain de paraftine chaude
(Liquide). (Carson et al., 2009).

o

Figure 30 : Automate pour la circulation (photo originale, 2023).

5.4. Inclusion : Consiste en un enrobage des pi¢ces par la paraffine liquide qui permet ainsi de
conserver les rapports architecturaux des structures les unes par rapport aux autres et de lui

fournir un support externe a la fois pendant et apres la coupe. Les étapes de ’enrobage sont :

1. On verse la paraffine liquide (T entre 56-60) dans le moule.
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On met le morceau de tissu dans le moule et on le pousse.
On recouvre la piece par la cassette.
On verse la paraffine.

Apres le refroidissement du moule a une température de -2°C, on obtient un bloc de

paraffine dur qui contient la piece prélevée.

Figure 31 : les blocs apres le refroidissement (photo originale, 2023).

5.5. La coupe :

A l'aide d'un microtome on fait les coupes :

Le passage du bloc de paraffine dans un microtome régler a une épaisseur 10 pm permet de
réaliser des sections (des coupes tres fines) en séries régulieres sous forme d’un ruban.

On met le ruban dans un bain marie a 50°C pour décontracter la paraffine.

On prend la section de I'eau a I'aide d'une lame nommeée par le code de blocs.

L'adhérence des coupes sur les lames est faite par une étuve a une température De (110 a
130 °) pendant 7 min.

En inclinant les lames et en les séchant au moyen de papier buvard absorbant.

La paraffine doit étre éliminée ; a I’aide d’une plaque chauffante (450 - 600) pendant 15

minute (déparaffinage).

Figure 32: 1'¢tuve (A) bain marie (B) microtome (C) (photo originale, 2023).
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5.6. Coloration :

Coloration histologique topographique, associant une coloration nucléaire par I’hématoxyline de
Harris a une coloration des cytoplasmes et du collageéne par I’éosine Y. Le noyau est coloré avec
une couleur mauve foncé presque noir et 1'éosine qui colore le cytoplasme en rose ou rouge, cette

méthode de coloration dure 45min.

Figure 33: coloration hématoxyline d'Harris Eosine (HE) (photo originale, 2023).

5.7. Le montage :

Apres avoir retiré les lames de xyléne, nous procédons au montage : Nous humidifions
légerement les lames avec du xyléne et appliquons une petite quantit¢ de colle spéciale
(EUKITT), qui permet a la lame de bien coller a la lamelle, et d'obtenir un effet trés net et une
observation transparente. On met les lamelles, on appuie un peu pour se débarrasser de l'air
restant et n'oublions pas d'écrire le nom de chaque lame et enfin on laisse sécher les lames et on

les met dans la porte lames.

Figure 34 : matériels utilisés pour le montage des lames (photo originale, 2023)
5.8. La lecture :

L'observation des lames se fait dans le service d'anapath, elles ont été observées a I’aide d’un

microscope optique Leica. Les agrandissements utilisés sont X 100 et X 400.
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Analyses statistiques :

Toutes les données ont été analysées en triple et les résultats sont exprimés en moyenne + écarts-
types (SD). Le calcul de variables ANOVA utilisant le test de Tukey a été utilisé pour déterminer les

différences entre les moyennes. La signification statistique a été déterminée par la valeur P<0.05,
P<0.001 et P<0.0001.
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I. Résultats :

a) . Evaluation des polyphénols :
Aprés le dosage, la teneur en polyphénol est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide
gallique (figure 34). Sa formule de régression linéaire est y=0.015x+0,192 avec un coefficient de
détermination R2 =0,961.

y=0.0157x + 0.1928

R?=0.9603
1.8

1.6
1.4 -
1.2

0.8 -
0.6 -
04 41 o
0.2 -
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Abserbance
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Concentration

Figure 35 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage polyphénols totaux.

Les résultats de dosage montrent que I’extrait du S.officinalis contient une quantité importante de
polyphénols (x=31.53 mg EAG/g ES).

b) . Evaluation des flavonoides :

Apres le dosage, le teneur en flavonoides est obtenu a partir de la courbe d’étalonnage de la
quercitrine (figure 35) ayant 1’équation de formule : y= 0,024x+0,033 avec un coefficient de
corrélation R2=0.98.

y =0.0247x + 0.0336
0.6 1 R2 = 0.9867

Abserbance

o o o o

N w N 13
S

o
=

0 ‘ T T T T 1
0 0 15 20 25
Concentration

Figure 36 : Courbe d’étalonnage de la quercitin pour le dosage des
flavonoides.
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Les résultats de dosage des flavonoides ont révélé que 1’extrait est riche en flavonoides (x=17 mg
EQ/mg ES).

c) . Evaluation de I'activité antioxydante :
La capacité antioxydante de I'extrait est calculée a partir de la courbe d’étalonnage utilisant 1’acide
ascorbique comme un antioxydant de référence.
D’aprés les résultats on remarque que I’extrait de la partie aérienne des S. officinales. Posséde une
activité antioxydant différentes a celles de la vitamine ¢ (standard) (IC 50 = 46) et (IC 50 =18 de la
plante) donc la plante a une activité antioxydant faible.
Le parametre IC50 ou CES50 (concentration efficace médiane) est défini comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité du DPPH, elle est calculée par
régression linéaire a partir des graphes des taux d’inhibition.
1. Effet d’oxyde d’aluminium et de I’extrait de S.O sur les parameétres de croissance globale

des rats :
1.1. Le poids corporel :

La figure montre la variation du poids corporel du rat, pendant la période d’expérimentation
d’apres les résultats du poids corporel ont montrent une augmentation progressive pour (G1) la
méme remarque entre (G2, G3) et les groupes traités par mixture de Al.Oz et S.O (G5, G6). Par
contre le groupe traité par AlOs G4 montre une diminution de 3 jours et aprés une augmentation
progressive bien qu’on ait noté la présence d’un léger pic du poids durant le 15éme jour du

traitement et apres une légére augmentation suivie.
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Figure 37 : I’évaluation du poids corporel du rat pendant la période d’expérimentation.
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1.2. Poids relatif du rein :
Les résultats de 1’évaluation du poids relatif du rein a la fin de la période expérimentale sont
présentés par la figure 38, qui montre qu’il n’y a aucune différence significative entre les six

groupes.

La comparaison des groupes témoins G1 (0,827 +0,1974) montre qu’il y a une légére diminution
par rapport G2 (0,7771 +0,0813), G3 (0,7943 +0,1598), G5 (0,6783 +0,0645), et G6 (0,7521
+0,0976), Cependant on note une augmentation par rapport au G4 (0,8720 £0,1084). De plus, la
comparaison entre les groupes traités montre une légére diminution non significative entre G4 et
tous les autres groupes traités comme G2, G3, G5, G6. Par ailleurs une augmentation non

significative a également été observée entre (G2 -G3) et (G5 - G6).

12 4
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Poids relatif des reins (g)
o o
i o)

©
N}

o

HGl mG2 mG3 mG4 mG5 mG6

Figure 38 : La variation du poids relatif du rein (n=7).
2. Effets de ’oxyde d’aluminium et ’extrait de la plante S.officinalis sur les parametres

biochimiques :
2.1. Glycémie :

Les résultats des concentrations de glycémie présentés par la figure 39 montrent une différence

significative (P<0,001) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une diminution
significative ente le témoin négatif G1 (0,805 +0,0173) et les groupes traités : G2 (0,3567+ 0,009),
G3 (0,3£0,1122) G6 (0,7 £0,1796), par contre, une t augmentation significative entre G1 et ces
deux groupes G4 (1,135 +0,3088), G5 (1,01 £0,0898). Alors que la comparaison entre les groupes
traités montre qui il y diminution significative de G4 avec G5 et G6 et une augmentation entre les

groupes traiter le G2 et G3 avec G4.
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Glycémie
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Figure 39 : la variation de la concentration de glucose (n=7).
2.2. Triglycéride :

Les résultats des concentrations Triglycéride présentés par la figure 40 montrent une différence

(P<0,001) significative entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une augmentation
significative ente G1 (0,42 £0,05099) et les groupes suivants : G2 (0,59 +0,08981), G3 (0,4333

+0,1037), G4 (0,6867 £0,02625) et G6 (0,51 +£0,05715). En effet, on note une diminution
significative entre G1 et G5 (0,3767 +0,009428), Tandis que la comparaison entre les groupes
traités, on a observé qui il y a diminution significative de G4 avec ces groupes : G5, G6, G2 G3 et

pareillement entre G2 avec G3.
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Figure 40 : la variation de la concentration de Triglycéride (n=7).
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2.3. Cholestérol :

Les résultats des concentrations du cholestérol présentés par la figure 41 montrent une différence

significative (P<0,01) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une diminution
significative ente G1 (0,7167 +0,1584) et G2 (0,5633 +£0,04028), G3 (0,5667 +0,0776), G5 (0,44
+0,07483), G6 (0,6667 £0,1408) et par contre une augmentation avec G4 (0,7067 +£0,1247). Alors
que la comparaison entre les groupes traités, il a ét¢ montré une diminution significative de G4 et
G6 et G5 et une augmentation significative de G2 avec G4, mais il a été a signalé une différence

non significative entre G2 et G3.

Cholestérol
0.9 *k

concentration de cholestérol
(g/N)

HGl MG2 WG3 mG4 mG5 mG6

Figure 41 : la variation de la concentration de Cholestérol (n=7).

2.4.HDL :

Les résultats des concentrations HDL présentés par la figure 42 montrent une différence

significative (P<0,001) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une augmentation
significative ente G1 (0,1933 +0,0188) et les groupes suivants : G2 (0,3533 +£0,0188), G3 (0,36
+0,0374), G4 (0,2233 £0,0094), G6 (0,2433 +0,0249). On note cependant une diminution avec G5
(0,1567 +0,0188). Alors que la comparaison entre les groupes traités montre qui il y a diminution
significative entre G4 et G5 et entre G3 et G4 et une augmentation entre le G4 avec G6 et entre G2

avec G3.
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Figure 42 : la variation de la concentration de HDL (n=4)

2.5.LDL:

Les résultats des concentrations LDL présentés par la figure 43 montrent une différence

significative (P<0,001) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une diminution
significative ente G1 (0,32 +£0,0163) et G2 (0,095 £0,004082), G3 (0,0966 +0,017), G5 (0,2167
+0,0573), G6 (0,2917 +0,1376). De méme, résultat entre les groupes traiter le G4 (0,425 +0,0367)
et G6, GS5. Alors que la comparaison entre les autres groupes traités montre qu’il y a augmentation

significative avec G1 et G4 et non significative entre G2 et G3.
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Figure 43 : la variation de la concentration de LDL (n=7)
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2.6. Créatinine :

Les résultats des concentrations créatinine présentés par la figure 44 montrent une différence

significative (P<0,001) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une diminution
significative ente G1 (4,818 +0,0236) avec G2 (4,568 +0,0206), G3 (5,395 +0,03) et G4 (5,663
+0,0478). Le méme résultat observé entre les groupes traiter G4 avec G6 (3,375 £0,01) et G5

(3,93 £0,0326), Alors que la comparaison entre les groupes traités montre qui il y a augmentation

significative de G2 et G3 avec G5 et Go6.

gt;ke*atl nine
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Figure 44 : la variation de la concentration de créatinine (n=7)
2.7. Urée :

Les résultats des concentrations urée présentés par la figure 45 montrent une différence significative

(P<0,01) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une diminution
significative ente G1 (0,5858 +0,1049) avec les groupes suivants : G2 (0,5525 +£0,02598), G3 (0,46
+0,01826) , G5(0,5333 +0,07587), et G6 (0,52 +0,01333). On observe plutdt une augmentation de
G1 avec G4 (0,63 +£0,05228). Alors que la comparaison entre les groupes traités montre qui il y a

diminution significative entre le G4 et G6, G5, et G2 et aussi entre G2 et G3.
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Figure 45 : la variation de la concentration d’UREE (n=7)

2.8. Acide Urique :

Les résultats des concentrations d’acide urique présentés par la figure 46 montrent une différence

significative (P<0,001) entre les six groupes. La comparaison des groupes traités par rapport au

groupe témoin montre qu’il y a une augmentation significative ente G1 (22,34 £2,723) et G2 (25,5
+1,225), G3 (25+0,8165), G4 (32,6 £2,092), G5 (28,86 +11,28), et G6 (27,2 £0,2828), Par ailleurs,
la comparaison entre les groupes traités montre qui il y a diminution significative de G4 avec G5 et

G6 ,G3 et G2, mais on note une différence non significative entre G2 et G3.

Acide Urique
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Figure 46 : la variation de la concentration d’Acide urique (n=7)
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2.9. Albumine :

Les résultats des concentrations albumine présentés par la figure 47 montrent une différence

significative (P<0,001) entre les six groupes.

La comparaison des groupes traités par rapport au groupe témoin montre qu’il y a une diminution
significative ente G1 (33,75 £0,5655) et G2 (24 +0,8165), G3 (22,67 +0,4714), G5 (27,37 +£3,811),
G6 (22,22 £0,391) et également entre les groupes trait¢ G4 (33,61« 1,2410) avec G5, G6. Alors

qu’on montre qui il y a une baisse significative entre G2 et G4.
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Figure 47 : la variation de la concentration d’albumine (n=7).

3. Effet de nanoparticule Al203 et extrait S. officinalis sur les parametres biochimiques au

niveau des reins :
3.1. Effet sur le taux des glucides rénaux :

Les variations du taux des glucides au niveau du rein chez les rats témoins et traités par ’extrait de

S.officinalis et a la nanoparticule de Al,O3 et leur combinaison sont présentés dans la (figure 48).

Nos résultats montrent que le taux moyen de glucides au niveau rénal a diminuée significativement
chez les rats traités par les Al,O3 en comparaison avec le témoin (0,1326 vs 0,8084). Dans le lot
traité par I’extrait de S.officinalis d1 nous avons enregistré une augmentation non significative du
taux des glucides rénaux (0,9383 vs 0,8084) et avec une diminution non significative de ’extrait de
S.officinalis d2 (0,724 vs 0,8084) en comparaison avec le témoin. Le traitement par combinaison de
(Pextrait de S.officinalis + AlO3) montre une diminution significative du taux moyen des glucides

compar¢ aux témoins (0,1255 vs 0,8084).
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Concentration des glucides (g/l)
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Figure 48 : la variation du taux de glucide (pg/g)

3.2. Effet sur le taux des lipides rénaux :

Les variations du taux des lipides au niveau du rein chez les rats témoins et traités par ’extrait de

S.officinalis et I’agent toxique AlOs et leur combinaison sont présentés dans la (figure 49).

Nos résultats montrent une diminution non significative de taux moyen des lipides rénaux chez les

rats traité¢ G2(0,7221), G3(0,7573), G4(0,507), G5(0,7014), G6(0,5614) par rapport au témoin

(0,9181).
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Figure 49 : la variation du taux de lipide (ug/g)
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4. Effet de ’Oxyde aluminium (Al>O3) et I’extrait de la plante S.officinalis sur I’histologie du
rein :

La structure histologique rénale des rats témoins G1 montre une structure et un aspect histologique
normal. Par contre L'analyse des coupes histologiques du rat traité avec Al.Os, G4 révele des
modifications structurelles par rapport au témoin, On note alors, des néphrites interstitielles
(infiltrat inflammatoire entre les tubes rénaux) (Figure 51). Cependant, I’observation microscopique
des structures histologique rénale des rats de G2 montre une structure et un aspect histologique a la
limite de la normal (Figure 51).

D’autre part I’analyse histologique des reins de G3 comparativement aux témoins G1 révele la
présence d’une néphrite interstitielle et d’une glomérulonéphrite (infiltrat inflammatoire
lymphocytaire entre les tubes rénaux et dans les glomérules) Ces modifications histopathologies
confirment les résultats des dosages des paramétres biochimiques (l'urée, créatinine...). L'analyse

des coupes histologiques du rat de G5 présente une discréte néphrite interstitielle (figure) et Les

résultats de G6 montré un glomérule néphrite.
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Figure 51 : Les coupes histologiques des reins des rats (photo originale, 2023).

NI : Néphrite interstitielle GN : glomérule néphrite
G : Néphrite glomérulaire DNI : Discréte néphrite interstitielle
Discussion :

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet détoxifiant du Salvia officinalis apres intoxication par
I’oxyde d’aluminium (Al203) chez les rats de la souche Wistar. Les résultats obtenus ont été

interprétés comme suit :

- Dans cette étude, le teneur en polyphénole totaux de I'extrait est, 31,5+0,004 mg EAG/g ES. Ces
résultats ne sont pas confirmés avec ceux de Touys et al. (2016) auxquels le taux de polyphénol que
I'extrait métabolique de salvia officinalis 115.23+0.82 mg EAG/ g ES. Cette différence peut étre
attribué a plusieurs facteurs a savoir les facteurs climatiques et environnementaux : la zone
géographique ; sécheresse ; sol et agressions ...etc. (Ebrahimi et al. 2008). Le contenu
polyphénolique dépend aussi du patrimoine genétique ; du moment de la récolte et du stade de
développement des plantes (Miliauskas et al.; 2004). La méthode d’extraction et la méthode de
quantification affectent également I‘estimation du tanneur totale en polyphénols (Lee et al.2003).
De plus, Le choix du systéme de solvant d’extraction est trés important dans la détermination des

teneurs en polyphénols totaux (Tirichine, 2010).

Le teneur en flavonoide de I'extrait méthanolique de Salvia officinalis est 17+0,08 mg EQ /g ES ce
résultat est en accord avec celui obtenu par Abdelkader et al.,(2014), lesquels ont trouvé une
teneur de flavonoide equivalent & 8.48+0.13 mg EQ/ g ES. D’aprés Nazemiyeh et al.,( 2006) le
genre Salvia est riche en flavonoides. Des études ultérieures ont confirmé également la richesse du
genre Salvia en flavonoides Lu et al., (2006) et Vanamala et al., (2006), et Klimczak et al.,
(2007), selon ces derniers auteurs, la variabilité des teneurs en flavonoides dans 1’oranges du genre
Citrus, est influencée exclusivement par plusieurs facteurs dont ’origine génétique, le degré de

maturation, le mode de conservation.
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D’autre part, Les résultats du test de piégeage au DPPH, montrent un fort potentiel antioxydant
IC50= 18 pg/ml. Ce pouvoir antioxydant croit avec I’augmentation des concentrations d'extrait
salvia officinalis. Ces résultats sont en relation avec les études de Mati et al., (2015) qui ont trouvé
que I'IC50 de l'extrait 18.3ug/pl. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la
cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport
Antioxydant/DPPHe, type de solvants, PH) et le profil phénolique en particulier (Songklanakarin,
2004). L’activité antioxydante dépend non seulement de la concentration, mais également de la
structure et la nature des antioxydants (Falleh et al., 2008).

Les résultats montrent une augmentation progressif du poids corporel dans les lots des rats
G1,G2,G3,G5,G6 a I’exception G4 nous avons notées une diminution qui repérée une
augmentation apres 15 jours, selon (Gasmi ,2018) la diminution du poids aprés administration de
deltamethrine liées a la perte d'appétit, diminution d'apport alimentaire, perturbation du
métabolisme cellulaire sous l'effet de stress oxydatif engendré par le ROS (réactive oxygene
species). Et la réduction du poids corporel peut étre due également du phénomene anorexique, que
les animaux puissent subir avec le temps de l'exposition aux xénobiotique et 1'état de stress dans
lequel vivent durant la période de cette exposition (Vivianna 2015 ; Chakroun et al 2016).

Par ailleurs, I’étude de détoxification de S.officinalis sur les rats induits par gavage a I’agent toxique
Al>O3, plusieurs interprétation ont éte recueilles. Une fois Al,O3 entre dans I'organisme du rat, un
certain nombre des substances chimiques perturbent les systémes endocriniens (Jacotot et
Campillo, 2003). En d’autres termes, lorsqu’s un organisme est exposé a des substances toxiques,
une réaction émotionnelle dans le systéme limbique active I’hypothalamus pour produire la
corticolibérine (CRH).

Ce dernier stimule ’hypophyse pour libérer ’ACTH (hormone adrénocorticotrope) qui est un
activateur de la glande surrénale pour la production et la sécrétion de cortisol dans le sang.

Le cortisol & des nombreuses actions dont certaines conduisent a 1’¢1évation de la glycémie, ce qui
pourrait expliquer le plus probable les résultats de la glycémie enregistrés (Jacotot et Campillo.,
2003).

D’autre part, les hormones peuvent étre anabolisantes (favorisant le gain protéique) ou
catabolisantes (favorisant la perte protéique), dans ce cas I'insuline agit comme un catabolisant, ce
qui traduit le synchronisme d'augmentation du taux de la glycémie.

L’effet protecteur de I’extrait S.officinalis sur les reins vis-a-vis cette intoxication par Al2Os se
traduit par la diminution du taux de glucose dans le sang chez les rats traités par ces extraits apres
I’administration d’Al>0s. L’administration par voie orale de Salvia officinalis a révélé une activité
hypoglycémiante significative chez les rats diabétiques induits par la Streptozotocine. Cet effet peut

étre attribué a son activité antioxydante et sa haute teneur de polyphénols. (Hala.)
49



Partie 3 Résultat et discussion

Nos résultats sont on concordance avec I’étude de Bobryshev et Micron, (2006) lesquels ont
travaillés sur un agent toxique Thimathoxame, montrent que le traitement des rats par cet agent a
induit une diminution significative des taux de I’albumine et augmentation significative de taux de
triglycéride. L’analyse des résultats met en évidence une augmentation significative des
biomarqueurs lipidiques LDL avec une diminution du taux de HDL- cholestérol. D'apres ces
résultats, on peut conclure que le traitement par Thimathoxame provoque des perturbations des

paramétres lipidiques au niveau du plasma objectivé par une hypercholestérolémie.

-Le traitement de I’infusion de S.officinalis a légérement réduit les taux plasmatiques de cholestérol
total, LDL, et une augmentation du taux plasmatique du, HDL pendant la phase de traitement.

L'augmentation de la teneur plasmatique en acide urique, en créatinine et en urée enregistrer dans la
présente etude chez les rats traités par le chlorure daluminium, est considérée comme un
biomarqueur du dysfonctionnement rénal qui est probablement corrélé a des changements de
I'histoarchitecture rénale. Les études de Mahdy et Farrag, (2009) montrent clairement que
I'exposition prolongée aux sels d'aluminium provoque des effets néphrotoxiques, qui peuvent altérer

les cellules rénales chez les rats de la souche wistar.

Une augmentation de la concentration sérique de 1’urée peut étre le signe d’une Néphropathie (au
moins 70% des néphrons non fonctionnels), d’une déshydratation, d’une Inflammation, d’un
traumatisme musculaire Eades et Bounous, (1997). Alors que S. officinalis diminue le taux d’urée
donc elle a des propriétés thérapeutiques, nos résultats sont similaires aux travaux de Walch et al.,
(2011) qui ont trouvé que S.officinalis a des propriétés thérapeutiques puisqu’elle est utilisée pour le
traitement des différentes pathologies.

L'urée et la créatinine sont les produits finals de la dégradation des protéines tandis que la purine est
la principale source de l'acide uriqgue Mahieuet al., (2005) De ce fait, I'augmentation de leurs taux
plasmatique peut étre corrélée soit a l'augmentation du catabolisme protéique, ou bien a
laugmentation de la glycation des protéines qui peut entrainer une atrophie musculaire

accompagnée d'une libération accrue de la purine (EI-Demerdash, 2004).

Effet sur le teneur des lipides :

Le résultat de 'effet de nanoparticule d’Al.Oz sur le profile lipidique a montré une diminution
significative de la concentration des lipides chez les rats traités aux nanoparticules d’Al>O3 par
rapport aux témoins. Notre étude et s’accorde a celle de Sidhu et al., (2004) qui montrent une
diminution des taux des lipides totaux apres ’injection & base de Nickel. Cette diminution peut étre
explicable par [I'utilisation des lipides dans la production d’énergie aux fonctions vitales de

I’organisme sous la toxicité d’Al,Os.
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Effet sur le teneur des glucides

Les glucides sont présents dans I’organisme sous différentes formes, la forme la plus courante est le
glucose, obtenu a partir des sucres simples ou complexes apportés par I’alimentation, ils servent de
carburant rapidement utilisable par les organes (Esterbauer et al., 1992). De plus, les glucides sont
une source primaire et immédiate d'énergie (Albert et al., 1986).

Les résultats montrent une diminution significative de la teneur rénale en glucides chez les rats
traités par Al,Os par apport au témoin et une augmentation significative des glucides des rats traités
par S.officinalis . On peut expliquer cette augmentation par 1’inhibition enzymatique provoquée par
la plante qui se traduit par une préservation d’énergie. Dans les conditions de stress, les réserves de
glucides sont épuisées pour satisfaire les demandes énergétiques. Ces résultats rejoignent ceux El-
Wakil et Radwan, (1991).

L’étude histologique menée sur les reins chez les rats exposés chroniquement au Al,Oz a montré
des altérations seraient éventuellement liées a augmentation de l'activité rénale explique par taux
élevés d'acide urique et la creatinine. Selon les résultats de Elfeki et al, (1981); (Stengel ,1996)
;(Samaoui et al., 2000) ; (Mohamed et al., 2003) . L’intoxication par certaine nanoparticule induit
un dysfonctionnement tubulaire ou une néphropathie tubulo-interstitille, qui évolue vers une
insuffisance rénale. Les resultats obtenus montrent clairement que I’AlO3 affecte la fonction
excrétrice des néphrons, 1'unité structurale et fonctionnelle des reins, révélée par I’augmentation des
niveaux de la créatinine et de ’acide urique, un taux élevé de ces produits dans le sang, peut étre
traduit par un dysfonctionnement rénal dd a la présence d'une néphropathie caractérisée par une
réduction de la filtration glomérulaire (EI-Nekeety et al, 2009). De plus Pollak et Harsas, (1982)
montrent que les nanoparticules inhibent I'incorporation des acides aminées dans les L'analyse des
coupes histologiques du rat traité avec Al,Oz révéle des modifications structurelles par rapport au

témoin. On note des néphrites interstitielles (infiltrat inflammatoire entre les tubes rénaux) (Figure)

L’analyse histologique des reins affirme les résultats biochimiques, ot on note que I’Al2Oz a induit
des modifications structurales remarquables, qui ont mené a des perturbations des paramétres
biochimiques (Djahra, 2014). D’une part I'utilisation des substances naturelles comme des
solutions thérapeutiques, dans notre cas le principe actif de I’espece végétale salvia officinalis, a
réparé les endommager suite d’AlO3. D’autre part, les néphrites interstiticlles et les
glomérulonéphrites provoquées due a l'administration d’extrait de salvia officinalis dose 2 peut étre

liée a certaine toxicité de cette plante.
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Conclusion

Conclusion :

En termes de ce travail, on en conclut que I’administration de la nanoparticule a base d’Al>O3, avec
une dose de 50mg/kg/Jour par gavage chez les rats albinos wistar pendant 28 jours, a provoqué des
effets toxiques sur les parametres biochimiques et rénaux.

En ce qui concerne :

La croissance corporelle : les résultats montrent une augmentation du poids corporel durant la
période du traitement chez les groupes traités.

Les parametres biochimiques ont montré que le traitement par ALO3 induit une augmentation de la
concentration plasmatique en glycémie, HDL, LDL et triglycérides. En effet, il a été observé une
diminution du cholestérol et de I’albumine. D’autre part, ALO3a provoqué une augmentation de la
concentration plasmatique de la créatinine et de I'urée, ce qui confirme I’effet néphrotoxique. De
plus, ces perturbations ont été confirmées par observation sur les coupes histologiques.

Cependant, I’administration de la plante Salvia officinalis qui représente une source inépuisable de
composé€s naturels bioactifs ; il s’agit des composés phénoliques et certains flavonoides, a di
exercer un effet protecteur notamment chez les lots de rats G5 et G6 pendant une durée du
traitement ; lequel a induit une nette amélioration au niveau biochimiques et ceci a été confirmé sur
les coupes histologiques. Cette plante par ces principes actifs peut étre considérée comme un bon
antioxydant et un parfait inhibiteur des radicaux nocifs générés lors d’un stress oxydatif qui serait la
source des dommages causés par cette nanoparticule.

En conclusion et en perspectives, il sera souhaitable de poursuivre cette étude par d’autres travaux
qui confirment 1’activité anti néphrotoxicité de la plante médicinale S. officinalis et de comprendre
le mécanisme de protection de cette plante a I’égard de cette molécule toxique Al,Os. Il serait ainsi
intéressant de rechercher la caractérisation photochimique des molécules bioactives de S. officinalis
impliquées dans la néphroprotection, par des techniques physico-chimiques plus efficaces comme
HPLC, LC-MS, LC-RMN, afin de détecter des principes actifs de choix qui pourraient servir en

industrie pharmaceutique.
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Annexes

ANNEXE 01:

Composition de I’aliment:
Son de BIé

Coques de Soja
Tourteau de Soja
Mélasse de Canne
Carbonnate de Calcum
Huille de Soja Brut
CMV Lapin
Bicarbonate sodium
Sel Gemme

Acides Aminés
Additifs

1.4.1. Matériels de laboratoire :

¢ Ballon vides ¢ Bain marie.

¢ Balance ¢lectrique. ¢ Spectroscopie.
¢ Béchers. ¢ Centrifugeuse.
¢ Agitateur. ¢ Stuve.

¢ Barreau magnétique Spatule

¢ Papier filtre.
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Figure: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différents
concentration de I’extrait des feuilles S'. officinalis
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Test Tukey:
Glycémie

Tukey's multiiMean Diff, ~ 95,00% CI of Below thresht Summary Adjusted P Value

Glws. G2 0,4483 0,09457 to O, Yes ki 0,009 A-B
Gl ws. G3 0,505 0,1512 to 0,8 Yes *x 0,003 A-C
Glws. G4 -0,33 -0,6838 to 0,(No ns 0,08 A-D
Glws. G5 -0,205 -0,5588 to 0,1No ns 0,47 A-E
Glwvs. G6 0,105 -0,2488 to 0,£No ns 0,93 A-F
G2 vs. G3 0,05667 -0,2971 to 0,£No ns >0,99 B-C
G2 ws. G4 -0,7783 -1,132 to -0,4 Yes ok <0,001 B-D
G2 vs. G5 -0,6533 -1,007 to -0,2 Yes rkk <0,001 B-E
G2 vs. G6 -0,3433 -0,6971 to 0,(No ns 0,06 B-F
G3ws. G4 -0,835 -1,189 to -0,4 Yes rkk <0,001 C-D
G3ws. G5 -0,71 -1,064 to -0,3 Yes ok <0,001 C-E
G3 vs. G6 -0,4 -0,7538 to -0, Yes * 0,02 C-F
G4 vs. G5 0,125 -0,2288 to 0,24 No ns 0,87 D-E
G4 vs. G6 0,435 0,08124 to O, Yes * 0,01 D-F
G5 vs. G6 0,31 -0,04376 to 0 No ns 0,11 E-F
Triglyceride

Tukey's multiiMean Diff,  95,00% CI of Below threshcSummary  Adjusted P Value
Glws. G2 -0,17 -0,3164 to -0, Yes * 0,02 A-B
Glw. G3 -0,01333 -0,1597 to 0,1No ns >0,99 A-C
Glws. G4 -0,2667 -0,4131 to -0, Yes ok <0,001 A-D
Glws. G5 0,04333 -0,1031 to 0,1No ns 0,93 A-E
Glws. G6 -0,09 -0,2364 to 0,( No ns 0,4 A-F
G2vs. G3 0,1567 0,01026 to O,  Yes * 0,03 B-C
G2 vws. G4 -0,09667 -0,2431 to 0,(No ns 0,33 B-D
G2 vs. G5 0,2133 0,06693 to 0, Yes o 0,002 B-E
G2 vs. G6 0,08 -0,06640 to 0 No ns 0,53 B-F
G3 . G4 -0,2533 -0,3997 to -0, Yes ok <0,001 C-D
G3ws. G5 0,05667 -0,08974 to 0 No ns 0,82 C-E
G3vs. G6 -0,07667 -0,2231 to 0,(No ns 0,57 C-F
G4 vs. G5 0,31 0,1636 to 0,4 Yes ok <0,001 D-E
G4 vs. G6 0,1767 0,03026 to 0, Yes * 0,01 D-F
G5 vs. G6 -0,1333 -0,2797 to 0,(No ns 0,09 E-F
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Cholesterol

Tukey's multiple comp Mean Diff,  95,00% CI of Below thresht Summary Adjusted P Value

Glvs. G2 0,1533 -0,09574 to 0 No ns 0,4 AB
Glwvs. G3 0,15 -0,09908 to 0 No ns 0,43 A-C
Glvs. G4 0,01 -0,2391 to 0,z No ns >0,99 A-D
Glws. G5 0,2767 0,02759 to 0, Yes * 0,02 A-E
G1lvs. G6 0,05 -0,1991 to 0,z No ns 0,99 A-F

G2 vs. G3 -0,003333 -0,2524 to 0,z No ns >0,99 B-C
G2vs. G4 -0,1433 -0,3924 to 0,1No ns 0,47 B-D
G2vs. G5 0,1233 -0,1257 to 0,2 No ns 0,62 B-E

G2 vs. G6 -0,1033 -0,3524 to 0,1No ns 0,77 B-F
G3vs. G4 -0,14 -0,3891 to 0,1No ns 0,5 C-D
G3vs. G5 0,1267 -0,1224 to 0,2 No ns 0,6 C-E
G3vs. G6 -0,1 -0,3491 to 0,1No ns 0,79 C-F

G4 vs. G5 0,2667 0,01759 to O, Yes * 0,03 D-E

G4 vs. G6 0,04 -0,2091 to 0,z No ns >0,99 D-F

G5 vs. G6 -0,2267 -0,4757 to 0,CNo ns 0,09 E-F
LDL

Tukey's multiple comparisons te Mean Diff,  95,00% CI of Below thresht Summary Adjusted P Value
Glws. G2 0,225 0,08248 to 0,  Yes * 0,001 A-B
Glvs. G3 0,2233 0,08081 to 0,:Yes * 0,001 A-C
Glvs. G4 -0,105 -0,2475 to 0,(No ns 0,23 A-D
Glvws. G5 0,1033 -0,03919 to 0 No ns 0,24 A-E
Glvs. G6 0,02833 -0,1142 to 0,1No ns 0,99 A-F
G2 vs. G3 -0,001667 -0,1442 to 0,1No ns >0,99 B-C
G2 . G4 -0,33 -0,4725 to -0, Yes kk <0,001 B-D
G2 vs. G5 -0,1217 -0,2642 to 0,( No ns 0,12 B-E
G2 vs. G6 -0,1967 -0,3392 to -0, Yes * 0,004 B-F
G3vs. G4 -0,3283 -0,4709 to -0, Yes ok <0,001 C-D
G3vs. G5 -0,12 -0,2625 to 0,(No ns 0,13 C-E
G3vs. G6 -0,195 -0,3375 to -0, Yes * 0,004 C-F
G4 vs. G5 0,2083 0,06581 to 0,:Yes * 0,002 D-E
G4 vs. G6 0,1333 -0,009187 to No ns 0,07 D-F

G5 vs. G6 -0,075 -0,2175 to 0,( No ns 0,57 E-F
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HDL

Tukey's multijMean Diff, 95,00% CI of Below threshcSummary Adjusted P Value
Glvws. G2 -0,16 -0,2117 to -0, Yes ok <0,001 A-B
Glws. G3 -0,1667 -0,2184 to -0, Yes ok <0,001 A-C
Glvs. G4 -0,03 -0,08172 to 0 No ns 0,46 A-D
Glws. G5 0,03667 -0,01505 to O No ns 0,26 A-E
Gl vs. G6 -0,05 -0,1017 to 0,(No ns 0,06 A-F
G2 . G3 -0,006667 -0,05838 to 0 No ns >0,99 B-C
G2 vs. G4 0,13 0,07828 to 0,.Yes ok <0,001 B-D
G2 vs. G5 0,1967 0,1450 to 0,2: Yes ko <0,001 B-E
G2 vs. G6 0,11 0,05828 to 0,.Yes ok <0,001 B-F
G3vs. G4 0,1367 0,08495 to 0,.Yes ok <0,001 C-D
G3vs. G5 0,2033 0,1516 to 0,2!Yes ok <0,001 C-E
G3 . G6 0,1167 0,06495 to 0,.Yes ko <0,001 C-F
G4 vs. G5 0,06667 0,01495 to O, Yes ** 0,008 D-E
G4 vs. G6 -0,02 -0,07172 to 0 No ns 0,82 D-F
G5vs. G6 -0,08667 -0,1384 to -0, Yes ok <0,001 E-F
Albumin

Tukey's multiiMean Diff, ~ 95,00% CI of Below thresht Summary Adjusted P Value

Glws. G2 9,753 5,913 to 13,5 Yes i <0,001 A-B
G1lvs. G3 11,09 7,247 to 14,9 Yes Hokk <0,001 A-C
Glvs. G4 0,1433 -3,697 to 3,9¢ No ns >0,99 A-D
Glwvs. G5 6,38 2,540 to 10,2 Yes bl <0,001 A-E
Glvs. G6 11,5 7,663 to 15,3 Yes i <0,001 A-F
G2 vs. G3 1,333 -2,507 to 5,17 No ns 0,87 B-C
G2vs. G4 -9,61 -13,45t0 -5,7 Yes i <0,001 B-D
G2 vs. G5 -3,373 -7,213 to 0,4¢ No ns 0,1 B-E
G2 vs. G6 1,75 -2,090 to 5,5¢ No ns 0,7 B-F
G3vs. G4 -10,94 -14,78 to -7,1 Yes bl <0,001 C-D
G3ws. G5 -4,707 -8,547 to -0,8 Yes * 0,01 C-E
G3vs. G6 0,4167 -3,423 to 4,25 No ns >0,99 C-F
G4 vs. G5 6,237 2,397 to 10,0 Yes rokk <0,001 D-E
G4 vs. G6 11,36 7,520 to 15,2/ Yes b <0,001 D-F

G5 vs. G6 5,123 1,283 to 8,96: Yes x 0,006 E-F



Uree

Tukey's multiiMean Diff,
Gl s.
Gl vs.
Gl s.
Gl s.
Gl s.
G2 vs.
G2 \s.
G2 vs.
G2 s.
G3 vs.
G3s.
G3 vs.
G4 vs.
G4 vs.
G5 s.

G2
G3
G4
G5
G6
G3
G4
G5
G6
G4
G5
G6
G5
G6
G6

Creatinine

Tukey's multiiMean Diff,

N vs. P 500
N vs. P250
Nws. O

N vs. OP250
N vs. OP500
P 500 vs.
P 500 vs.
P 500 vs.
P 500 vs.
P250vs. O
P250 vs. OPZ
P250 vs. OPt
O ws. OP250
O vs. OP500
OP250 vs. OF

P2t
o

OoP
OoP

0,03333 -0,09857 to 0 No
0,1258 -0,006066 to {No
-0,04417 -0,1761 to 0,(No
0,0525 -0,07940 to 0 No
0,06583 -0,06607 to 0 No
0,0925 -0,03940 to 0 No
-0,0775 -0,2094 to 0,C No
0,01917 -0,1127 to 0,1No
0,0325 -0,09940 to 0 No
-0,17 -0,3019 to -0, Yes
-0,07333 -0,2052 to 0,(No
-0,06 -0,1919 to 0,(No
0,09667 -0,03523 to 0 No
0,11 -0,02190 to O No
0,01333 -0,1186 to 0,1No

0,25 0,1829t0 0,3 Yes
-0,5775 -0,6446 to -0, Yes
-0,845 -0,9121 to -0, Yes
0,8875 0,8204 t0 0,9 Yes
1,443 1,375t0 1,51 Yes
-0,8275 -0,8946 to -0, Yes
-1,095 -1,162 to -1,0 Yes
0,6375 0,5704 t0 0,7 Yes
1,193 1,125 to 1,26! Yes
-0,2675 -0,3346 to -0, Yes
1,465 1,398 to 1,53 Yes
2,02 1,953 t0 2,08 Yes
1,733 1,665 to 1,80 Yes
2,288 2,220 to 2,35 Yes
0,555 0,4879 to 0,6 Yes
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95,00% ClI of Below thresht Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
*%

ns
ns
ns
ns
ns

95,00% CI of Below thresht Summary

*kk

*kk

*kk

*k%k

*kk

*k%k

*k%k

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

Adjusted P Value
0,96 A-B
0,07 A-C
0,89 A-D
0,8 A-E
0,62 A-F
0,27 B-C
0,45 B-D
B-E
0,97 B-F
0,008 C-D
0,51 C-E
0,7 C-F
0,23 D-E
0,14 D-F

>0,99 E-F

>0,99

Adjusted P Value

<0,001 A-B
<0,001 A-C
<0,001 A-D
<0,001 A-E
<0,001 A-F
<0,001 B-C
<0,001 B-D
<0,001 B-E
<0,001 B-F
<0,001 C-D
<0,001 C-E
<0,001 C-F
<0,001 D-E
<0,001 D-F

<0,001 E-F
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Acide urique

Tukey's multiiMean Diff, ~ 95,00% CI of Below thresht Summary Adjusted P Value

Glws. G2 -3,16 -14,07 to 7,75 No ns 0,94 A-B
G1lvs. G3 -2,66 -13,57 to 8,2t No ns 0,97 A-C
Glws. G4 -10,26 -21,17 to 0,64 No ns 0,07 A-D
Glwvs. G5 -6,52 -17,43 to 4,3¢ No ns 0,43 A-E
Gl vs. G6 -4,91 -15,82 to 6,0( No ns 0,71 A-F
G2 vs. G3 0,5 -10,41 to 11,£No ns >0,99 B-C
G2 vs. G4 -7,103 -18,01 to 3,8(No ns 0,35 B-D
G2 vs. G5 -3,36 -14,27 to 7,55 No ns 0,92 B-E
G2 vs. G6 -1,75 -12,66 to 9,1€ No ns >0,99 B-F
G3vs. G4 -7,603 -18,51 to 3,3(No ns 0,28 C-D
G3ws. G5 -3,86 -14,77 to 7,0t No ns 0,86 C-E
G3vs. G6 -2,25 -13,16 to 8,6€ No ns 0,98 C-F
G4 vs. G5 3,743 -7,166 to 14,6 No ns 0,88 D-E
G4 vs. G6 5,353 -5,556 to 16,z No ns 0,63 D-F

G5 vs. G6 1,61 -9,300 to 12,£No ns >0,99 E-F



