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Résumé

L'objectif de cette étude est d’évaluer I'efficacité de la plante Atriplex halimus L, afin de
réduire la toxicité du chlorure de cadmium chez les rats Wistar méles. La recherche a été réalisée
sur 36 rats males, répartis en 6 groupes (6 rats/cage) : le groupe témoin (G1), deux groupes
traités uniquement avec l'extrait aqueux de la plante (dose 400 et 600 mg/kg/jour) (G2 et G3),
un groupe traité par le cadmium seul (8,8 mg/kg/jour) (G4), et deux groupes traités avec le
cadmium en combinaison avec I’extrait de la plante (G5 et G6). L'administration du cadmium
et de I’extrait d’Atriplex halimus a été réalisée par gavage pendant une durée de 40 jours.
L’extraction et la détermination des composés phénoliques a partir de ’extrait éthanolique de
la plante et ’évaluation de I’effet antioxydant de cet extrait par le piégeage du radical libre
DPPH, ainsi que le gain du poids, le poids relatif des organes étudiés (foie, reins, testicule, rate)
et la variation de certains paramétres biochimiques (glycémie, urée, créatinine, acide urique,
albumine, proteines totales, TGP, TGO, PAL, triglycérides, cholestérol, HDL et LDL), et le
marqueur de stress oxydant le glutathion (GSH), et les paramétres hématologiques (globules
rouges GR, globules blancs GB, hémoglobine HB, hématocrite HT, volume globulaire moyen
VGM plaquettes) et 1’étude histologiques de quelques organes (foie et reins, testicule ) ont été
réalisés. L’analyse phytochimique de la partie aérienne de I'extrait brut de la plante a mis en
¢vidence les métabolites secondaires suivants : polyphénols 20,64 pg EAG/mg ES et
flavonoides 19,28 ugEQ/ mg ES et I’évaluation de I’activité antioxydante a donné¢ une valeur
¢levée de IC50 40ug/ml. Les résultats obtenus a la fin de notre expérimentation ont montré que
le traitement par le cadmium a cause une diminution remarquable du gain de poids des rats avec
une augmentation du poids relatif des organes étudiés. Pour les résultats des parametres
biochimiques, il y a une augmentation de la concentration du glucose, de ’urée, de la créatinine,
de l'acide urique, des triglycérides et du cholestérol, ainsi qu’une augmentation de I’activité
enzymatique des TGP, TGO et PAL. On observe également une diminution de la concentration
plasmatique de I’albumine, des protéines totales et de GSH dans les organes étudiés,
hématotoxicité, reflétée par une diminution significative du GR, HB, HT, VGM et des
plaquettes, ainsi qu’une augmentation du nombre de GB. L’études histologique ont révélé des
changements pathologiques dans les tissus des organes étudiés observés en microscopie
optique. Cependant, I’ajout de I’extrait de la plante médicinale Atriplex halimus a montré une
réduction des effets toxiques du cadmium en améliorant et en modulant les valeurs de tous les
parametres étudiés ainsi que les observations histologiques citées précédemment. Ces résultats
indiquent que I’Atriplex halimus possede une forte propriété antioxydante, est capable de
minimiser les perturbations métaboliques et le stress oxydatif causé par le chlorure de cadmium
et a un effet protecteur global en diminuant les effets toxiques de ce dernier.

Mots clés : Cadmium, Atriplex halimus, Polyphénoles, Flavonoides, Extrait, Toxicite,
Glutathion.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the efficacy of the plant Atriplex halimus L in
reducing cadmium chloride toxicity in male Wistar rats. The study was carried out on 36 male
rats, divided into 6 groups (6 rats/cage): the control group (G1), two groups treated solely with
the aqueous extract of the plant (dose 400 and 600 mg/kg/day) (G2 and G3), one group treated
with cadmium alone (8.8 mg/kg/day) (G4), and two groups treated with cadmium in
combination with the extract of the plant (G5 and G6). Cadmium and Atriplex halimus extract
were administered by gavage over a 40-day period. The extraction and determination of
phenolic compounds from the ethanolic extract of the plant and the evaluation of the antioxidant
effect of this extract by the scavenging of the DPPH free radical, as well as weight gain, the
relative weight of the organs studied (liver, kidneys, testis, spleen) and the variation of certain
biochemical parameters (glycemia, urea, creatinine, uric acid, albumin, total protein, TGP,
TGO, PAL, triglycerides, cholesterol, HDL and LDL), and the oxidative stress marker
glutathione (GSH), and hematological parameters (red blood cells RBC, white blood cells
WBC, hemoglobin HB, hematocrit HT, mean corpuscular volume MGV platelets) and the
histological study of some organs (liver and kidneys, testis) were carried out. Phytochemical
analysis of the aerial part of the plant's crude extract revealed the following secondary
metabolites: polyphenols 20.64 ng EAG/mg ES and flavonoids 19.28 pugeQ/ mg ES, and
evaluation of antioxidant activity yielded a high 1C50 value of 40ug/ml. The results obtained at
the end of our experiment showed that cadmium treatment caused a remarkable decrease in the
weight gain of the rats with an increase in the relative weight of the organs studied.

In terms of biochemical parameters, there was an increase in the concentration of glucose, urea,
creatinine, uric acid, triglycerides and cholesterol, as well as an increase in the enzymatic
activity of TGP, TGO and PAL. There was also a decrease in plasma albumin, total protein and
GSH concentrations in the organs studied, as well as hematotoxicity, reflected by a significant
decrease in RBC, HB, HT, GMV and platelets, and an increase in WBC. Histological studies
revealed pathological changes in the tissues of the organs studied, as observed by light
microscopy. However, the addition of the medicinal plant extract Atriplex halimus showed a
reduction in the toxic effects of cadmium, improving and modulating the values of all the
parameters studied, as well as the histological observations cited above. These results indicate
that Atriplex halimus possesses a strong antioxidant property, is capable of minimizing
metabolic disturbances and oxidative stress caused by cadmium chloride, and has an overall
protective effect in reducing the toxic effects of the latter.

Key words: Cadmium, Atriplex halimus, Polyphenols, Flavonoids, Extract, Toxicity,
Glutathione.
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Introduction

Les plantes médicinales contiennent un grand nombre de molécules actives d'intérét
multiple mis a profit dans I’industrie, ’alimentation, la cosmétologie et en dermopharmacie.
Parmi ces molécules, on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les
tanins, les lignanes, les terpénes et les flavonoides (Bahorun, 1997). Ces molécules possedent
potentiellement des activités anti-inflammatoires, anti-cancérigénes, antimicrobiennes et
antioxydantes (Bekkara et al., 2007).

En Algérie, des scientifiques ont entrepris de valoriser les espéces végétales, y compris
le genre Atriplex ou plusieurs études ont signalé leurs propriétés biologiques (Said et al, 2007).

L’Atriplex halimus est une espéce algérienne communément appelée « Guettaf ». Elle
est autochtone, poussant sur un large eventail de sols et largement répandue dans les zones
algériennes (Aouissat et al., 2011). Cette plante est souvent cultivee comme plante fourragére
car elle tolere les conditions de sécheresse séveres et peut pousser dans des sols trés alcalins et
salins (Talamali et al.,2001). Cette plante est aussi connue pour ses intéréts économiques, elle
a la propriété de produire une biomasse foliaire abondante méme pendant des périodes
défavorables de l'année (Kessler, 1990), avec une bonne valeur nutritive (Stringi, 1991;
Abdelguerif, 2004).

La phytothérapie apparait comme une nouvelle approche alternative dans le traitement de

différentes maladies avec une efficacité ¢levée et une faible toxicité. Selon I’organisation
mondiale de la santé (OMS) (Abdelguerif, 2004).

Les métaux lourds ou éléments traces sont parmi les plus dangereux contaminants qui
peuvent provoquer des perturbations patho-physiologiques (Tchounwou et al., 2012). Le terme
métaux traces désigne les éléments métalliques naturels, qui se trouvent dans des concentrations
traces chez les étres vivants (Adriano, 2001). Ces éléments sont caractérisés par une forte
masse volumique supérieure a 5 g/lcm® (Amir et al., 2014). Les métaux sont des éléments non-
dégradables et peuvent prendre plusieurs formes chimiques dans I’environnement. Egalement,
ils sont souvent considérés comme toxique tels que : le plomb, le mercure, I’arsenic, le chrome
et le cadmium (Roth et al., 2006).

Le cadmium (Cd) est I'un des ¢léments les plus toxiques, il est présent dans presque tous
les compartiments de I’environnement I’eau, ’air et le sol (He et al., 2005). Il est trés toxique
sous toutes ses formes chimiques (Deneux Mustin et al, 2003 ; Zorrig, 2010). En revanche,
ses propriétés physico-chimiques, sont proches de celles du zinc et du calcium, lui permettent
de traverser les barriéres biologiques et de s’accumuler dans les tissus (Chaignon, 2001). Suite
a la phase d’absorption du cadmium, il est transporté par le sang. Il provoque de nombreux
dommages aux organes vitaux comme le foie, les reins, les testicules, le cerveau et les glandes
principalement par I’induction de stress oxydatif (Filipic et al., 2006 ; Wang et al., 2012 ;
Skipper et al., 2016). Il peut entrainer I’augmentation de la quantité d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) tels que les radicaux hydroxyle, superoxyde, et /ou le peroxyde d’hydrogéne
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(Oh et al., 2006). Par conséquent, il perturbe I'noméostasie du systéme rédox et induit la
peroxydation lipidique (Wang et al.,2018).

Cette recherche a été consacrée a étudier les axes suivants :

e L’analyse phytochimique des feuilles d’Atriplex halimus et [Iactivité
antioxydante par le piégeage de radicaux libres DPPH.

e Dosage de quelque parametres biochimiques et hématologiques.

e Dosage du marqueur de stress oxydant le glutathion (GSH).

e [’étude histologique des quelques organes.
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Introduction

| Les plantes médicinales

Aujourd'hui, et malgré les progres de la médecine, de nombreuses personnes ont recours
aux plantes pour se soigner, soit en raison de l'inaccessibilité des médicaments prescrits par la
médecine moderne, soit parce que ces plantes ont donné des résultats thérapeutiques tres
encourageants et avec moins d'effets secondaires constatés lors de leur utilisation, soit parce
qu'elles sont moins agressives et moins nocives pour I'organisme (Arrif, 2009).La recherche de
nouvelles molécules pharmacologiques actives via le criblage de sources naturelles a conduit a
la découverte d'un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a jouer un réle majeur
dans le traitement de nombreuses maladies humaines (Gurib-Fakim, 2006).

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le but
de se soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ere par les hommes et
sont a la base de la phytothérapie (Jean-Yves, 2010).

Jusqu'a présent, plus de 20000 plantes médicinales ont éteé répertoriées par I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), et on estime que plus de 1,5 milliard de personnes consomment
des plantes médicinales dans le monde entier (Na Li, 2018).

Atriplex halimus

I.1  Généralités sur I’Atriplex halimus

La flore algérienne est riche de plusieurs milliers d'espéces médicinales, parmi ce vaste
patrimoine naturel I'Atriplex halimus L., communément appelé "Guettaf" qui est un arbuste
originaire d'Afrique du Nord ou il est trés abondant (Ounaissia, 2020).

L'Atriplex halimus est une plante qui appartient a la famille des Chenopodiaceae. Cette
plante est utilisée comme plante médicinale dans la pharmacopée traditionnelle (Dutuit, 1999).

Atriplex halimus L. est un arbuste méditerranéen et macronésien qui pousse sur des sols
salins secs, et est une espece caractéristique de la végétation halo-nitrophile (Pegano-
Salsoletea). Il est largement planté dans ces régions a des fins ornementales et comme arbuste
fourrager en raison de sa tolérance a la sécheresse et a la salinité; il joue un r6le important dans
la réhabilitation des zones dégradées et a amélioré la qualité des paturages dans les zones arides
(Prado, 2013).

L'Atriplex halimus a fait I'objet d'une attention considérable en tant que source riche d'une
variété de composes tels que les fibres (cellulose), les protéines, les vitamines (B et C) et les
sels minéraux (sodium, calcium, potassium, magnésium, phosphore) et pour ses diverses
activités biologiques utilisées dans la médecine traditionnelle. Il a été signalé pour ses
nombreux effets bioactifs, notamment antimicrobiens et antidiabétiques (Benhammoul et al,
2009). Elle était recommandée pour les patients diabétiques en raison des sels de chrome, de
manganése et de magnésium présents dans I'Atriplex halimus (Marles, Farnsworth, 1995).

4
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1.2 Nomenclature
Nom scientifique : Atriplex halimus L.

Nom vernaculaire francais : Pourpier de Mer, arroche marine, arroche halime.
Nom vernaculaire arabe : G’ttaf, el ketaf

Nom vernaculaire anglais : tree purslane, Mediterranean saltbush, sea orache, shrubby
orache, silvery orache

Nom vernaculaire Spanish : salado blanco, salobre, marismo

Nom vernaculaire Italian : alismo, atriplice halimo, porcellana di mer
Nom vernaculaire Portuguese: salgadeira

Nom vernaculaire Maroc : chenane

(Jean-Francaois, 2007), (Walker et al, 2014).

I.3 Taxonomie
Régne : Végétale

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Préastéridées

Ordre : Caryophyllades

Sous ordre : Amaranthacées

Famille : Chénopodiaceae

Genre : Atriplex

Espeéce : halimus L.

I.4  Origine et répartition géographique de I’Atriplex halimus:
.41 L’origine

Cette espeéce n’est pas bien connu, certains auteurs présument qu’elle est native
d’Afrique du Nord ou elle est trés abondante (Kinet, 1998), d’autre estime qu’elle est d’origine
de I’ Australie et s’étende aux partie arides et semi arides de monde (Osman, Ghali, 1997).
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1.4.2 Répartition géographique

Cette espece est tres commune dans le Sahara septentrional et les montagnes du Sahara
central, dans les sols rocailleux, talus argileux et les zones un peu salées. (Ortiz-Dorda et al,
2005).

L’espéce est spontanée a I’intérieur d’une aire relativement vaste englobons les pays de
I’Afrique du nord et du moyen Orient, des Iles Canaries jusqu’en Iran en passant par le Sud
Algérien (massif du Hoggar).

En Europe, I’Atriplex halimus est présent sur toute la rive Nord de la méditerranée et aussi
en Bulgarie (Berri, 2009).

e Atriplex dans le monde :

Atriplex se trouve dans la plupart des régions du monde en la Sibérie, Alaska, la
Patagonie, la Norvege et I’ Afrique du sud (Franolet, 1971). L’espéce A. halimus est
spontanée dans les pays du nord de I’ Afrique et proche d’orient jusqu’a Iran ver le sud.

e Répartition en Afrique

En Afrique du nord le genre Atriplex comprend
Espéces spontanées

Annuelles

- A. chenopodioide
- A. dimorphostegia
. hastata

. littoralis
patula

rosea

. tatarica

. tornabeni

>>>>> >

Vivaces

colorei

. coriacca
glauca
halimus
malvana

. molis

. portulacoides

>>>>> > >

Espéces naturalisées

- A Inflata
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.|
- A. semibaccata
Espéces introduites

- A. nummularia
- A. lentiformis (FAO, 1971).
e Répartition en Algérie

En Algérie, I'Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-arides et arides des
plus grandes superficies correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Boussaéda,
Djelfa, Saida, M'sila, Tébessa, Tiaret) (Berri, 2008). En Algérie, les chercheurs ont dénombré
13 espéces natives dont cing pérennes et huit annuelles (tableau 01) (Quezel et Santana, 1962)

Tableau 1: Répartition des différentes espéces d'Atriplex dans I'Algérie. (Quezel et Santa, 1962).

Espéces Nom Localisation
A.chenopodioides Batt Bouhanifia (Mascara)
A littoralis L. Environ d'Alger (rare)
Annuelles (Different A.hastata L. Commune dans le tell et rare
généralement par la forme a ailleurs
des feuilles, du port et des | A patula L.. Commune dans le Tell et
valves fructiferes) rare a Aflou.
A tatarica L.. Annaba et Setif (trés rare)
A.rosea L. Biskra et sur le littoral
d'Alger et d'Oran (trés rare)
A.dimorphostegia Kar, et Sahara septentrion al (assez
Kir. commune). Sahara central
(rare).
A.tornabeni Tineo. Sahel d'Alger, golfe d'Arzew
(trés rare)
Vivaces A.portulacoides L. Assez commune dans le tell
(Différent genéralement par | A. halimus L Commune dans toutes
la forme des feuilles, la taille I'Algeérie
de l'arbrisseau, le port des A.mollis Desf. Biskra et Oued. el. Khir (trés
tiges et I'aspect du périanthe) | A.coriacea Forsk. rare)
A.glauca L. Commune en Algérie

I.5 Description botanique

1.5.1 Morphologie

Atriplex halimus est un arbuste de 1 a 3 m de haut, tres rameux, formant des touffes pouvant
atteindre 1 a 3 m de diamétre (Al-Tuikistas, 2000). Lorsqu'elle n'est pas soumise au paturage,
elle peut atteindre quatre métres et constituer un fourre difficilement pénétrable par les animaux
(Aboura, 2006).
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e Les feuilles

Les feuilles sont alternes, sempervirentes, Iégérement coriaces, gris argenté sur les deux
faces, de forme variable ovale rhomboidale a lancéolée, longue de 1-3 cm sur 0,5-2 cm de large,
atténuée en pétiole court a le base (Fried, 2015).

e Lesfleurs

Petites fleurs males jaunatres a 5 tépales et 5 étamines ; fleurs femelles verdatres, sans
périanthe, avec deux tépales opposés. Inflorescences de 20-50 cm de long en grappes
composeées, nues ou légérement feuillues a la base (Fried, 2015).

e Les Racine:

Le systéme racinaire est formé par une racine- principale de 50 a 90 cm de long, avec
de rares racines secondaires de méme longueur ou parfois plus longues sur lesquelles s’insérent
de nombreuses racines tertiaires fines et courtes (Le Houérou, 1992).

e Lestiges

Les tiges sont ligneuses, vaguement anguleuses dans leur longueur, tres ramifiées et
entierement feuillées. Elles sont de couleur blanche grisatre (llyas, 2013).

e Lesgraines

Les graines sont rousses, de position verticale, lenticulaire de couleur brune foncée de 2
mm de diameétre environ. Elle est terne et entourée de péricarpe membraneux. L’orientation de
la disposition de la graine est importante a examiner pour séparer les genres. Les graines d’A.
halimus présentent une grande habileté a germer sous les conditions fortement salines, la
germination semble étre un stade de forte sensibilité au stress salin (Zid boukhris, 1977).

1.5.2 Génétique
e Caryologie

Le nombre chromosomique de base chez les espéces du genre Atriplex varie selon les
especes, avec un nombre de base x = 9. Par exemple, Atriplex halimus présente deux sous-
especes, a savoir I'Halimus diploide (2n = 2x = 18) et le schwainfurthii tétraploide (2n = 4x =
36), distinguées par des différences morphologiques telles que I'habitude de croissance, la taille,
la forme des feuilles et la morphologie des fruits. D'autres especes du genre, telles que Atriplex
gardneri (2n = 36), Atriplex tridentata (2n=54), Atriplex prostrata (2n=18) et Atriplex patula
(2n = 36), présentent également une diversité de niveaux de ploidie. 1l a été observé que le
nombre de chromosomes varie considérablement chez Atriplex canescens (Howard et al,
1995).
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e Ladiversité génétique :

Des chercheurs ont observeé (in situ et in vitro) une grande diversité morphologique chez les
individualités d'Atriplex concernant leurs structures végétatives et reproductrices, ainsi que des
variations importantes dans leur comportement physiologique et leur production de biomasse.
Les feuilles, par exemple, présentent des formes différentes en fonction de l'origine
géographique de la plante et de son état physiologique. De plus, la réaction des différentes
espéces d'Atriplex aux stress biotiques et abiotiques varie grandement, tout comme leur
efficacité dans la transpiration et l'utilisation de I'eau en cas de stress hydrique. Cette variabilité
semble étre influencée par des facteurs génétiques, comme souligné dans des études antérieures
(Abbad et al, 2004).

Des recherches plus récentes sur les Atriplex, utilisant des techniques isoenzymatiques et
moléculaires, ont confirmé une diversité génétique importante a la fois entre les especes et au
sein d'une méme espéce. Ces études suggeérent que la variabilité phénotypique observée chez
les Atriplex pourrait étre controlée par des bases génetiques spécifiques (Maalem, 2011).

1.5.3 Physiologie

Atriplex halimus est un arbuste halophyte présentant une photosynthése en Ca
(Martinez et al, 2003). Les plantes en C4 possedent des caractéristiques anatomiques leur
permettant un métabolisme a haute efficience photosynthétique (augmentation du taux de CO»).
L’anatomie foliaire des plantes en Cs est de type « Kranz », présentant une gaine de cellules de
grandes dimensions qui entourent les tissus vasculaires.

Les plantes en Cs ont une meilleure efficience d’utilisation de 1’eau que les plantes en
Cs en conditions de sécheresse et de température élevees (Martinez et al, 2003).

En 2004, Mulas trouve que I'Atriplex halimus est bien adaptée aux terrains salino-

argileux et aux milieux caractérises par des précipitations annuelles inférieures a 150 mm,
résiste tres bien au froid méme au-dela de —10°C et il a une bonne tolérance aux conditions
défavorables du milieu.
Cette espece est considérée comme halophyte et croft dans toutes les zones gypseuses salées,
(basses plaines littorales, dépressions continentales). Elle croit également sur les sols non salés
et méme sur les gres (Ziani, 1970). Elle convient, de plus, bien aux sols sableux sur horizons
salés. Si I’Atriplex halimus n’est pas broutées par le bétail, il peut atteindre 4 m de hauteur; de
plus, il appartient aux espéces d’Atriplex les plus appétibles pour le bétail dans les zones arides
du WANA (I’Ouest Asiatique et I’ Afrique du Nord) (Tiedeman et Chouki, 1989).

1.5.4 L'anatomie

L'anatomie d'Atriplex halimus comprend des feuilles avec une structure de type "Kranz",
caractérisée par une couche de cellules de gaine entourant chaque faisceau vasculaire, des
cellules palissadiques disposées radialement et une gaine de faisceau ouverte. Les tiges de cette
plante présentent une croissance par l'activité de plusieurs cambiums successifs, contrairement
a la plupart des autres plantes vasculaires qui ont un seul cambium vasculaire cylindrique.
L'épiderme est relativement fin et un hypoderme, capable de stocker de I'eau, est présent sous
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celui-ci. Une caractéristique anatomique importante pour la tolérance au stress chez Atriplex
halimus est la présence de poils vésicules ou trichomes vésiculaires sur la surface des feuilles,
constitués de cellules vivantes en forme de ballon ou de cellules vésiculaires recouvertes d'une
matiére cireuse (Walker et al, 2014).

I.6 Composition chimique

La composition chimique (tableau 2) d’Atriplex halimus dépend de plusieurs paramétres
tels que le climat, I'dge de la plante et la saison (Bylka, 2004). Dans les espéces d’Atriplex,
I’analyse des métabolites secondaires révele une diversité de composés bioactifs. On y trouve
une concentration significative de phénols totaux, ainsi que des saponines glycosides et des
alcaloides. Les tannins et les résines sont également présents, tout comme les betaines. Parmi
les flavonoides détectés, les flavonols se distinguent comme étant la principale classe chimique
dans la majorité des espéces d’Atriplex.

La teneur en matiere seche est minimale en hiver (19% au mois de Février) et maximale
en été (45% au mois d'Aout). La teneur en cellulose brute est surtout influencée par la période
de prélevement, le minimum (10% matiere seche (MS) est atteint au printemps et le maximum
(28%) en été. L'évolution des teneurs en matiéres azotées totales est inverse a celle des MS. Les
teneurs les plus élevees ont été enregistrées au mois de Février (20 a 24%), période
correspondant a Il'apparition des jeunes pousses. En automne (période de fructification), les
teneurs chutent vers des valeurs de 9 a 12% de MS (Halimi, 2004).

Tableau 2 : Composition chimique de Atriplex halimus (Mirsky et al, 2001).

Composition chimique Quantité
Matiere Seche (g/100g) 38.6
Protéines brutes (g/100g) 12,7
Lipides brutes (g/100g) 3.4
Cendres (g/100g) 24.9
Fibres au détergent neutre (g/100g) 59.4
Fibre au détergent (g/100g) 36,8
Hémicellulose (g/100g) 22.6
Cellulose (g/100g) 27.5
Calcium (Ca) (g/kq) 21,5
Phosphore (P) (g/kg) 1.9
Magnesium (Mg) (g/kg) 20,3
Sélénium (Se) (ug/kg) 22
Zinc (Zn) (mg/kg) 103
Manganése (Mn) (mg/kg) 395

1.7  Les activités biologiques

La plante médicinale Atriplex halimus est riche en composants bioactifs, ce qui lui
confére de nombreuses activités biologigques. Toutes ces variables pourraient prendre en compte
les produits biologiques et les traitements externes des plantes, ainsi que les recherches sur les
activités biologiques pour les tests et les risques associés aux opérations biologiques.
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1.7.1 Activité antioxydante

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants
sont définis par Halliwell comme « toute substance qui en faible concentration par rapport au
substrat susceptible d'étre oxydé prévient ou ralentit I'oxydation de ce substrat » (Pastre et
Priymenko, 2007).

Les antioxydants sont des molécules capables d'interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. Chaque molécule antioxydant ne peut réagir qu'avec un seul radical libre et par
conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources antioxydants (Pelli et Lyly,
2003).

Ces systemes antioxydants interviennent en protégeant les cellules des dommages
oxydatifs induits par les radicaux libres. Le principe de leur emploi pour prévenir I'apparition
et le développement de certaines maladies dans lesquelles sont impliqués des phénomeénes
oxydatifs semble séduisant (Pastre et Priymenko, 2007).

L’Atriplex halimus Algérienne est une source importante de phytocomposants, y
compris des composeés phénoliques, des flavonoides, des flavonols et des caroténoides, et sont
couramment distribués dans les parties de la plante. Ces composés constituent une classe de
métabolites végetaux secondaires ayant une activité antioxydante potentielle (Ould Kaddour
et al., 2019).

1.7.2  Activité antibactérienne

L’Atriplex halimus possede des propriétés antimicrobiennes. Des extraits d’hexane et
de méthanol de parties aériennes fraiches d’Atriplex halimus ont été testées, in vitro, pour une
activité antibactérienne contre des bactéries Gram positives et négatives (Echericha coli,
Yersinia enterocolitica, Enterocolitica, Salmonella enterica, Klepsiella pneumonia, Klepsiella
Oxytoca, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria innocua, Listeria monocytogenes,
Listeriai vanovii, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermis), les extraits
méthanoliques sont riches en métabolites secondaires comme les flavonoides, glycosides et
alcaloides et montrent une activité antimicrobienne plus forte que les extraits d’hexane. De plus,
d’autres auteurs ont montré que les extraits méthanoliques possédent une forte activité
antifongique contres certains champignons pathogénes (Fusarium solani, Bipolaris Oryzae,
Chetomium, Alternaria alternaria, Fusarium oxysporum, Pythium ultimum), et ont révélé une
activité anti candidose contre Candida albicans. Ces données fournissent un support scientifique
pour les utilisations ethno-médicinales d’Atriplex halimus dans le traitement des maladies
fongiques et suggerent son potentiel en tant qu’agent antimycosique (Rahman et al, 2011).

Cette activité antimicrobienne est due a la présence des alcaloides (berbérine) (Rahman
et al, 2011).

1.7.3 Activité antidiabétique
Le diabéte sucré est caractérisé par des niveaux élevés de glucose dans le sang en raison
d'une sécrétion d'insuline altérée ou d'une insensibilité a I'insuline. 1l est associé a un risque
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accru de maladie vasculaire et cardiovasculaire, principal facteur de mortalité chez les
personnes atteintes de diabéte de type 1 ou de type 2 (Chikhi, et al, 2014).

Une étude de toxicité aigué a révelé que l'extrait aqueux de feuille d'A. halimus est non
toxique. Il1a montré une activité antihyperglycémiante marquée chez les rats normoglycémiques
et diabétiques, avec une amélioration de la tolérance au glucose et une baisse des taux de
glycémie. L'extrait pourrait augmenter la sécrétion d'insuline et contenait des tanins et des
flavonoides, connus pour leurs effets anti-diabétiques. Cette étude confirme I'utilisation sQre de
la plante dans le traitement du diabéte par les guérisseurs traditionnels (Chikhi, et al, 2014).

1.7.4  Activité néphro-protectrice

L’administration d’Atriplex halimus peut réduire (ou prévenir complétement) plusieurs
toxicités induites par le BZ dans les reins. Ce potentiel protecteur peut impliquer les puissantes
propriétés antioxydantes de cette plante en éliminant les radicaux libres et les dommages
oxydatifs causés par le BZ. Par conséquent, la supplémentation alimentaire avec Ah pourrait
étre une méthode utile pour protéger les populations a haut risque d'intoxicationchronique BZ
environnementale et / ou professionnelle, et pour piéger les radicaux libres généres dans le rein
(Zeghib et Boutlelis, 2020).

1.7.5 Activité Hépatoprotectrice

L'extrait de I'Atriplex halimus obtenu par macération dans un mélange éthanol-eau a des
conditions spécifiques présente une activité hépato-protectrice. Cette activité a été demontrée
sur des souris blanches (mus musculus) en les exposant a une lésion hépatique induite par
I'injection péritoneale de tétrachlorure de carbone (CCls). L'administration préventive de ces
extraits a permis de retrouver des valeurs presque normales dans les analyses biochimiques
sanguines (ALT, AST) et hepatiques (MDA, T-Glu) des souris apres six jours. Ces résultats
suggerent que les molécules bioactives de I'Atriplex halimus ont une action protectrice
significative contre les dommages hépatocellulaires induits par le CCls. Cette activité hépato-
protectrice de l'extrait de [I'Atriplex halimus peut donc étre attribuée a ses composes
phénoliques, ses polyphénols, ainsi qu'a ses minéraux, notamment le chlore et le potassium.
(Salmani et Gharbi, 2018).

1.7.6  Activité anticancéreuse

L'activité anticancéreuse de l'extrait éthanolique d'Atriplex halimus est démontrée par son
effet antiprolifératif et sa forte cytotoxicité sur les cellules cancéreuses humaines. Il induit un
arrét du cycle cellulaire en phase G2/M, favorise l'apoptose avec des caractéristiques
morphologiques typiques et régule positivement I'expression de protéines impliquées dans ce
processus, tout en n'ayant aucun effet cytotoxique sur les cellules normales. Ces résultats
suggerent que I'Atriplex halimus pourrait étre une source prometteuse d'agents anticancéreux
(Al-Senosy et al, 2018).

1.8 L’utilisation d’Atriplex halimus

1.8.1 En médecine
Les feuilles d’Atriplex sont utilisée pour traiter les maladies cardiaques, le diabéte et le
rhumatisme puisque les feuilles sont le centre des réactions photochimiques, donc riches en
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principes actif (Walker et al, 2014). L’Atriplex est une plante nutritive, riche en protéine
(Franolet, 1971), en sels minéraux et vitamines C, A et D, et aussi utilisée comme plante
medicinale dans la pharmacopée traditionnelle (Chikhi, et al., 2014).

1.8.2 En alimentation

Atriplex halimus est un arbuste réputé pour la valeur nutritive et énergétique de ses
feuilles tendres, non seulement pour le bétail, mais aussi comme aliment pour les nomades. Et
la population locale steppique. En effet, au printemps, dans plusieurs régions en Algérie (Djelfa)
et Tunisie (Gabes), les jeunes pousses de guettaf sont consommées par I’homme, en le préparant
comme des épinards. Bien que I’acreté provoquée par une ¢€limination insuffisante des
saponines pendant la cuisson ne rende pas cet aliment tres savoureux, sa consommation reste
tres acceptable par la population locale. A. halimus pourrait donc fournir un aliment de valeur
pour les animaux comme pour I’homme lorsque les conditions naturelles sont particulierement
séveres (Franolet, 1971). A. halimus est riche en fibres alimentaires (cellulose), protéines,
vitamines (B et C) et sels mineraux (sodium, calcium, potassium, magnesium, phosphore). Par
son contenu riche en fibres, il facilite la digestion, augmente la réplétion gastrique et hydrate le
contenu du bol fécal. Cette espéce dispose en outre de nombreux autres atouts pour la santé
humaine (Franolet, 1971).

1.8.3 En écologie

Dans les régions méditerranéennes arides et semi-arides, le probleme de la
désertification se manifeste principalement par le recul de zones boisees (soit par exploitation
non controlée, soit par incendie ou autres ravages) et par la perte de végétation de zones
steppiques a vocation pastorale. Le repeuplement a base de buissons fourragers constitue une
excellente solution. En effet, ces plantes possédent un systéme racinaire trés développé qui leur
permet d’utiliser les réserves d’eau du sol de fagon exhaustive et de former un réseau dense
susceptible d’agréger le sol et de le rendre résistant a I’érosion. En outre, les formations a base
de buissons fourragers forment une bonne couverture végétale a feuillage dense qui protege le
sol des agressions climatiques, sources d’érosion (pluie, vent, gréle, etc.). Ils ont une croissance
rapide, nécessitant peu de soins dans les premiers stades de développement, et leur exploitation
peut donc commencer rapidement (Djemai, 2019).

1.8.4 En économie

L’Atriplex halimus est utilisé fondamentalement comme plante fourragére. Son
feuillage persistant, riche en protéines, est tres apprécié durant la longue période de sécheresse
estivale alors que les espéces herbacées ont disparu. Une bonne formation d’Atriplex halimus
peut produire jusqu’a cinq tonnes ‘hectare de matiére séche par an sur des sols dégradés ou
salins inutilisables pour d’autres cultures. Il est aussi utilisé comme plante médicinale dans la
pharmacopée traditionnelle (Dutuit el al, 1991).

1.8.5 Arbustes fourragers

L’Atriplex halimus est un arbuste autochtone présente un grand intérét comme une plante
fourragére dans les régions arides et semi-arides en raison de sa rusticité, sa bonne valeur
fourragére, sa résistance élevée a la sécheresse, sa faculté de tolérer des taux de salinité
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importants, Le maintien de son feuillage vert durant toute I’année et sa tolérance au paturage.
L’Atriplex halimus est riche en protéines, il constitue une source importante en matiére azotée
pour le cheptel, Essentiellement en période de disette. Sa culture pourrait étre envisagée comme
source de fourrage dans les zones de grande fragilité écologique (El-Shatnawi et al, 2002).

1.9 Les métabolites secondaires

Plusieurs recherches ont pour but I’étude de la composition chimique de 1’Atriplex
halimus. Ces dernieres permettent de conclure que cette plante est largement riche en composés
du métabolisme secondaire, a savoir : des polyphénols (flavonoides et tanins), des saponosides
et des alcaloides.

1.9.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. 1ls sont nécessaires a sa defense contre les agressions extérieures.

Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante. Les produits du
métabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont d’une grande variété
structurale (plus de 200000 structures définies). Ces composes marquent de maniere originale,
un genre, une famille ou une espece de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie
chimique.

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches, ils ont un intérét
multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans I’industric alimentaire, cosmeétique que
pharmaceutique. Ils sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs,
antiinflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaire (Muanda,
2010).

1.9.2 Classification des métabolites secondaires

On distingue classiquement cing grandes catégories de métabolites secondaires :

>

» les acide phenolique simple
les flavonoides

» les tannins

les alcaloides

» les saponines

R/
LX)

0

7
SR X4

R

(Badiaga, 2011).
e Les acide phenolique (Polyphénols)

Les composés phénoliques sont des molécules largement présentes dans le regne végétal.
Ils appartiennent aux métabolismes secondaires et sont produits dans tous les organes de la
plante, des racines jusqu’au fruits (Bouaziz et al, 2008). Ils se caractérisent par la présence
d’au moins un noyau phénolique a six carbones. Il peut étre directement rattaché a un
groupement hydroxyl (OH) libre ou participer a une autre fonction telle que I’éther, 1’ester ou
le glycoside (Bouaziz et al, 2008). Les polyphénols regroupent 8000 composés connus a ce
jour. lls sont classés en fonction du squelette carboné de la molécule en neuf familles (Cs-Ci,
Ce-C3, Cs-C4, Ce-C1-Cs, Cs-C2-Cs, Cs-C3-Cs) (Bouaziz et al, 2008). Ils ont également un certain
nombre d’activités biologiques, notamment dans la réduction des facteurs de risque des
maladies cardiovasculaires. En effet, ils favorisent un bon équilibre glycémique, luttent contre
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I’oxydation du cholestérol, réduisent I’obstruction des artéres et combattent la résistance a
I’insuline et I’hypertension artérielle. Ils se sont également révélés étre des alliés dans la lutte
contre certains cancers, empéchant la formation de tumeurs et Limitant la formation de
molécules a I’origine de mutations génétiques néfastes pour L’organisme. Les polyphénols sont
également recommandés dans les régimes dits « anticancereux » (Zakkad , 2016).

e Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques
qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc. Ils ont un
important champ d'action et possedent de nombreuses vertus médicinales antioxydants, ils sont
particulierement actifs dans le maintien d'une bonne circulation. Certains flavonoides ont aussi
des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des effets protecteurs sur le foie (Iserin,
2001).

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composes phénoliques, ils sont
classés en flavonols, flavones, flavanones, chalcones, flavanes, isoflavones et anthocyanes
(Fraga et Oteiza, 2011). Ils ont en commun la structure diphénylpropane. Du fait, leurs
propriétés antioxydantes liées a leurs structures polyphénoliques. Les flavonoides ingérés avec
nos aliments sont réputés pour protéger ’organisme contre les effets déléteéres des apports
environnementaux oxydant (Stoclet et Schini-Kerth, 2011).

e LesTanins:

Les tanins sont des substances naturelles qui se trouvent dans la plupart des plantes
supérieures. lls sont produits dans presque toutes les parties de la plante (les graines, Les racines
et les Feuilles) (Pizzi, 2019). Ces substances contribuent a la défense de la plante contre les
insectes, les infections alimentaires ou les bactéries. Leur mécanisme de défense dépend de la
capacité du tanin a complexer de maniére irréversible les protéines (Pizzi, 2019). Ces
composants peuvent étre classes en deux groupes :

» Tanins condensés sont des composés polyméres non hydrolysables résultant de
polymérisation d’unités flavan-3-ols (sous forme d’oligomeéres). Cette condensation
leur confére une structure similaire a celle des flavonoides (Saidi, 2019).

» Tanins hydrolysables sont des esters d’acide gallique, de ses diméres (acide digallique,
acide ellagique) et de monosaccharides (le plus souvent le glucose). Ces composeés sont
composés de molécules phénoliques simples, comme leur nom l'indique, et sont
facilement décomposés par les acides et les enzymes (tannase) en pyrogallol.

e Les alcaloides

Formant un groupe tres large, les alcaloides posseédent presque tous une molécule d’azote (-
N—) qui les rend pharmaceutiquement trés actifs. Certains sont des médicaments connus qui
ont des vertus thérapeutiques avérées c’est le cas d’un dérivé de la Pervenche de Madagascar
(Vinca roseaSyn. Catharanthus roseus) employé pour traiter certains types de cancer. D’autres
alcaloides, comme I’atropine, présente dans la Belladone (Atropa belladonna), ont une action
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directe sur le corps : activité sédative, effets sur les troubles nerveux (maladie de Parkinson).
Les alcaloides en une masse moléculaire varie entre 100 a 900 g/mol, les plus part des alcaloides
non oxygénée son des composées liquides au température ambiante, les autre alcaloides
oxygénés son des composées solide cristallisées décompose au température 200 °C, les
alcaloides son des composées incolores on la propriété de polarisée la lumiere, sons solubilités
dépend au deégrée d’acidité dans les solvants (Cherifi et al, 2016).

e Lessaponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo» ; qui signifie « savon », ces composés moussent
une fois agités avec de I’eau. Ce sont des composés qui servent de défense a la plante. Ils se
composent d’aglycones non polaires liés a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison
d’éléments structuraux polaires et non polaires explique leur comportement moussant en
solution aqueuse. Fondamentalement, on distingue les saponines stéroiques et les saponines
triterpéniques dérivant de I’oxyde de scaléne (Manasse, 2013). Les saponines connues comme
des matieres préliminaire ou essentielle de fabrication des médicaments stéroidiques, ce sont
des substances actives avec des caracteristiques antiinflammatoires, antifongiques, anti-
diabétes, utilisées aussi pour le traitement de I’hémorroide, et les ulcéres gastriques et parfois
comme des antibiotiques, elles sont considérées comme des produits toxiques pour les animaux
de sang-froid tell que les poissons (Manasse, 2013).

16



Synthese Bibliographique

Il Les métaux lourds

La croissance du secteur industriel a apporté de nombreux avantages depuis sa création,
mais s'est accompagnée de certains effets négatifs sur I'environnement. Les métaux lourds sont
devenus synonymes de pollution industrielle en raison de leurs effets toxicologiques et
physiologiques sur I'écosysteme (Al-Othman et al, 2012). La plupart de la pollution par les
métaux lourds peut étre liée a des activités anthropogéniques, telles que les mines, les fonderies,
les usines de fusion et d'autres opérations industrielles basées sur les métaux (Al-Attar, 2011),
le tabagisme étant la principale source non professionnelle de pollution par les métaux lourds.
L'augmentation des niveaux de métaux lourds dans les sources d'eau affecte directement les
habitants des zones touchées qui utilisent I'eau pour la consommation, la préparation des
aliments et la baignade, ainsi que pour l'irrigation des cultures. Les métaux lourds peuvent étre
absorbés par la peau, par voie orale ou par inhalation (Awofolu et al, 2005). Le degré de toxicité
des métaux lourds dépend de la dose, de la durée, de la voie d'administration et d'autres facteurs
physiologiques, en particulier la nutrition (Al-Attar, 2011). En outre, I'exposition n'est pas
limitée a un seul métal lourd, mais a un mélange de différents types, comme une combinaison
de cadmium (Cd), de chrome (Cr), de mercure (Hg) et/ou de cuivre (Cu) (Venter et
Oberholzer, 2015).

II.1 Définition

Les métaux lourds sont des composants naturels de la cro(te terrestre (Ogbonna et al,
2013). Ils sont trouveés dans le sol a faibles concentrations sous formes solubles ou insolubles
et ils pourraient étre absorbés par les plantes ou retenus par les sols (Xu et al, 2014).

Le terme « métaux lourds » est couramment utilisé pour décrire les métaux qui sont
toxiques. D'aprés les chercheurs, il existe de nombreuses definitions des "métaux lourds™ qui
sont classés selon certaines propriétés physiques, chimigues ou biologiques, y compris la
densité (poids spécifique), poids atomique. La majorité des définitions n'ont aucune relation
avec la toxicité de ces métaux pour les organismes vivants (Chojnacka, 2007).

Selon la littérature scientifique courante, les métaux lourds sont définis comme des
éléments métalliques qui ont une densité de 4 a 5 g / cm® et qui est relativement élevée par
rapport a ’eau avec un poids atomique supérieur a 63,54 (Tchounwou et al, 2012).

II.2  Sources des metaux lourds

Les éléments traces métalliques (ETM), sont naturellement présents dans les sols, 1’alir,
’eau, les océans, les plantes car ils proviennent du processus d’altération de la roche mere. Ils
sont généralement retrouvés en tres faible quantité dans I’environnement d’ou I’appellation «
d’éléments traces » (Lévéque et al, 2015).

Généralement les métaux lourds rejoignent I'environnement a partir de deux sources
principales notamment la source naturelle et celle anthropique (Ali et al, 2013).

» Sources naturelles : les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils
sont libérés lors de I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique
(Bourrelier et berthelin, 1998).
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> Sources anthropique : sont diverses telles que I'exploitation miniére, l'utilisation de
pesticides et engrais, les boues résiduaires, les rejets industriels, etc. (Xu et al, 2014).

II.3 Classification
D’un autre point de vue biologique, on en distingue deux types en fonction de leurs effets
physiologiques et toxiques : métaux essentiels et métaux non-essentiels (métaux toxiques).

Tableau 3 : Principaux éléments métalliques essentiels et non-essentiels (Hopkin, 1989).

Eléments essentiel | Oglio_éléments essentiels | Eléments « essentiel » en | EIéments non
majeur ultra trace essentiels
Calcium, Fer, lode, Cuivre, | Lithium, Fluor Aluminium, | Cadmium
Phosphore, Manganese, zinc, Cobalt, | Etain, Plomb (Cadmium) | Mercure
Potassium, Soufre | Molybdéne, Sélénium, | Essentiel si déficit de Zinc

Magnésium, Chlore | Chrome, Nickel, Vanadium,

Sodium Silicone, Arsenic

I1.4 Importance :
- Les métaux lourds sont largement utilisés dans I'industrie, par exemple :

> Leplomb (Pb) et le mercure (Hg) dans les batteries, le verre, le batiment, le pétrole brut,
et la construction automobile.
> Le cadmium (Cd) et le nickel (Ni) dans la galvanoplastie, les teintures, et les plastiques
(Wang, et al., 2020).
- Les métaux lourds jouent un réle crucial dans les réactions métaboliques :

> lls agissent comme centres coordonnateurs de la structure et de la stabilité des enzymes
et des protéines (Goudot-perrot, 1983).

> Certains peuvent créer des liaisons métal-protéine et modifier la structure tertiaire des
proteines.

- Des métaux lourds comme Fe et Zn sont indispensables pour la defense immunitaire et la
nutrition :

» L'alimentation doit fournir une quantité suffisante de ces métaux pour assurer les
fonctions biologiques.

> Les ions métalliques influencent les enzymes et les réactions enzymatiques (Goudot-
perrot, 1983).

II.5 Toxicité

11.5.1 Effet des métaux lourds sur le sol et ’eau :

Les métaux lourds comme le plomb, I'arsenic, le cadmium et le mercure sont largement
présents dans la nature a des concentrations élevees, ce qui entraine des perturbations
environnementales dans le sol et I'eau. La contamination des sols par ces métaux est un
probleme majeur a [I'échelle mondiale, entrainant des altérations des propriétés
physicochimiques du sol, des perturbations de la communauté microbienne et une réduction
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des activités environnementales et biologiques telles que la minéralisation de la matiére
organique (Sheng et al, 2008).

L'augmentation des polluants, dont les métaux traces, dans les estuaires et les océans
fait I'objet de recherches mondiales. La contamination peut étre d'origine naturelle (lixiviation
des minerais, érosion des minéraux) ou humaine (engrais chimiques, pesticides, déchets
industriels et domestiques) (Kaimoussi et al, 2005).

11.5.2 Effet des métaux lourds sur les microorganismes :

Les métaux lourds exercent généralement une action inhibitrice sur les
microorganismes. lls blogquent les groupes fonctionnels, déplacent les ions métalliques
essentiels, ou modifient le site actif des molécules biologiques, mais a faible concentration
certains métaux sont essentiels pour les microorganismes (par exemple Co, Cu, Zn, Ni) (Hassen
et al, 1998).

11.5.3 Effet des métaux lourds sur I'homme :

La toxicité des métaux lourds dépend de plusieurs facteurs tels que la forme chimique, la
dose absorbée, le temps d'exposition, I'age, I'état de santé et la nutrition des individus. Les
jeunes enfants sont plus sensibles a I'exposition au plomb en raison de leur absorption accrue
et de la sensibilité de leur cerveau. Les systéemes organiques les plus affectés sont le systeme
nerveux central, le systeme nerveux périphérique, le tractus gastro-intestinal, le systeme
hématopoiétique, les reins et le systéme cardiovasculaire. L'exposition aux métaux lourds se
fait principalement par lI'alimentation, les médicaments, I'environnement ou le lieu de travail.
(Porru et al, 2024).

I.6 Lecadmium :

Le cadmium, (groupe 11B du tableau périodique des éléments) de numéro atomique 48,
est un métal mou, blanc argenté, que I'on trouve a I'état naturel a de faibles niveaux dans les
roches et le sol (RTI et ATSDR, 1999). Il a été découvert par le chimiste allemand F.
Strohmeyer en 1817 en tant que constituant de la smithsonite (ZnCO3) provenant du minerai de
zinc. La configuration électronique du cadmium est [Kr] 4d10 5s2. La concentration de
cadmium dans la crodte terrestre est de 0,15 ppm et le minéral de cadmium le plus courant est
la greenockite (CdS) (Bingham, 1973).

Le cadmium n'est pas essentiel au développement des organismes animaux ou végéetaux.
En revanche, ses propriétés physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du calcium, lui
permettent de traverser les barriéres biologiques et de s'accumuler dans les tissus (McLaughlin
et Singh, 1999).

Le cadmium fait également partie des métaux lourds les plus dangereux pour I’homme.
Méme a de faibles concentrations, il tend a s’accumuler dans le cortex rénal sur de tres longues
périodes (50 ans) (Bendada et Boulakradeche, 2011).

Le cadmium trouve diverses applications, principalement dans les batteries (80%), les
pigments pour peintures et plastiques (10%), ainsi que dans les procédés électrolytiques ou de
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trempage (cadmiage) pour le revétement des metaux et la fabrication de soudures a bas point
de fusion.

11.6.1 Utilisation

Le cadmium est naturellement présent a 1’état de traces dans les roches superficielles de
I’écorce terrestre, ce qui en fait un élément plus rare que le mercure et le zinc. 1l y a deux
origines principales de présence de cadmium : le cadmium primaire est principalement associé
au zinc dans les minerais de zinc (blende) (0,01 a 0,05%) et donc sous-produit de la métallurgie
du zinc qui donne en moyenne 3 kg de cadmium par tonne de zinc. Le cadmium est également
présent dans des minerais de plomb et de cuivre ainsi que dans des phosphates naturels
(Jordanie, Tunisie). Les usages de cadmium se situent principalement en électricité
(accumulateurs), en électronique, en métallurgie (traitement des surfaces par cadmiage) et dans
I’industrie des matiéres plastiques (stabilisateur de polyméres) (Ramade, 1992). Le cadmium
secondaire est produit par recyclage (accumulateurs Ni/Cd, alliages Cu/Cd, poussieres
d’aciéries, incinération d’ordures ménageres) représentant des causes de pollution de
I’environnement. A I’image du mercure, les combustions des dérivés fossiles du carbone
introduisent également ce métal dans I’atmosphere (combustion produits pétroliers et charbon).
Aussi, le transport de ce polluant peut couvrir de grandes distances.

11.6.2 Voie d'exposition

Le cadmium présent dans l'air pose principalement un risque pour les travailleurs de
certaines industries, mais le tabagisme et l'alimentation constituent des sources majeures
d'exposition pour la population en général.

I1.6.2.1 Voie respiratoire
Le cadmium est principalement absorbé par voie respiratoire sous forme de fumées,
vapeurs et poussieres dégagées au cours de sa production, du cadmiage, de la soudure ou du
découpage de métaux cadmies et des alliages du cadmium.

Selon la taille des particules, 10 a 50% du Cadmium inhalé se déposent dans les
poumons (les poussiéres dont le diametre est inférieur a 5 pg atteignent les alvéoles
pulmonaires).

L'absorption de la fraction retenue dépend de sa forme chimique ; 10-30% pour les
poussieres d'oxyde de cadmium et 25-50% pour les fumées d'oxyde de cadmium (Nabila,
2019).

Il'y a environ 2,0 ug de cadmium dans une cigarette, dont prés de 2 a 10 % sont
transférés dans la fumée de cigarette (Mannino et al, 2004). Les fumeurs ont généralement des
charges sanguines et corporelles de cadmium plus du double de celles des non-fumeurs.
(Waalkes, 2003). Les cliniciens doivent étre conscients qu'en général, les fumeurs auront un
taux de cadmium urinaire plus élevé que les non-fumeurs (Mannino et al, 2004).

I1.6.2.2 Voie alimentaire
L'alimentation est la principale source d'apport du Cd dans la population générale non
professionnellement exposée au Cd et non fumeuse. Les légumes et les céréales sont les sources
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principales de Cd, et & moindre degré il est également trouve dans la viande. Les reins et le foie
sont les principales cibles de I'accumulation de ce métal lourd, par conséquent les abats
contiennent des taux élevés. Alors que chez les organismes marins, les mollusques et les
crustacés l'accumulation peuvent atteinte des concentrations relativement trés élevées au
contraire des poissons qu’il contient de petites quantités de Cd (Bliefert et Perraud, 2004).

11.6.2.3 Voie cutanée
Une voie cutanée d'entrée par contamination de la peau a été décrite in vitro mais est
extrémement faible. L'absorption percutanée du chlorure de Cd a partir de l'eau et du sol dans
et a travers la peau humaine a été réalisée a l'aide d'échantillons de peau de cadavre et n'a pas
dépassé 0,6%. Cette voie d'entrée ne peut donc étre préoccupante que dans les cas ou des
solutions concentrées seraient en contact avec la peau pendant plusieurs heures ou plus (Sigel,
2013).

11.6.3 Métabolisme

I11.6.3.1 Voies de pénétration

Les fumeées et les vapeurs de cadmium sont principalement absorbées par voie
respiratoire. De fagon générale, le site de déposition et la sévérité de I’atteinte pulmonaire
dépendent principalement des caractéristiques physicochimiques des particules de cadmium
(spéciation, granulométrie, degré d’hydrosolubilité...), de sa concentration atmosphérique et de
la dose inhalée (Schwartz, 1987). Les particules fines de grande taille (diamétre aérodynamique
> 5 m) se déposent préférentiellement au niveau des voies aériennes supérieures et celles de
plus petite taille (< 5 m) dans le poumon profond, dans les bronchioles et les alvéoles. En
revanche, les nanoparticules inhalées (< 100 nm) ont des mouvements de diffusion dus aux
mouvements thermiques des molécules inhalées et exhalées au contact de celles-ci. Cette
propriété affecte le comportement de déposition classiguement observé avec un aérosol de
particules de taille micrométrique, conduisant ainsi a une déposition massique moins
importante au niveau alvéolaire et plus importante au niveau du nasopharynx et de I’arbre
trachéobronchique. L’absorption par voie respiratoire est variable (10 a 30 % pour les
poussieres d’oxyde de cadmium et 25 a 50 % pour les fumées d’oxyde de cadmium).
L’absorption par voie digestive est faible (environ 5 %) et est facilitée par la carence martiale
et par des régimes carencés en fer, en calcium et en zinc ( Atlanta,, 1999) et diminuée par des
régimes riches en fibres. Il est important de noter que le cadmium fixé a des protéines est mal
absorbé. L’age semble étre également un facteur important. En effet, un age inférieur a 40 ans
est significativement associ¢ a une augmentation de 1’absorption digestive de cadmium
(Horiguch et al., 2004) L’absorption par voie cutanée est, quant a elle, négligeable (Wester ,
et al., 1992).

[1.6.3.2 Absorption, distribution, métabolisme et élimination
Apres la phase d’absorption, le cadmium présent dans le compartiment sanguin est
principalement (environ 95 %) intraérythrocytaire 1ié a 1’hémoglobine (Carlson et Friberg,
1957). Le cadmium plasmatique est, quant a lui, lié a des protéines de haut poids moléculaire,
essentiellement I’albumine (Nordberg et Nordberg, 1987). La demi-vie sanguine du cadmium,
correspondant a la durée d’élimination de la moitié de la quantité de cadmium présent dans le
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sang, est d’environ 100 jours (Jarup et al, 1983). Le cadmium est rapidement distribué au foie
ou il induit la synthése dune protéine de transport de faible poids moléculaire, riche en
groupement sulfhydryles (SH) : la métallothionéine (MT) pour laquelle il a une grande affinite.
La synthése protéique de MT est également stimulée par d’autres métaux comme le zinc, le
mercure ou le bismuth. La formation de complexes Cd—MT neutralise les effets toxiques du
cadmium. Le complexe Cd—MT est ensuite redistribué dans tous les organes, notamment dans
les reins (Nordberg et Nordberg, 1987). Le complexe Cd—MT est alors excrété apres la
filtration glomérulaire, contrairement au complexe Cd-albumine qui ne traverse pas la barriere
glomérulaire du fait de son haut poids moléculaire. La quasi-totalité du complexe Cd-MT est
ensuite réabsorbé par pinocytose dans les cellules tubulaires contournées proximales. Dans les
cellules tubulaires, la MT est alors détruite par des enzymes lysozomales, libérant ainsi des ions
Cd?* dans le cytoplasme. Le Cd?* cytoplasmique est alors & nouveau lié a une nouvelle MT
synthétisée dans le cytoplasme. Lorsque les capacités de production de MT sont dépassées, le
cadmium exerce alors des effets toxiques tubulaires rénaux, expliquant pourquoi la
concentration rénale de cadmium est toujours plus importante dans le cortex rénal que dans la
médullaire rénale. Le cadmium est une substance toxique cumulative. En effet, la demi-vie
biologique du cadmium, correspondant a la durée d’élimination de la moitié¢ de la quantité de
cadmium présent dans I’organisme, est particuliecrement longue, puisqu’elle est d’environ 20 a
40 ans environ la moiti¢é du cadmium de I’organisme est localisé dans le foie et les reins.
L’excrétion du cadmium, essentiellement urinaire, est faible et trés lente. L’apparition d’une
atteinte néphrologique altére les capacités d’élimination rénale du cadmium. Une tres faible
partie du cadmium est excrétée par voie biliaire (apres conjugaison avec du glutathion),
salivaire, fécale et sudorale (Nordberg et Nordberg, 1987).

11.6.4 Mécanismes de toxicité

La toxicité du cadmium a été démontrée dans plusieurs organes, comme nous le verrons
plus loin. Le cadmium induit des lésions tissulaires en créant un stress oxydatif, des
modifications épigénétiques de I'expression de I’ADN, l'inhibition ou la régulation a la hausse
des voies de transport, en particulier dans le segment S1 proximal du tubule rénal. D'autres
mécanismes pathologiques comprennent l'interférence compétitive avec I'action physiologique
du Zn ou du Mg, l'inhibition de la synthése de I'néme et I'altération de la fonction mitochondriale
pouvant induire I’apoptose. On a observé un appauvrissement du glutathion, ainsi qu'une
distorsion structurelle des protéines due a la liaison du Cd aux groupes sulfhydryles. Ces effets
sont amplifiés par l'interaction avec d'autres métaux toxiques tels que le Pb et I’As et
éventuellement améliorés par le Zn ou le Se (voir plus loin) et par des facteurs augmentant les
niveaux de Nrf2 (Bernhoft, 2013).

I11.6.4.1 Toxication aigué :

Une intoxication aigué peut étre le résultat de I'ingestion d'une concentration importante
de Cd provenant de boissons ou de nourritures contaminées (Bernard et Lauwerys, 1986), qui
peut aller de I’épisode de gastro-entérite avec vomissements parfois sanguinolents, diarrhées et
myalgies, des douleurs abdominales, anurie, parotidite, dépression cardiorespiratoire et mort au
bout de quelgues jours (Nordberg et al, 1985). A doses élevées, les pertes digestives sont
responsables d’une hypovolémie et de désordres hydro électrolytiques (Ricoux et Gasztowtt,
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2001). Une exposition & des vapeurs contenant du Cd est aussi susceptible de causer une toxicité
aigué. Plusieurs cas d'expositions aigué accidentelles et mortelles ont été rapportées chez
I'humain, D’intoxication aigué par inhalation débute par des symptomes prémonitoires
ressemblant a la « fievre des fondeurs » (fiévre, frissons, sensation grippale, céphalées), suivis
par un tableau de toux, dyspnée, cyanose et mort en 1 a 3 jours dans 15 a 20 % des cas (Satarug
et Moore, 2004). Les troubles dus a I’intoxication aigué se manifestent par une atteinte
respiratoire, digestive, nerveuse, hématologique et rénale.

[1.6.4.2 Intoxication chronique
Le cadmium est un toxique cumulatif de demi-vie tres longue, ce qui explique
I'évolution progressive des manifestations pathologiques méme apres arrét de I'exposition.

L'intoxication chronique a pour origine, soit une inhalation répétée de petites doses de
vapeurs ou poussiéres de Cadmium, soit une ingestion prolongée d'aliments ou de boissons
contaminés (Nabila, 2019).

Elle se caractérise par I'association d'atteinte de plusieurs systéemes ou organes :
e Rénale

Le rein est I’organe-cible de 1’intoxication chronique au cadmium. Classiquement, il s’agit
d’une néphropathie tubulaire proximale caractérisée par une fuite de protéines de faible poids
moléculaire (retinol-binding protein [RBP], 1-microglobuline 2-microglobuline...) non
réabsorbées par les cellules tubulaires proximales. L’atteinte tubulaire proximale est notamment
associée a une enzymurie (N-acetylglucosaminidasurie...), une aminoacidurie, une glycosurie,
une hypercalciurie et une hyperphosphaturie. La fuite phosphocalcique urinaire favorise la
survenue de lithiase urinaire. A un stade plus avancé, une tubulopathie distale se surajoute, avec
des troubles de la concentration et de ’acidification des urines. Une néphropathie glomérulaire,
caractérisee par une fuite de protéines de haut poids moléculaire (albumine...), peut étre
associée a une atteinte tubulaire préexistante. La protéinurie tubulaire se poursuit souvent apres
I’arrét de 1’exposition au cadmium (Jarup et al, 1993). Une insuffisance rénale progressive
tardive peut s’installer. Il existe une corrélation entre 1’altération de la fonction rénale et la
concentration de cadmium dans le parenchyme rénal ou dans les urines, mais également avec
la concentration de cadmium atmosphérique en milieu de travail a partir de 700 a 1200 g/m®
(Atlanta, 1999). Selon les études, les premiers signes d’une altération de la fonction rénale
peuvent survenir a partir d’une cadmiurie supérieure a 2 ou 10g/g de créatinine (Atlanta, 1999).

e Les testicules

Des études expérimentales chez I’animal ont montré que le cadmium produit des atteintes
testiculaires et diminue la fertilité chez les males. A fortes doses, le cadmium produit des effets
foetotoxiques et tératogenes chez plusieurs especes de rongeurs. De tels effets n’ont pas été
observés chez 1I’homme. Peu d'études chez les humains sont disponibles, car les évaluations des
risques reposent principalement sur des données expérimentales animales. Selon les experts,
aucune étude épidémiologique n'a clairement établi de lien entre I'exposition au cadmium et les
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problémes de fertilité ou les altérations des organes sexuels. Cependant, une récente étude non
randomisée portant sur 341 hommes de couples infertiles a révélé une corrélation entre des
niveaux élevés de cadmium dans le liquide séminal et l'infertilité masculine, que les sujets
soient fumeurs ou non. Les chercheurs suggérent que le cadmium pourrait influer sur la qualité
du sperme (Eurar, 2008).

e Lesos

Le Cd entraine un déréglement du métabolisme du Ca (Buchet et , 1990). Ce déréglement
peut mener a des troubles de la masse osseuse comme l'ostéomalacie ou l'ostéoporose. La
maladie laltai, décrite initialement au Japon en 1967, entraine des perturbations du métabolisme
du Ca avec apparition d'une décalcification osseuse entrainant de troubles ostéomalacie,
d'insuffisance rénale, de douleurs osseuses et de fractures. Cette maladie est due a une ingestion
de riz contaminé par du Cd ayant été déversé en amont dans les cours d'eau irriguant les riziéres.
Des études sur des animaux de laboratoire indiquent que les sujets plus jeunes sont plus
susceptibles que les adultes a subir une perte de la masse osseuse suite a une exposition orale
au Cd. Ces études démontrent aussi que plus la diete est pauvre en Ca, en protéines, en Fe ou
en gras, plus I'absorption de Cd sera importante (Schafer et al, 1990). Les enfants ayant une
diéte pauvre en Fe, Ca ou protéines sont donc probablement susceptibles d'absorber plus de Cd
que les adultes ( Atlanta, 1999).

e Le foie

Des études menees sur des travailleurs exposes au Cd par inhalation n'ont demontré aucun
effet nocif au niveau du foie. Par contre, certains effets ont été retrouvés occasionnellement
chez le rat exposé par inhalation a 0.1 mg/m? de chlorure de Cd sur des périodes allant de 6 &
30 jours. Par exemple, une augmentation du poids du foie a été notée par ont dénoté une
augmentation sérique de l'activité de l'alanine aminotransferase, un indicateur fréquent de
dommages au foie. La résistance du foie a la toxicité du Cd est probablement due a sa capacité
a produire la méthallothionéine pouvant lier le Cd et ainsi réduire la concentration d'ions libres
Cd?* (Kutzman et al, 1986).

e Le ceeur

A notre connaissance, il n'existe a ce jour aucune étude fiable démontrant qu'une exposition
a des vapeurs de Cd pourrait avoir des effets néfastes au niveau cardiovasculaire chez I'humain.
Chez le rat, ont démontré une augmentation significative du poids du cceur suite a une
exposition par inhalation a 1.06 mg Cd/m?® de CdCl, pendant 62 jours, 5 jours par semaine a
raison de 6 heures par jour. Le poids corporel de ces rats était aussi significativement réduit
suite a cette exposition (Kutzman et al, 1986).

e Le systeme nerveux

Des études épidémiologiques chez I'humain suggerent qu'il existerait un lien entre un
comportement anormal et/ou une diminution de l'intelligence chez les enfants et les adultes
exposés au Cd. Il faut par contre étre prudent sur les conclusions car les sujets de ces études ont
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possiblement été en contact avec d'autres métaux toxiques. De plus, la barriere hémato-
encéphalique et les cellules épithéliales circumventriculaires possédant des jonctions serrées
limitent I'entrée du Cd au niveau du systéme nerveux central. Il se pourrait toutefois que le Cd
comme le Hg puisse pénétrer la barriere hématoencéphalique par mimétisme moléculaire
(Klaassen et al, 1999).

11 Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un phénoméne provoqué par un déséquilibre entre la production et
I’accumulation d’espéces réactives a I'oxygene (ROS) dans les cellules et les tissus et la
capacité d’un systéme biologique a détoxifier ces produits réactifs. Les ROS peuvent jouer, et
en fait, ils le font, plusieurs rdles physiologiques (c'est-a-dire la signalisation cellulaire), et ils
sont normalement générés en tant que sous-produits du métabolisme de l'oxygene ; malgré
cela, les facteurs de stress environnementaux (c'est-a-dire les UV, les rayonnements ionisants,
les polluants et les métaux lourds) et les xénobiotiques (c'est-a-dire les meédicaments
antiblastiques) contribuent a augmenter considérablement la production de ROS, provoquant
ainsi un deséquilibre qui conduit & des dommages aux cellules et aux tissus (stress oxydatif).
Plusieurs antioxydants ont été exploités ces dernieres années pour leur effet bénéfique réel ou
supposé contre le stress oxydatif, comme la vitamine E, les flavonoides et les polyphénols.
Méme si nous avons tendance a décrire le stress oxydatif comme étant tout aussi nocif pour le
corps humain, il est également vrai qu’il est exploité comme approche thérapeutique pour traiter
des pathologies cliniques telles que le cancer, avec un certain degré de succes clinique. Dans
cette revue, nous décrirons les découvertes les plus récentes dans le domaine du stress oxydatif,
en soulignant a la fois ses mauvais et ses bons cotés pour la santé humaine (Gabriele , et al.,
2017).

ITI.1 Oxygene actif et radicaux libres

La découverte de la SOD par McCord et Fridovich en 1969 a marqué une étape
importante dans la comprehension du piégeage du superoxyde (O3), un type d'oxygene actif et
de radical libre (McCord et Fridovich, 1969). Cette decouverte a ouvert la voie a
I'identification de diverses réactions chimiques, biologiques et bicochimiques auparavant
inconnues, associées a I'0; et a d'autres ROS et radicaux libres, ainsi qu'a leurs mécanismes de
dommages biologiques et a leurs implications dans différentes maladies (D’Alessandro et
Zolla, 2011).
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Figure 1. Radicaux libres : atomes ou molécules possédant des électrons non appariés.
Les électrons existent normalement par paires, avec deux electrons dans chaque orbitale
; les électrons non appariés, avec un seul électron dans chaque orbitale, sont
chimiquement trés instables.

IIL.2 Définition de ROS

L'oxygene est le radical libre le plus connu. L'oxygéne atmosphérique possede deux
électrons non appariés et est relativement stable en soi. Les organismes vivants convertissent
toutefois cet oxygene en formes plus reactives, connues sous le nom de ROS. Ceux-ci sont
utilisés dans les réactions d'oxydation des substrats et dans les réactions d'addition d'oxygene.
L'oxygene réactif, un dérivé de l'oxygene atmosphérique, englobe plusieurs ROS, dont I'O, le
H20., le radical hydroxyle (HO") et I'oxygeéne singulet (O2). Parmi ces quatre especes, O et
HO' sont des radicaux libres, tandis que les deux autres ne le sont pas (figure 2). Ces espéces,
seules ou par réaction croisée avec d'autres especes, peuvent induire une toxicité en attaquant
différents composants cellulaires, tels que les protéines, les lipides et les acides nucleiques
(Cooke et al, 2003), ce qui entraine divers effets toxiques.

Triplet oxygen ( 2O ) Hydrogen peroxide ( H,O2 )

(o )" @‘@
Superoxide ( O'2— ) Singlet oxygen ( 'O )

Hydroxyl radical { HO")
-
-
@ : Electron

Figure 2. Configuration de I'oxygéne et des ROS. Des diagrammes schématiques des
configurations électroniques de molécules typiques sont présentes.
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II1.3 Définition des radicaux libres

Les atomes et les molécules ont une configuration stable lorsque leur enveloppe externe
contient un ensemble d'électrons appariés. Toutefois, lorsqu'un électron n'est pas apparie,
I'atome ou la molécule devient un radical libre. Les électrons non appariés sont instables et trés
réactifs, car ils cherchent constamment a former des paires, ce qui rend les radicaux libres tres
réactifs. Les liaisons chimiques sont constituées de deux électrons qui peuvent étre rompus de
deux manieres. La premiére consiste a séparer un électron de chaque paire et a le déplacer d'un
cbté, chacun portant alors une charge respective appelée cation ou anion. La deuxieme méthode
consiste a séparer symétriqguement les deux électrons d'une liaison, ce qui entraine la création
d'un radical libre.

III.4 Génération d'oxygeéne actif et de radicaux libres

Les ROS et les radicaux libres sont générés dans notre environnement immédiat. Par
exemple, la pollution de I'air sous forme de NO et de NO; est constamment présente. La fumée
de tabac, un autre polluant, contient de nombreux radicaux libres (Zi, et al., 2003). En outre,
les herbicides couramment utilisés, y compris le parquat bien connu, produisent des radicaux
libres pour éliminer les mauvaises herbes et provoquent parfois des intoxications lorsqu'ils sont
ingérés par 'homme (Bus et al, 1974).

En outre, les rayonnements ultraviolets et ionisants générent également des radicaux
libres. Ces deux types de rayonnements sont utilises dans la radiothérapie du cancer et dans les
lampes de steérilisation. Les médicaments anticancéreux, tels que lI'adriamycine, la bléomycine,
la mitomycine C, le cisplatine et la néocarzinostatine, générent des radicaux libres pour tuer le
cancer ; cependant, les radicaux libres qu'ils produisent provoquent également des effets
secondaires (Mimnaugh et al, 1985).

Le rayonnement est également utilisé pour stériliser les aliments importés et, méme si
cela n'est pas tres connu, le séchage du linge a l'air libre est un autre exemple d'utilisation des
effets des radicaux libres. L'acide hypochloreux, qui est souvent utilisé comme agent de
blanchiment stérilisant pour désinfecter les salles d'opération médicales et les toilettes, se
transforme en radicaux libres et posseéde un effet bactéricide. De ce point de vue, I'homme ne
peut se soustraire aux effets des radicaux libres.

Outre I'environnement extérieur, les radicaux libres sont également générés dans les
organismes vivants. Les radicaux libres sont principalement produits par les phagocytes,
appelés "cellules mangeuses", centrés sur les neutrophiles. Les phagocytes engloutissent les
substances étrangéres, telles que les bactéries, et génerent des ROS pour les éliminer de
l'organisme (Pham-Huy et al, 2008). En outre, des processus physiologiques, tels que
I'ischémie-reperfusion et le métabolisme de l'acide arachidonique, entrainent également la
production d'une grande quantité de ROS (Zulueta et al, 1997). lls sont produits lors du
métabolisme de l'acide arachidonique. Physiologiquement, les radicaux libres sont
constamment générés dans les mitochondries ; cependant, dans les mitochondries saines, ils ont
tendance a ne pas s'‘échapper (Figure 3).
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Figure 3. Sources in vivo et in vitro de radicaux libres. Dans les organismes vivants, les
ROS et les radicaux libres sont générés par divers stimuli internes et externes
mentionnes ici.

IIL5 Les systemes de défenses antioxydants

Les antioxydants au sens large représentent I’ensemble des molécules susceptibles
d’inhiber directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les ERO Ces
antioxydants peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former
un composé stable. Une fois les taux des ERO fortement baissés, les systemes enzymatiques
interviennent et permettent la réparation (LAYACHI, 2013).

I11.5.1 Les systéemes antioxydants enzymatiques :

Les enzymes existent a I’état endogéne et permettent de protéger les cellules contre les
radicaux libres produits de maniére physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal.
Les principaux systéemes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases, la catalase
et plusieurs formes de peroxydases a glutathion (Schuckelt et al, 1991).

I11.5.1.1Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des meétalloenzymes qui catalysent la
dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et d’oxygene. La SOD existe sous
trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur
métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivreet zinc (Cu/Zn-SOD),
une forme mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-
SOD). Il a été recemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans 1’espace
inter membranaire (Okado-Matsumoto et Fridovich, 2001). La distribution de ces différentes
isoformes varie selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 & 85% de l'activité de la SOD se
trouvent dans le cytosol tandis que les 15 a 35% restants sont localisés dans les mitochondries
(Huang et al, 2001).

I11.5.1.2 Glutathion peroxydase (GSH-Px) et réductase (GR)
La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une sélénoenzyme présente dans le sang, les
membranes et le cytosol. En présence de glutathion réduit (GSH), elle réduit I’H20O2 en H20 et
les hydroperoxydes (ROOH) en alcools (ROH). La glutathion peroxydase (GSH-Px) agit en
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synergie avec la SOD puisque son réle est d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et Oo.
Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-
disulfure (GSSG) (Mates et al, 1999).

111.5.2 Catalase

La catalase (CAT), est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde
d’hydrogeéne en eau et en oxygéne moléculaire. Elle est essentiellement présente dans les
peroxysomes et dans les érythrocytes.

CAT

H,O —» 2H,0 +0O;

La catalase est également responsable de I'élimination d'H>O> par une transformation en
H20 et O. Contrairement a la GSH-Px, l'affinité de la catalase pour I'H20; est élevee seulement
lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogene sont accrues (LAYACHI, 2013). Cette enzyme
est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les
peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol.

111.5.3 Les systémes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), 'ubiquinone, le
cytrochrome C et les vitamines E et C (Figure 4) .

Vitamine C
GPx GSH
Vitamine E

Vicamine E ex C

Vitamime E et C

GSH
Catalase

Mn-SOD

Dicoygche v'l:;l.il,ﬂu,a des GPx

membranes celfulaires Vitamine E

Vitamine E GSH
Ubiquinone

Figure 4 : Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule

I11.5.3.10ligoéléments
Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes
requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale
a besoin de manganeése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GSH-
Px de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces
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dans l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action prooxydante (réaction de
Fenton, d'Haber-Weiss).

I11.5.3.2 Glutathion
Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogene et/ou les peroxydes organiques
grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GSH-Px). Il peut aussi réduire les
radicaux formeés par I'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux de peroxydation
lipidique. Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé
comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H20- est important, plus le glutathion
réduit est consommé et le glutathion oxydé augmenté (LAYACHI, 2013).

I11.5.3.3 Vitamine E
e Structure

La vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble. Elle a été découverte en 1922 par
Evans et Bishop. Il existe au moins 8 tocopherols a action vitaminique E (Jordan and Pattison
,1996). L'absorption intestinale de la vitamine E dépend de lintégrité de la muqueuse
intestinale, de la présence des lipases pancréatiques et de I'excrétion hépatique des sels biliaires
comme pour toutes les vitamines liposolubles. La vitamine E se retrouve ensuite dans le sang
sous forme libre puis rapidement liée aux lipoprotéines (VLDL, LDL). Son catabolisme produit
des composés glycuronés de I'acide tocophéronique. (Larbier andLeclercq,1992).

II1.5.3.4Vitamine C
e Structure

La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble considéré comme le plus efficace des
antioxydants présents dans le sang. La vitamine C se présente sous deux formes dans
I’alimentation : I’acide ascorbique et I’acide déhydroascorbique.

S——
°O=F ]  =srae °—F ] s
HO — (l L} rorganizmne -o ‘( = 2
i —-_— =
HO — C HO — C O —C
: = . i — -8

HC — 1 =~ HC 1 =~
1e—

Figure 5 : Réactions d’oxydoréduction faisant intervenir les diffé rentes formes de la
vitamine C.

Deux voies d'apport existent : d'une part, la vitamine C d'origine alimentaire est absorbée
rapidement au niveau intestinal, puis distribuée largement. D'autre part, elle est facilement
synthétisable a partir du glucuronate dans le cytoplasme et les mitochondries des cellules
hépatiques et rénales (la lactonase et la peroxydase intervenant dans cette synthese sont absentes
chez les primates et les rongeurs : chez eux, la vitamine C est une vitamine a part entiére). Cette
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synthése est affectée par une carence en vitamine A ou E; dans les conditions normales, elle est
suffisante chez les volailles, bien qu'elle soit plus importante chez la dinde, puis le canard, la
poule et lI'oie (Lechowski and Nagorna-Stasiak, 1995). L'exces de vitamine C n'est pas stocké
mais excrété par voie urinaire, en particulier sous forme de dérivés acides et notamment
d'oxalates.
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I  Matériel :
Les expériences menées dans cette étude ont éte effectuées dans le laboratoire
d’agronomie, el-faycel, 1’hopital, hall technologie ainsi que a I’animalerie de la faculté des
sciences de I'université 20 aodt 1955 Skikda.

Dans ce travail, nous avons utilisé un métal lourd qui est le cadmium pour le traitement
des rats sous forme de poudre soluble dans I'eau distillée, pour une dose de 8.8 mg/kg/jour
1/10 DL 50 (DL 50 = 88 mg/ kg chez les rats). Le choix de la dose est basé sur des études

précédentes.

Figure 6 : L'animalerie de I'université de 20 Aout 1955 Skikda (photo original, 2024).

I.1  Matériel chimique :
La solution obtenue a été conservée a une température ambiante dans un flacon en verre

a labri de la lumiere vive durant la période de l'utilisation.

Figure 07 : Cadmium (photo originale, 2024).

1.2 Matériel biologique
1.2.1 Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans cette étude pour la restauration est la plante médicinale
Atriplex halimus L appartenant a la famille de chénopodiacées. Cette plante médicinale a été
choisie parmi tant d’autres pour leur caractére médicinal, leur grande utilisation par la
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population et leurs vertus thérapeutiques intéressantes. La récolte de la plante Est effectuée
durant le mois de février ou mars 2023 de la région d’ouled ayche (bitam, Barika) Wilaya de
Batna.

Figure 8 : Atriplex halimus. L (Metallaoui, 2023).

1.2.2 Matériel Animal :

Notre étude expérimentale a été réalisée sur 36 rats (blancs males) de la souche albinos
Wistar, Provenant de l'institut pasteur d'Alger, de poids corporel (120g-190g), agés de 2 mois.
Ce sont des mammiféres de l'ordre de rongeur, largement utilisés dans divers domaines de la
recherche expérimentale. Les rats sont gardés dans l'animalerie de I’université de 20 Ao(t 1955,
Skikda pour une période de 50 jours (10 jours d'adaptation, 40 jours de traitement).

1.2.2.1 Les conditions d'élevage :

Les animaux ont été répartis en 6 groupes de 6 rats chacun, dans des cages en plastique,
munies d'une mangeoire et d'un biberon d'eau. Chaque cage est marquée d'une lettre numérique
de lot qui lui correspond, et elles sont tapissées d'une litiere constituee de copeaux de bois.
Durant la période d'adaptation et expérimentale, les rats ont été maintenus sous des conditions
naturelles (la température ambiante 22-24 ° C, une photopériode de 12 lumiere/ 12 obscurité et
une humidité). lls ont été nourris base de nourriture standard (croquettes), les cages sont
nettoyées et la litiere est changée quotidiennement.

Figure 9 : Les cages des rats (photo originale, 2024).
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1.3  Matériel et produits de laboratoire utilisés :
L'ensemble des matériels et des produits utilisés dans notre expérimentation seront cités au
fur et @ mesure de leurs utilisations.

Il Méthode :

II.1 Préparation de la plante :

I1.1.1 Séchage et broyage de la plante :

On a effectué une étude phytochimique sur la partie aérienne (feuilles). Une fois que la
plante est identifiée, on s'occupe de nettoyer ses feuilles des impuretés, puis on les met a sécher
dans une chambre sombre, aérée, a l'abri de I'humidité et & une température ambiante pendant
un mois. Une fois qu'elles ont séché, elles sont mixées et broyées en poudre fine a I'aide d'un
broyeur électrique.

Figure 10 : Photo originale présente la poudre de la plane apres broyage.

II.2 Préparation de I'extrait éthanolique :

L'extrait éthanolique d'Atriplex halimus L est préparé par macération solide-liquide. Dans
un bécher, on ajoute 30 g de poudre avec 150 ml d'éthanol, puis on laisse le tout sur un agitateur
électrique a l'obscurité pendant 24 heures. Apres, on filtre le mélange sur papier Whatman. Les
trois filtrats sont récupérés dans un ballon et évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif qui permet
d’éliminer le solvant sous vide. Ensuite, I'extrait est placé dans des boites de pétri et mis a
I'étuve.

Figure 11 : Photo originale présente Les étapes de préparation de I’extrait sec de
Atriplex halimus ; L.

I.3 Préparation du cadmium :

Les animaux sont traités aprés 10 jours d'adaptation par le métal lourd (cadmium) qui a
été préparé sous forme d'une solution aqueuse (360 mg /240 ml d’eau distillée) par gavage
quotidien selon leur poids corporel durant un mois a l'aide d'une sonde spécifique.
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II.4 Préparation des doses de I'extrait :

La préparation est faite par la poudre de la plante, dans cette étude, nous avons utilisé la
dose de la plante médicinale A.H en traitement préventif des animaux contre la toxicité des
métaux lourds pour la dosel (400mg/kg/j) (45ml de I’eau distillée chaude avec 3 g de la poudre
de la plante). Et pour la dose 2 (600mg/kg/j) (45 ml de I’eau distillée chaude avec 4,5 g de la
plante). Par voie orale pendant 1 mois.

L'administration se fait par gavage a 1’aide d’une sonde selon leur poids corporel durant
40 jours, lI'animal est saisi par la peau du dos et maintenu dans une position verticale.

Figure 12 : La technique de gavage (Photo originale, 2024).

IL.5 Etude quantitative :
11.5.1 Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite
par Wong et al. (2006).

I1.5.1.1 Principe de la réaction :

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). 1l est réduit, lors de 1’oxydation des phénols dans
un milieu basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdene
(MQOg0O23) (Robbins, 2003). La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de
composeés phénoliques et posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

I1.5.1.2 Mode opératoire

Il consiste a mélanger 200 pl de chaque extrait (0.5 mg d’extrait dilué dans 1 ml Méthanol)
avec 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans I’eau distillé). Les solutions ont été
mélangées et incubées pendant 4 minutes. Apres I’incubation, 800 pul de la solution de carbonate
de sodium Na2COs (75g /1) a été ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu
aprés incubation a ’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures. Apres incubation,
I’absorbance est mesurée par un spectrophotometre a 765 nm. Le blanc de la réaction ne
contenant pas de polyphénols est réalise comme le point 0 en mg/ml.

Note : Le blanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnel sauf I’extrait de la plante.

I1.5.1.3 Expression des résultats :
La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression linéaire
de la gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon I’acide gallique (10-200 pg/ml) est
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exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait
(LgEAG/mg ES).

11.5.2 Dosage des flavonoides
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par (Djeridane et al., 2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides.

I1.5.2.1 Principe de la réaction
Cette technique est basée sur la formation d’un complexe tres stable, entre le chlorure
d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika,
2005).

I1.5.2.2 Mode opératoire
Brievement, 1 ml de chaque extrait et du standard (0.5 mg d’extrait ou standard dissous
dans 1ml Méthanol) a été ajouté a 1ml de solution d’AlClz (2% dans le méthanol). Le mélange
a été vigoureusement agité et 1'absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes d’incubation.

Note : Le blanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnel sauf I’extrait de la plante.

I11.5.2.3 Expression des résultats :
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linaire (y = a x + b) réalisée par un standard étalon "la quercétine™ a différentes concentrations
(2.5-30ug/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents de quercétine par
milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

I.6 Etude de I'activité antioxydant de I'extrait :
11.6.1 Technique du 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
I1.6.1.1 Principe de la réaction :

Le Diphenyle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque
le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine 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) (Maataoui et al.,
2006). On peut résumer la réaction sous la 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 (violet) pour
le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de
décoloration a 517 nm.
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Figure 13 : Réaction de piégeage du radical DPPH par le phénol (Congo, 2012).

L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Lopez.
Lutz et al., 2008).

I1.6.1.2 Mode opératoire :

Le mélange réactionnel est préparé comme suit : 400ul des solutions d’extraits sont
ajoutées al600ul DPPH (4% préparée dans du méthanol). Parallélement un controle négatif est
préparé en mélangeant 400ul de méthanol avec 1600ul de la solution éthanolique de DPPH. La
lecture de L’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm
aprés 30min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

Le contréle positif est représente par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique
(la vitamine C) dont I’absorbance a ¢t¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons
secs pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

I1.6.1.3 Expression des résultats :
Les résultats peuvent étre exprimés en tant que I’activité antiradicalaire ou I’inhibition
des radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant la formule suivante :

% d'inhibition = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon/Abs Control négatif)] x
100

Ou

% : pourcentage d’inhibition de I’activité antiradicalaire ;
Abs Echantillon : Absorbance de I’échantillon ;

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;

11.6.1.4 Calcul des IC50:
IC50 ou la concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée EC50 pour Efficient

Concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de
radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés ;
Pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées.
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II.7 Répartition des rats :
Tableau 4 : répartition et traitement des rats

Codage des | Nombre de Traitement des rats
cages rats

Gl 6 Animaux témoins recevant une administration chaque jour
par voie orale I’eau du robinet

G2 6 Animaux traités recevant une dose 400 mg/kg /j d'Atriplex
halimus L.

G3 6 Animaux traités recevant une dose 600 mg/kg/j d'Atriplex
halimus L.

G4 6 Animaux traités recevant une dose de Cd de 8,8
mg/kg/jour.

G5 6 Animaux traités par une mixture recevant (Cd de 8,8

mg/kg/jour +Atriplex halimus L dose 400 mg/kg/j).

G6 6 Animaux traités par une mixture recevant (Cd de 8,8mg/kg
+ Atriplex halimus L dose 600 mg/kg/j).

I1.8 Mesure du poids :
La mesure du poids est effectuée sur les rats chaque jour pendant la durée de traitement,
au cours de traitement a ’aide d’une balance.
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I1.9 Protocole expérimentale :

Des lots expérimentaux 36 rats répartis en 6 groupes

¥

[ 10 jours successifs d'adaptation ]

T 1T 1T 1T 1

(G1) (G2) (G3): (G4): (G5) : (G6) :
Tamoi Plante Traités par Traités + Traites +

€emoins Plante dose2 cd p|ante dose Plante

dosel 1 dose2
[ 40 jours successifs du traitement ]
I Prélevement du sang ] [ Prélevement des organes ]

Pgramét_res P st Etudes histologique des
biochimiques : arametre organes :

Glycémie, TGO, TGP,
albumine, cholestérol,
TG, protéine total...

hématologique :

Nombre de GR, GB,

Dosage du GSH
. (Foie, reins,
Testicules, Rat)

-Foie ; testicules ; reins
rat.

Figure 14 : Schéma récapitulatif du protocole

I1.10 Dissection et prélévement :
A la fin de la période de traitement par Le cadmium et I'extrait de I’Atriplex halimus L,

les rats a jelne sont anesthésiés par le chloroforme puis disséqués ventralement pour le
prélevement de sang au niveau cardiaque.
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11.10.1 L'euthanasie :

On utilise une technique pour mettre fin a la vie de lI'animal sans lui causer
de souffrance, de stress ou de douleur appelée I'euthanasie ou la mise a mort des
animaux. Il y a plusieurs types d’cuthanasie donc on a opté pour le protocole
gazeux par chloroforme.

11.10.2 Prélévement sanguin :
Aprés la dissection, un prélevement sanguin a été effectué au niveau
cardiaque ouvert.

Figure 15 : Dissection A et prélévement du sang au niveau cardiaque ouvert B (photo
originale, 2024).

Le sang prélevé est recueilli dans deux types différents de tubes a essais.

v' EDTA pour des parametres hématologiques
v’ Hépariné pour le dosage des paramétres biochimiques.

Les analyses biochimiques et hématologiques ont été ensuite effectuées dans le
laboratoire d'analyses médicales "El — Faycal " SKIKDA.

11.10.3 Etude hématologique :
Formule de Numération Sanguine (FNS)

La numérotation de la formule sanguine est réalisée a 1’aide d’un analyseur électronique
modeéle Sysmex XS-500i.

I1.11 Dosage des parametres biochimiques :
Le parametre biochimique sont dosés automatiquement sur un automate modeéle
BECKMEN COULTER-AU480

Le glucose, L’urée, La créatinine, L’acide urique, protéines, I’albumine, TGO, TGP,
PAL, Triglycérides, Triglycérides, HDL, LDL.
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I1.12 Prélevement des organes :

Les organes ont été rapidement prélevés et rincés avec du sérum physiologique (NaCl a
0,9%), ensuite ils sont pesés et conserves dans le formol (10%), pour réaliser I'étude
histologique qui a été effectuée au niveau du service d'anatomie pathologique a I'népital les
freres Saad Guermech de Skikda, Le reste de I’organe conservé au congélateur pour le dosage
de GSH.

I1.13 Dosage de glutathion GSH :
11.13.1 Préparation de ’homogénat de tissus :

Un gramme de foie, reins, testicules ou rate de rats récupérés a partir des six lots étudiés,
ont été broyés. Aprés homogénéisation des tissus dans 2 ml de solution tampon TBS : (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) a 1 :2 (P/V), on a procédé a une centrifugation de la suspension
cellulaire (9000 tours/ min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes
eppendorfs puis conservé a 20°C en attendant d’effectuer les dosages des parametres du
glutathion.

11.13.2 Dosage des protéines :

Le réactif de Bradford développe en présence de protéines une coloration bleue
quantifiable a 595 nm, et dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de protéines présentes
dans I’échantillon.

1.13.2.1 Principe :

Les groupements amines (-NH) des protéines réagissent avec un réactif a base de 1’acide
ortho phosphorique, de I’éthanol et de bleu de Coomassie pour former un complexe de couleur
bleue. L’apparition de cette couleur refléte le degré d’ionisation du milieu acide et 1’intensité
établit la concentration des protéines dans 1’échantillon, elle est mesurée a 595nm (a I’aide d’un
spectrophotometre UV/visible Jenway 6305).

11.13.2.2 Mode opératoire :
- Prélever 0,1 ml de I'homogénat.

- Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

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

- Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc (H20 a la place de ’homogénat).

- Ladensité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée.

11.13.3 Dosage du glutathion (GSH) :
Le dosage du glutathion (GSH) est réalisé selon la méthode de (Jollow et al 1974).

I.13.3.1 Principe :
Ce dosage repose sur la mesure de ’absorbance optique de I’acide 2-nitro-5-
marcapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique par les
groupements (-SH) du glutathion.
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11.13.3.2 Mode opératoire :

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :
- Prélever 0.8 ml de I’homogénat
- Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide salicylique (0.25%)
- Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace
- Centrifuger a 1000 Tours/ minute pendant 5min
- Prélever 0.5 ml du surnageant
- Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA (contenant 0,02 M d’EDTA, pH 9.6)

- Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M.
Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm contre
le blanc réactif.

I1.14 Etude histologiques :

11.14.1 Etude macroscopique
Le prélévement histologique est une biopsie d'un trés petit morceau d'un organe.

11.14.2 La préparation des cassettes :
Contient les morceaux des organes

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

11.14.3 La circulation :
Elle est réalisée a ’aide d’un automate pendant 17h qui contient une série du solvant
selon les étapes 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.
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________________________________________________________________________________________________________________|
L’imprégnation : correspond a la substitution du solvant par la paraffine.

Ala findu cycle, les paniers contenant les cassettes se trouvent dans un bain de paraffine
chaude (liquide). (Carson et al., 2009).

11.14.4 Inclusion :

Consiste en un enrobage des pieces 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 I’enrobage sont :

v On verse la paraffine liquide (T° entre 56-60) dans le moule.

On met le morceau de tissu dans le moule et on le pousse.

On recouvre la piéce 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 piéce prélevée.

ANER NI NERN

11.14.5 La coupe :
-A l'aide d'un microtome on fait les coupes :

On regle I'épaisseur a 10um pour avoir des coupes tres fines.
- On met le ruban dans un bain marie a 37°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 140 °C
pendant 30min (élimination des particules d'eau par évaporation et le déparaffinage).

11.14.6 La coloration hématoxyline d*Harris Eosine (HE) :

La coloration est basée principalement sur l'utilisation d'hématoxyline d'Harris qui colore le
noyau en une couleur mauve foncé presque noir et I'éosine qui colore le cytoplasme en rose ou
rouge, cette méthode de coloration dure 45min.

11.14.7 Le montage :

Apreés I'enlevement des lames d'xyléne on fait le montage : on humidifie un peu la lame
par I'xyléne puis on met une petite quantité de colle spécifique ('TEUKITT) qui permet de coller
bien la lame avec la lamelle et aussi de donner une observation trés claire et transparente. On
met la lamelle, et on presse un peu pour enlever le reste dair, on n'oublie pas de mettre la
dénomination de chaque lame, a la fin on laisse les lames jusqu'au séchage puis on les met dans
le porte lame.

11.14.8 La lecture :
L'observation des lames se fait dans le service d'anapath, elles ont été observées a 1’aide
d’un microscope optique Leica. Les agrandissements utilisés sont X 10 et X 40.
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Figure 16 : Les étapes de préparation des coupe histologique (photo originale,
2024)

I1.15 L’analyse statistique :

Les données obtenues a partir des mesures des parametres étudiés ont été exprimées en
moyenne avec I’écart type (Moy +Standard de déviation) I’analyse statistique a été réalisé a
I’aide du logiciel minitab® 17.

La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée par une analyse de variance
(ANOVA). Et la comparaison de deux moyennes qui est effectué par un test tukey. La
différence entre deux moyennes comparées est significative si la probabilité p < 0.05 ainsi le
degré de signification est comme suite :

* p <0.05 la différence est significative.

* p <0.01 la différence est hautement significative.

* p<0.001 la différence est trés hautement significative.

* : Différence significative G2, G3, G4, G5, G6 comparativement au témoin (p < 0.05).
** . Différence hautement significative G2, G3, G4, G5, G6 comparativement au témoin
(p<0.01).

*** . Différence trés hautement significative G2, G3, G4, G5, G6 comparativement au témoin
(p <0.001).

$: Différence significative comparant le G3 au G2(p < 0.05).
$$ : Différence hautement significative comparant G3 au G2 (p <0.01).
$$$: Différence trés hautement significative comparant G3 au G2 (p <0.001).

#: Différence significative a G5, G6 comparativement aux G4 (p < 0.05).
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I ——
##: Différence hautement significative G5, G6 comparativement aux G4 (p < 0.01).

###: Différence trés hautement significative & G5, G6 comparativement aux G4 (p <0.001).

+ : Différence significative a G5 comparant au G6 (p < 0.05).

++ : Différence hautement significative a G5 comparant au G6 (p <0.01).

+++ : Différence trés hautement significative G5 comparant au G6 (p <0.001).

p : Seuil de signification.
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Cette étude vise a déterminer I’effet de la plante médicinale Atriplex halimus L. sur
I’amélioration de quelques perturbations métaboliques chez des rats intoxiqués par le cadmium.
Elle évalue également la teneur de certains composés phénoliques et détermine 1’activité
antioxydant de cette plante (méthode DPPH), les changements de poids, le poids de quelques
organes ainsi que les parameétres biochimiques : glycémie, TGO, TGP, PAL, cholestérols, HDL,
LDL, triglycérides, protéines, et albumine. Ainsi que les paramétres hématologiques tels que le
nombre de globules blancs, de globules rouges, I’hémoglobine et ’hématocrite sont étudiées.
Enfin, une étude histologique du foie, des reins et des testicules a été réalisée.

| Evaluation des polyphénols totaux :
Apres le dosage, la teneur en polyphénols est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage
de I’acide gallique. Sa formule de régression linéaire est y= 0.0084x+0.0016 avec un
coefficient de détermination R2= 0.996.
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
totaux.

Les résultats de dosage montrent qui I’extrait d ’Atriplex halimus contient une quantité
important des polyphénols (20,64+1,44ug EAG/mg ES).

I.1  Evaluation des flavonoides :
Apres le dosage, la teneur en flavonoides est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage
de la quercétrine (figure) ayant 1’équation de formule Y=0.0546x+0.0646 avec un coefficient

de corrélation R2= 0.9923.
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de la quercétrine pour le dosage des flavonoides.

Les résultats de dosage des flavonoides ont révélé que I’extrait est riche en flavonoides
(19,28+0,43 pg EQ/mg ES).

La variabilité des teneurs en polyphénols et flavonoides est liée probablement a la
composition phénolique des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs génotypiques (EI-
Waziry, 2007), les conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape physiologique) et abiotiques
(facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le type du microclimat (Atmani
et al., 2009).

D’apres les résultats obtenus I'estimation phénolique révele que I'extrait éthanolique des feuilles
d’A.H contient une quantité considérable de composés polyphénoliques et flavonoides. Les
polyphénols contenus dans ’extrait d I’Atriplex halimus sont probablement responsables de
I’activité antioxydant de I’extrait. Les chercheurs ont évalué les propriétés antioxydants des
principaux métabolites secondaires des feuilles et des tiges de I’Atriplex halimus, les
flavonoides des extraits butanoliques et d’acétate d’éthyle des feuilles possédent une forte
capacité de donner (Benhammou et al., 2008).

Il Evaluation de I'activité antioxydant :

La capacité¢ antioxydant de l'extrait est calculée a partir de la courbe d’étalonnage en
utilisant I’acide ascorbique comme un antioxydant de référence. D’aprés les résultats, on
remarque que 1’extrait d’Atriplex halimus est capable de piéger les radicaux DPPH. Avec une
valeur de 1C50 = 40.

11 Effet de cadmium et de I’extrait éthanolique d’Atriplex halimus sur les

parametres de croissance globale des rats :
NB : la croissance globale comprend le gain de poids et le poids relatif.
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III.1 Le gain de poids :
La figure montre les variations du gain de poids chez les différents groupes des rats :

120 -
+++
100 - HitH
kK %k
o 80 -
kK k
1] * %k %k
B 60 -
[
o
3 40 -
T
c
‘s 20 -
U]
O T T T T T
G1 G2 G3 G4 G5 G6
Groupes

Figure 19 : Variation de gain du poids chez les rats des différents groupes étudiés.
Les résultats de la (figure 19) indiquent une diminution significative (p <0.001) du gain

de poids chez les rats traités par le cadmium et les groupes traites par la combinaison de
cadmium et des deux doses (400 et 600mg/kg/jour) par rapport au groupe témoin. Par ailleurs,
on ne remarque aucune différence significative du gain de poids chez les rats traités par les deux
doses (400 et 600mg/kg/jours) de I’extrait de la plante en comparaison avec le groupe témoin.

Ainsi, les résultats ne montrent aucune différence significative du gain de poids chez le
groupe (G3) par rapport aux groupe (G2).

De plus, les résultats montrent une augmentation significative du gain de poids
(p<0.001) pour les rats traités par lI'administration du cadmium et de la dose 2 de la plante (G6)
par rapport aux rats traités au cadmium seul groupe (G4).

Les résultats montrent également une augmentation significative du gain de poids (p <
0.001) pour les rats du groupe (G6) par rapport aux rats du groupe (G5).

Les résultats obtenus montrent clairement que le cadmium a entrainé des pertes d’appétit
chez les rats. Aussi, la disponibilité de 1’aliment est-elle un facteur important dans la prise de
poids (Layachi et kechrid, 2012). La perte de poids peut étre due a une augmentation de la
dégenération des lipides, des protéines et des nutriments, Selon (Khettal et al. 2014)

Affirment que I’exposition a cet agent influence la prise alimentaire et perturbe I’absorption des
aliments au niveau du tractus gastro-intestinal ce qui conduit a un retard de croissance (Struys-
Ponsar et al., 2000 ; Hirata-Koizumi et al., 2011 ; Zhu et al., 2012), mais les résultats de (Je-
Oh et al.,2020) justifient cette perte de poids a un effet anorexigene induise par cet agent
toxique.
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IIL.2 Poids relatif du organes étudiée (foie, reines, testicules, rate) :
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Figure 20 : Variations du poids relatif du organes étudiée (foie, reines, testicules, rate).

Les résultats de la (figure 20) indiquent une augmentation significative (p < 0.001) de
poids relatif des foie, reins, testicules et rate chez (G4) par rapport aux groupe témoins.

Puis, Les résultats montrent une diminution significative du poids relatif (p <0.01) et (p
<0.001) respectivement des foie, reins, testicules et rate pour les rats traités par la combinaison
du cadmium et les deux doses de la plante (G5) et (G6) par rapport aux rats traités par le
cadmium (G4).
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Les résultats montrent une diminution significative du poids relatif du foie, reines, rate
(p <0.001) et (p <0.01) respectivement chez les rats traités du (G5) par rapport aux rats du (G
6).

D’aprés les résultats de la présente étude, le traitement des rats par le cadmium a entrainé
une réduction critique du poids relatif des rats, cette perte de poids est également due a la perte
d’appétit. Concernant les rapports les résultats de la variation du poids relatif des organes, nous
avons remarqué une augmentation du poids relatif d du foie, des reins, testicules et de la rate
chez le groupe des rats traités par le cadmium. Ceci peut étre expliqué par ’hypertrophie
tissulaire de ces organes causés par ce métal qui est provoqué par une inflammation. Nos
résultats sont en accord avec les données bibliographiques de (Horiguchi et al., 1996) ;
(Asagba et al,2002) (Kutzman et al, 1986).

Nos résultats sont similaires avec (Simons et al, 1955) ont signalé que 1’augmentation
des poids absolus ou relatifs des organes des animaux est indicatrice de la toxicité des
substances utilisées.

Par contre nos résultats sont désaccord avec d’autres travaux (d'El-Demardash et al.,
2004) (Rekha et al, 2009) qui ont montré que 1’administration du chlorure de cadmium a
diminué le poids des testicules.

IV Parameétres biochimiques :

IV.1 Laglycémie :
Les résultats de ce paramétre sont mentionnés dans la figure :
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Figure 21 : Variation de la concentration du glucose chez les rats témoins et les Rats
traités apres 40 jours de traitement (n=6).

Les résultats de la (figure 21) indiquent une augmentation significative (p <0.001) du
taux de glucose (hyperglycémie) chez les rats traités par le cadmium (G4) par rapport aux rats
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témoins (G1). Par ailleurs, on a remarquée une diminution significative (p <0.001) pour les rats
traités par la combinaison du cadmium et la dose 1 (400mg/kg/jour) de la plante (G5) par
rapport au (G4).

Les résultats montrent une augmentation significative du taux de glucose (p < 0.05) pour
les rats traites par la combinaison de la dose 2 de la plante (G6) et le cadmium par rapport aux
rats traites par la combinaison de la dose 1 (G5) et le cadmium.

Ainsi, Les résultats montrent une diminution significative (p < 0.001) chez les rats
traités par dose 2 (600mg/kg/jour) (G3) de la plante par rapport aux rats traités par le plante
(400mg/kg/jour) dose 1 (G2).

Nos résultats montrent un taux du glucose chez les rats contaminés par le cadmium.
Cette hyperglycémie est causée par la toxicité du cadmium (Massanyi et al,1955) qui inhibe la
production de I’insuline par les ilots de Langerhans (Dormer, et al., 1974) ou il bloque
’utilisation du glucose par les cellules et mene a la présence d’une concentration élevée
d’insuline (Sunderman et al, 1976)ou en raison de perturbation dans la sécrétion de glucagon
et mene a la dégradation élevée du glycogene, offre nouvelle production de glucose a partir
d’autres sources non glucidique comme les protéines (Massanyi et al, 1955).Ces résultats sont
en accord avec les études de (Massanyi et al, 1955) (Rana, 1996) chez les rats.

On peut expliquer cette augmentation par I’inhibition enzymatique provoquée par le
cadmium qui se traduit par une préservation de I’énergie.

Pour le lot traité par le cadmium et I’Atriplex halimus nous avons remarqueé que ce dernier
a corriger I’augmentation du taux de glucose provoque par le cadmium.

Nos résultats sont concord avec le résultat de (Bouchoucha et Ouazeta, 2018), Les
groupes traités par la combinaison NPs-Al>Os et Atriplex halimus ont montrés une diminution
de taux de glucose. Cela due aux substances telles que les polyphénols et les flavonoides qui
sont généralement reconnues par leurs effets hypoglycémiants (Mangambu et al, 2014). Une
étude antérieure montre que [’Atriplex halimus est extrémement efficace pour faciliter I'entrée
du glucose dans les cellules musculaires et adipeuses. Les feuilles d’Atriplex halimus peuvent
agir comme des inhibiteurs de l'aglucosidase réduisant ainsi I'absorption de glucoses dans
I'intestin (Said et al, 2007).
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IV.2 Bilan rénal :
Urée, créatinine, acide urique :
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Figure 22 : Variation du taux de ’urée, créatinine et I’acide urique chez les rats témoins
et les rats traités apres 40 jours de traitement (n=6).

D’apres les résultats présents dans la (Figure22), on remarque une augmentation
significative (p<0,001) du taux d’urée, créatinine et ’acide urique chez le groupe traité par le
cadmium par rapport au groupe témoin.

Ensuite, il y a une diminution significative (p<0,001) du taux d’urée et I’acide urique
chez les groupes traités par la combinaison de cadmium et les deux doses de la plante par rapport
au groupe exposeé par le cadmium.

Tandis que, on remarque une diminution significative du taux de la créatinine (p<0,001)
chez le groupe traité par le cadmium et la dose de plante 400 mg/kg/jour et aucune différence
significative chez le groupe traité par le cadmium et la dose 2 de la plante 600 mg/kg/jour par
rapport au groupe expose par le cadmium.

D’autre c6té une augmentation significative (p<0,001) du taux de créatinine chez le
groupe traité par la combinaison de cadmium et la dose 2 de la plante par rapport le groupe
exposé par le cadmium et la dose 1.
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Protéines et albumines :
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Figure 23 : Variations de la concentration du taux des protéines totaux et I’albumine
(9/L) chez les rats témoins et les rats traités apreés 40 jours de traitement (n=6).

Nos résultats montrent une diminution significative (p<0.001) du taux des protéines et
de I’albumine chez les rats traités par le cadmium par rapport aux témoins.

Les groupes G5 et G6 présente une augmentation significative (p<0.001) du taux des

proteines et albumine par rapport au groupe du rats traités par le cadmium , et on remarque
aucune différence significative entre les groupes traités par le cadmium et la plante (les deux
doses) par rapport au groupe temoin.

Nos résultats concernant le taux d’urée et de la créatinine qui conforme avec les résultats
de (Finco, 1997) qui on trouve une augmentation du taux d’urée et de la créatinine chez les
rates contaminées au cadmium est considérée comme un biomarqueur de la dysfonction rénale
et les dommages rénaux provoqué par ce métal. L’urée et la créatinine se sont des parametres
essentiels pour évaluer la fonction rénale et la filtration glomérulaire. De plus, I’augmentation
de I'urée dans le sérum est corrélée avec ’augmentation de catabolisme protéique, les protéines
peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine. Donc I’augmentation de
I’urée et de la créatinine chez les rats contaminés au cadmium est due a ’effet néphron- toxigque
de cadmium (EI-Demeuras et al., 2013) ; (Harper, et al., 1979).

Ce qui concerne la concentration sériques de 1’acide urique nous avons remarqué qu’il
y’a une augmentation, ce qui concorde avec les résultats de (Liao & Freedman, 1998);
(Weinberg et al., 2003) (Waisberg, Joseph, Joseph, & Beyersmann, 2003) qui a peut
expliquer que la dégradation intense du matériel génétique (ADN et ARN).Autrement, le taux
¢levé de I’acide urique circulant, peut étre un indicateur de défense de I’organisme contre les
effets délétéres des radicaux libres, dont il augmente la production des antioxydants endogenes
parmi lesquels I’acide urique qui prévient les modifications oxydatives des enzymes
endothéliales et préserve la capacité de I’endothélium a méditer des dilatations vasculaires pour
faire face au stress oxydant (Becker et al., 1993).
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Nos résultats sont en accord avec une autre étude de (Sar et al., 2019). (Renugadevi et
Prabu, 2010) prouvent que I'administration orale de CdCl, (5 mg / kg) pendant 4 semaines chez
des rats expérimentaux a induit de maniere significative des Iésions rénales qui étaient évidentes
par l'augmentation des taux sériques d'urée, d'acide urique et de créatinine. La créatinine et
I’urée, sont des déchets produits par le métabolisme protéique. Ils sont ¢liminés par les reins, et
utilisés généralement comme indicateur de la fonction rénale correcte (Renugadevi et Prabu
2010). Lorsqu’une insuffisance rénale s’installe, les taux de ces parametres augmentent, cette
augmentation peut étre due a une lésion dans les cellules épithéliales tubulaires proximales du
rein et a une chute soudaine des taux de filtration glomérulaire (Appenroth et al., 2001). C'est
bien établi que le Cd inhibe l'incorporation d'acide aminé en protéines, provoquant ainsi une
augmentation du taux d'urée sanguine. Cette élévation est connue pour étre corrélé a une
augmentation du catabolisme des protéines chez les mammiferes et / ou la conversion de
I'ammoniac en urée en tant que résultat d'une synthése accrue de I’enzyme arginase impliquée
dans la production d’urée. L’augmentation de la créatinine sérique répéte le diagnostic
d'insuffisance rénale (Donation et al., 1997)

Dans notre étude, le traitement des rats avec I’Atriplex halimus a restauré la fonction rénale.
L’effet protecteur de I’Atriplex halimus éte refléte par la diminution des concentrations d’acide
urique et de 1’urée de facon significative.

Des résultats similaires sont obtenu par Svoboda et al., (2001). Pour les groupes traites
par I’extrait d’Atriplex Halimus on montre une diminution significative de taux de I’acide
urique.

La diminution significative des protéines totales et de l'albumine chez les rats était due
au cadmium, entrainant des lésions hépatiques et / ou rénales, via la réduction de la synthese du
foie (Chawla, 2003) et le défaut de filtration du rein (Adefegha et al., 2015). Par conséquent,
I'exposition des rats au cadmium a diminué les protéines totales sériques (Adefegha et
al., 2015; Sanjeev et al., 2019), a modifie le profil des protéines plasmatiques (Adefegha et
al., 2015) et a réduit le taux d'aloumine plasmatique (EI -Demerdash, 2004).

Nos résultats concernant la diminution de la concentration des protéines n’est pas
conforme aux résultats de (Ghellab, 2021). Dans ces circonstances, la co-administration
d'extrait d ’Atriplex halimus a contribué a stabiliser les niveaux de protéines totales et
I’albumine a un niveau normal chez le rat apres une exposition d'un 40 jour au cadmium. Des
dysfonctionnements glomérulaires rénaux sont survenus chez des travailleurs exposés au
cadmium pendant une longue période, reflétée par une augmentation de I'excrétion de certaines
protéines comme l'albumine (Buchet et al., 1979).

D’autre part en peut expliquer l’augmentation chez les groupes traités par la
combinaison de cadmium et de la plante par I’effet bioactif d’Atriplex halimus réglementaire.

Et pour les groupes traités par |'Atriplex halimus on montre une augmentation
significative de taux de ’albumine. Ces résultats sont révélateurs des propriétés antioxydants
d’Atriplex halimus, principalement dues aux flavonoides et aux composés phénoliques.

Lors de I'utilisation de I’extrait on a observé une augmentation importante du taux de la
concentration des protéines totales.on a donc considéré que la plante Atriplex halimus posséde
des propriété anti-inflammatoires et antioxydantes , ce qui pourait potentiellement aider a
réduire I’inflammation et a restaurer 1’équilibre protéique chez les rats , Ce pouvoir préventif
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peut étre attribué aux caractéres moléculaires antioxydant de ce polyphénol a travers le
groupemen tcatéchols, les liens insaturés du noyau C, la fonction 4-oxo et les groupes a affinité
chélatrice des métaux qui caractérisent ce composé (Leclerc, 2012). Ces résultats sont en
accord avec de nombreuses études de (Williams et al., 2004) ; (Lahouel et al., 2016) ; (Lee et
al., 2016).

IV.3 Bilan hepatique :

TGP, TGO et PAL :

Les figures suivantes montrent les variations des activités enzymatiques TGO, TGP et PAL.
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Figure 24 : Variations de P’activité enzymatique TGO, TGP et PAL chez les rats témoins
et les rats traités apres 40 jours de traitement (n=6).

Les résultats de notre étude reévelent une augmentation significative de l'activité de la
TGP (p <£0,001), de la TGO (p <0,001) et de la phosphatase alcaline (PAL) (p < 0,001) chez
les groupes traités par le cadmium par rapport au groupe témoin.
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Le groupe traité par le cadmium et les deux doses de I’extrait de la plante (400 et 600
mg/kg/jour) ont montré une diminution significative de l'activité TGP (p < 0,001) et la PAL
(p<0.001) et TGO (p < 0,001) par rapport aux rats traités par le cadmium.

En revanche on a remarqué une augmentation significative (p<0.001) de ces trois dernier
par rapport au groupe témoins.

Le groupe 6 montre aucun différence significative (p<0.001) de I’activité TG, TGO et
la PAL par rapport au groupe 5.

TGO, TGP, et la PAL sont les biomarqueurs les plus sensibles qui sont directement
impliqués dans ['étendue de la toxicit¢ et des dommages cellulaires puisqu’ils sont
cytoplasmiques et libérés immédiatement dans la circulation sanguine apres 1’atteinte cellulaire
(Farag, et Farid, 2010).

L’augmentation de D’activité enzymatique de ces enzymes est en accord avec les
résultats de (Cheltit, 2021; Ghellab, 2021). L'augmentation des transaminases et la
phosphatase alcaline indique une lésion ou une inflammation hépatique.

Nos résultats en accord avec (Navarro et al, 1993) les résultats montrent une
augmentation de I’activité enzymatique des transaminases (TGP et TGO) et la phosphatase
alcaline (PAL) dans le sérum des rats contaminés au cadmium. L’augmentation de ces enzymes
indique une 1ésion hépatique et s’explique par la fuite des enzymes du tissu vers le plasma due
a l’altération de la permeabilité membranaire Ces résultats sont en accord avec les travaux de
(Tandon et Dhawan, 1992) chez les rats qui ont déclaré 1’augmentation de ces enzymes.
L’augmentation de TGO, TGP et PAL est conforme avec les travaux de (Uyanik et al, 2001)
(Pari et Murugavel, 2005) (Tandon et al, 2001).
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IV.4 Bilan lipidique :

Les triglycérides, cholestérol, HDL, LDL :

1

Triglxcéride (g/1)

54

%% %
#
*
++
I I 1
] I I 0‘75 _] I I I I I l
0 A : T T T T G1 G2 G3 G4 G5 G6
G1 G2 G3 G4 G5 G6

REX O HEH HEH

%k k %k k

(O}
1

Cholestérol (g/l)
o 00
[ole] w

Groupes Groupes
0.6 - #t  pug | °%
%k %k "
0.2 -
0.4 1 0.15 -
. =
= Eo.l .
8002 1 -
- .05 A
= S
I
0 i T T T T T 0 i T T T T T
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G1 G2 G3 G4 G5 G6
Groupes Groupes

Figure 25 : Variations de la concentration de triglycérides, cholestérol, HDL, LDL chez
les rats témoins et les rats traités apres 40 jours de traitement (n=6).

Les résultats indiquent une augmentation significative (p<0.001) du taux de
triglycérides et cholestérol chez les rats intoxiqués par le cadmium par rapport au groupe
témoin.

Chez les groupes G5 et G6 il y a une diminution significative du taux de triglycéride et
cholestérol par rapport au groupe traités par cadmium.

Les résultats indiquent une diminution significative (p < 0.01) du taux de cholestérol au

groupe traités par la combinaison de cadmium et la dose 2 de la plante par rapport au groupe
traités par le cadmium et la dose 1 de la plante.
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Les résultats du groupe traités avec le cadmium montrent qu'il y a une augmentation
significative (p < 0.01) du taux de LDL et une diminution significative (p < 0.01) du taux de
HDL par rapport au groupe témoin.

On remarque une augmentation significative (p < 0. 01) et (p < 0.001) respectivement

du taux de HDL chez les rats traités par la combinaison de cadmium et les deux doses de la
plante par rapport le groupe traité par le cadmium.

Ce qui concerne le profil lipidique nous avons remarqué qu’il y’a une augmentation tres
hautement significative, ce qui concorde avec les résultats de (Cempel et Janicka, 2002), qui
a expliqué que les taux plasmatiques du cholestérol et des triglycérides sériques étaient
significativement augmentés chez les rats traités par le cadmium. Cette augmentation est due a
la dégradation des tissus adipeux de 1’organisme (Cempel et Janicka, 2002), et qui peut étre
due a un stress oxydatif induit par le cadmium conduisant a un niveau éleve d'hydroperoxydes
lipidiques, a une faible activité paraoxonase, ainsi, la toxicité du cadmium provogue une
perturbation du métabolisme lipidique en plus de la perturbation des taux de cytokines pro-
inflammatoires (Olusegun et al, 2012).

Des taux élevés de triglycérides sont associés a l'athérosclérose et sont souvent
prédisposés aux maladies cardiovasculaires. On constate également que I'nypertriglycéridémie
en elle-méme n'est habituellement pas symptomatique mais peut étre associée a des xanthomes
(Berglund et Goldberg, 2012). En outre, les taux élevés de cholestéerol-LDL favorisent les
problemes de santé et les maladies, ils sont souvent appelés mauvais cholestérol par opposition
aux particules de cholestérol-HDL, qui sont appelés bon cholestérol (Superko et Garrett,
2002) (Barter, et al., 2007).

Les particules de HDL sont capables d'éliminer le cholestérol de I'intérieur de l'artere et
de le transporter vers le foie pour I'excrétion ou la réutilisation. Ceux qui ont des niveaux plus
élevés de cholestérol-HDL semblent avoir moins de problemes avec les maladies
cardiovasculaires, tandis que ceux qui ont un faible taux de cholestérol-HDL ont augmenté les
taux de maladie cardiaque (Clark et Pierce, 2000).

L'augmentation de la concentration sérique de cholestérol peut également résulter de la
capacité du cadmium a diminuer son absorption par les macrophages qui jouent un réle
important dans le traitement du cholestérol (Ramirez et Gimenez, 2002).

De plus, le cadmium peut contribuer au développement de I'nyper-cholestérolémie en
augmentant la production de cytokines inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale
a (TNF-a) et l'interleukine 1B (IN-1B) dans le coeur (Harstad et Klaassen, 2004). Plusieurs
études ont également montré que les cytokines sont impliquées dans l'augmentation des taux
sériques de triglycérides et de la production de VLDL en stimulant la lipogenése hépatique et
en supprimant I'oxydation des acides gras (Milton et al, 2013). Ce résultat concorde d’ailleurs
avec ceux de (Larregle, et al., 2008) (Rogalska et al, 2009).
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Figure 26 : Variation du taux de GSH dans le foie, les reines, les testicules et la rate chez
les rats témoins et les rats traités apres 40 jours de traitement (n=6).

Les résultats du groupe traité avec le cadmium (G4) montrent une diminution
significative (p < 0.001) du taux de GSH dans le foie, les reines, Les testicule et la rate par
rapport au groupe témoin.

Ensuite, il y a une augmentation significative (p < 0.001) du taux de GSH dans le foie
(p < 0.001), les reines (p < 0.01), testicules (p < 0.001) et rate (p < 0.001) chez les groupes
traités par la combinaison de cadmium et les deux doses de la plante (400 / 600 mg /kg/jour)
par rapport au groupe traité par le cadmium seulement.

Par ailleurs on a remarqué une diminution significative du taux de GSH dans le foie (p
< 0.05) chez le groupe traité par la dose 1 de la plante par rapport au groupe témoin(G1), par
contre il y a une augmentation significative du taux de GSH dans le foie, testicules et la rate (p
<0.001) chez le groupe traité par la dose 2 de la plante par rapport au groupe témoin et le groupe
(G2) traité par la dose 1 de la plante.
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Plusieurs recherches ont étudié l'effet du Cd sur les niveaux de glutathion tissulaire
(GSH) et prouve qu’il existe une forte corrélation entre le pool de GSH endogene et la
protection contre les xénobiotiques (Bagchi et al, 1997).

Nos résultats ressemblent a ceux trouveés par (Hansen et al,2006) ; Le taux du glutathion
est nettement diminué dans tous les tissus étudiés suite probablement a sa participation aux
réactions de neutralisation des radicaux libres générés par le cadmium. Cette déplétion peut étre
due a une diminution de la biosynthése du glutathion ou a une augmentation de son oxydation
au cours du stress oxydant causé par le cadmium. Comme les métallothionéines, le glutathion
réduit (GSH) peut lier le cadmium et empécher son interaction néfaste avec les cibles
cellulaires.

La diminution de taux de GSH est conforme aux résultats de (Zaidi et Banu, 2004);
(Fotakis et Timbrell, 2006); (Nampoothiri et Gupta , 2008); (Renugadevi et Prabu, 2010);
(Mohamed, 2019);La diminution mentionnée en teneur de GSH hépatique chez les rats males
exposés au cadmium pendant un mois a été signalée par d'autres travaux La diminution du GSH
peut s’expliquer par le fait que devant ce type de toxicité, le foie ne parvient pas a éliminer une
concentration aussi accrue de metabolites toxiques (Kojima et al, 2000).

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par (Mah et Jalilehvand, 2010 ),
qui ont montré une diminution significative du taux du GSH rénal des rats traités par un
complexe de cadmium.

Le glutathion joue son réle antioxydant en synergie avec des enzymes antioxydants
telles que la glutathion peroxydase, la catalase et le superoxydedismutase (Morin et al, 2004).
Ce métal peut également se lier au groupement thiol GSH et a la métallothionéine qui jouent
un role majeur dans la détoxification intracellulaire des métaux traces (Stohs et al, 2000).

Nos résultats ont montré que le cadmium a causé un déclin simultané de la teneur en
GSH testiculaire chez les rats. Ces résultats sont confirmés avec les travaux de (Mehlen et al,
1997) (Zaidi et Banu, 2004).

VI Parameétres hématologiques :
Globule rouge(GR), Globule blancs(GB), Hémoglobine(HB), Hématocrite(HT), VGM,
plaquette :
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Figure 27 : Variation du nombre des globules rouges, globules blanc, la concentration
d’hémoglobine, le pourcentage d’Hématocrite, VGM et plaquette chez les rats témoins et
les rats traités apres 40 jours de traitement (n=6).
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Les résultats de la (Figure 27), montrent une diminution significative de nombre des
globules rouges et la concentration de HB et le pourcentage de HT (p<0,001) et une
augmentation significative du nombre des GB (p<0,001) chez les rats traités avec le cadmium
par rapport aux rats témoins.

On montre une diminution significative (p<0,001) de GB et GR et la concentration de
HB et le pourcentage de HT chez les rats traités par le cadmium et les deux doses de la plante
(400/600 mg/kg/jour) par rapport le témoin.

Pour les rats traités par le cadmium et les deux doses de la plante on remarque une
diminution significative (p<0,001) du nombre des GB par rapport les rats exposés au cadmium
et on remarque une diminution significative du nombre des GB (p<0,001) des groupes traités
par le cadmium et la dose 2 de la plante par rapport au groupe traités par le cadmium et la dose
1 de la plante.

On remarque une augmentation significative de pourcentage de HT (p<0,01) chez les
rats traités par le cadmium et la plante dose 400 mg/kg/jour par rapport les rats traités par le
cadmium et aucune différence significative chez les rats traités par la dose 600 mg/kg/jour et
les rats traités par le cadmium.

Les résultats indiquent une diminution significative (p<0.001) et (p<0.01)
respectivement du Volume Globulaire Moyen chez les rats intoxiqués par le cadmium et les
rats traités avec la combinaison de cadmium et la dose de la plante (400mg/kg/jour) par rapport
au groupe témoin. Les résultats indiquent une augmentation significative (p<0.001) du groupe
traités avec la combinaison de cadmium et les deux doses de la plante (400 et 600mg/kg/jour)
par rapport au groupe du cadmium.

Les résultats montrent une augmentation significative (p < 0.05) pour les rats traites par
la combinaison de la dose 2 de la plante et le cadmium par rapport aux rats traites par la
combinaison de la dose 1 et le cadmium.

Les résultats indiquent une diminution significative (p<0.001) du nombre de plaquette
chez les rats intoxiqués par le cadmium par rapport au groupe témoin.

Les résultats indiquent une augmentation significative (p<0.001) du groupe traité avec
la combinaison de cadmium et les deux doses de la plante (400 et 600mg/kg/jour) par rapport
au groupe du cadmium.

Les résultats montrent une augmentation significative (p < 0.05) pour les rats traités par
la combinaison de la dose 2 de la plante et le cadmium par rapport aux rats traités par la
combinaison de la dose 1 et le cadmium.

Le systéeme hématopoiétique est un tissu liquide et le plus sensible aux xénobiotiques.
L’étude des parametres hématologiques a toujours servi comme un indicateur précoce de la
toxicité des polluants sur des tissus cibles (Diaby et al, 2016). Cependant, nos résultats
révélaient la diminution du nombre des globules rouges, du taux d’hémoglobine, d’hématocrite
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et du VGM (volume globulaire moyen) chez les rats exposés au chlorure du cadmium CdClo,
qui se traduisaient par une paleur des yeux (conjonctive oculaire) et un début d’installation
d’une anémie. Ces résultats concordent avec ceux des travaux des auteurs (Layachi, et
Kechrid, 2012 ; Amamou et al., 2015; Kehili, et al., 2018) (Horiguchi, 2007). La diminution
de ces paramétres sanguins pourrait étre interprétée comme suit ; soit le cadmium a altéré la
fonction des enzymes clés responsables de la synthése de I’héme, un composant essentiel de
I’hémoglobine, et a induit une réduction de la durée de vie des hématies (Anses, 2012), soit les
ions de cadmium divalent (Cd?") rentrent en compétition avec le fer au niveau de I’enzyme
férrochélatase pour passer ensuite dans la circulation sanguine ou il est fixé au niveau de la
membrane d’érythrocytes.

Par contre, On a enregistré une augmentation bien claire des globules blancs chez les
rats contaminés au cadmium par rapport aux témoins. Nos résultats sont similaires avec
(Karmakar et al, 2000) qui a expliqué cette augmentation par le fait que 1’animal mobilise
toutes ces capacités de défense (notamment les leucocytes) pour lutter contre les agents
infectieux causés par la présence des xénobiotiques dans son organisme. L’augmentation de ces
cellules sanguines témoigne d’un état inflammatoire général (Fahim, et al., 2012) aux
dommages causées par la toxicité du cadmium (Enuneku et Ezemonye, 2013). Ce qui confirme
I’importance des globules blancs dans la défense immunitaire contre les éléments toxiques.

(Andjelkovic et al., 2019) ont trouve des résultats différents aprés le traitement des rats
par le cadmium. lls justifient la diminution des globules blancs par une destruction excessive
de ces cellules par ce métal lourd. Cependant, la raison de la diminution des globules rouges,
de I'nemoglobine et les plaquettes pourrait étre une hémolyse intravasculaire. L'un des
mécanismes possibles de I'némolyse causée par le traitement aigu au Cd est I'induction d'un
stress oxydatif suite a la production des radicaux libres et a la peroxydation lipidique
(Hounkpatin, et al., 2017).

En effet, ’étude hématologique menée sur les rats des G5 et G6 ayant recu
respectivement (Cadmium avec la plante 400mg/kg/jour) et (Cadmium avec la plante
600mg/kg/jour) a fait remarquer une augmentation significative du nombre de leucocytes par
rapport aux témoins. Dans ce cas, il est vraisemblable que I’extrait des feuilles d’Atriplex
halimus stimuler la réaction d’hypersensibilité grace aux substances bioactives qu’il contenait.
Ces composés thérapeutiques pourraient étre responsables de la régénération des leucocytes et
en méme atténuer 1’inflammation due a la toxicité du cadmium.
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VI1I Etude histologique
VII.1 Foie

Figure 28 : Les coupes histologiques du foie des rats témoins et les rats traités apres 40
jours de traitement. Grossissement X10 X40.

Pour confirmer les résultats biochimiques obtenus, on a réalisé des coupes histologiques
(au niveau des tissus du foie), qui permette d’avoir une idée générale sur le pouvoir améliorative
des substances actives de ’espéce Atriplex halimus L. vis-a-vis de I’intoxication provoqué par
le cadmium.

Les microphotographies représentatives de la figure montrent les coupes transversales
du tissu hépatique des rats témoins et traités. L’observation microscopique du foie des rats
témoins a révélé une architecture normale du tissu hépatique contenant des veines centro-
lobulaires, une architecture lobulaire normale. Chaque lobe est constitué d’hépatocytes agencés
en travées de Remak disposé autour d’une veine centrale appelée veine centro-lobulaire qui
recoit le sang a partir du parenchyme hépatique au contact des sinusoides. Les travées de Remak
sont constituées d’hépatocytes empilés en lames épithéliales d’une seule cellule d’épaisseur
alors que les sinusoides occupent les espaces entre les travées.

Cependant aucune modification histologique n'a été observée dans le foie de groupe
traité par la plante dose 1, par rapport au groupe témoin. Chez le groupe 3 montre une
architecture hépatique préservée avec un conjonction vasculaire importante, et des hépatocytes
bien organisés. La section de rats traités par le cadmium montre une congestion vasculaire
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(astérisques), ainsi qu'une inflammation. Puis, les rats traités par le cadmium et dose 1 nous
remarqgons une inflamation et cedéme. Par ailleurs, les rats traités par le cadmium et dose 2 on
voir cedéme, portite,inflamation et une conjection vasculaire .

VII.2 Reins

Figure 29 : Les coupes histologiques des reins des rats témoins et les rats traités apres 40
jours de traitement. Grossissement X10 X40.

Les microphotographies représentatives des figures des coupes transversales du tissu
rénal de tous les lots expérimentaux. La structure normale est mise en évidence avec une
apparence normale de glomérule chez les rats témoins et les rats traités par la plante dose 1
(400mg/kg/jour).

Pour les rats traités par la plante dose 2 (600mg/kg/jour), il y’a une infiltration
inflammatoire capable aux sel, ainsi que on observe une amas tubulaire rénal.

Par ailleurs, on observe dans le groupe traité par le cadmium une altération significative
des structures rénales, avec une désorganisation notable, une dilatation tubulaire et des signes
de nécrose cellulaire. C’est de I’effet toxique marqué sur le tissu rénal, provoquant des
dommages cellulaires et une déstructuration du tissu.

Enfin, pour les deux groupes traités par le cadmium et la dose 1 aussi le cadmium et la
dose 2 de la plante montrent une infiltration inflammatoire 1éger, les glomérules non arrondis
(dilatés).
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VII.3 Testicules

o

Figure 30 : Les coupes histologiques des testicules des rats témoins et les rats traités
apres 40 jours de traitement. Grossissement X10 X40.

L’étude histologique des testicules des rats montre dans la figure qui a été observé au
microscope optique aprés coloration classique (hématoxyline/éosine).

Les testicules des rats témoins présentaient une architecture tissulaire normale. Les
tubes séminiferes étaient bien organisés avec la présence de spermatozoides matures dans leur
lumiere. Les tissus interstitiels composés par des cellules de leydig entouraient les tubes
séminiferes. La méme chose pour les deux groupes traités par les doses 1 et 2 (400 et
600mg/kg/jour).

Par contre, les rats qui recevaient le cadmium montraient une inflammation et les
structures des tubes séminiféres désorganisées avec une absence totale de spermatozoides dans
la lumiere.et le néoplasie germinal intra-tubulaire était extensive, intéressant de nombreux tubes
séminifeéres.

Par ailleurs, dans les rats traités par le cadmium et la dose (400mg/kg/jour), nous
remarquons une augmentation de diameétre de la lumiere de certains tubes séminiféres.
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Enfin, chez les groupes traités par le cadmium et la dose (600mg/kg/jour), on observe
une réduction du rétrécissement avec des tubes seminiféres moins séparés.

De plus, les résultats de I’étude histologique confirment les observations biochimiques
constatées au niveau du foie et des reins. La dose de Cd utilisée a affecté I'histologie des tissus
hépatiques et rénaux. Plusieurs études ont rapporté l'association du cadmium a ces changements
comme celle de (Berroukche et al., 2015). Comme il a été rapporté précédemment, environ la
moitié du cadmium absorbé par les intestins est localiseée dans le foie et les reins.

Dans la littérature toxicologique, il est indiqué que le cadmium s'accumule
principalement dans le foie et les reins, car ces organes sont tres riches en métallothionéine
(MT), il s’agit d’une protéine de liaison du métal présentant ainsi une forte affinité pour le
cadmium (Wlostowski et al,2000). I1 a été signalé que 1’exposition subchronique par voie orale
du cadmium entraine de multiples nécroses au niveau du foie associé a des changements de
I’ultrastructure et des altérations hépatiques (Milton Prabu et al, 2011), de dégénerescences
des tubes rénaux ont été observés également chez rats traités aux différentes doses par voie
orale au chlorure du cadmium (Obianime et Aprioku, 2009).

Des études anterieures démontraient que le cadmium produisait des Iésions testiculaire
et prostatique associées a une perte progressive de la fertilité chez des rats males (ATSDA,
2008 ; EURAR, 2008). Une autre étude a été effectuée sur 341 patients de sexe male issus de
couples stériles, montrait une association de I’augmentation du taux de Cd dans le liquide
séminal a ’infertilité masculine essentiellement (Layachi et al,2012).
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Conclusion :
L’étude actuelle vise a évaluer de I’effet toxique de cadmium et d’autre part montrer
les effets bénéfiques et protecteur du I’Atriplex halimus comme plante médicinale chez le rat
Wistar albinos.

Cette plante est fréquemment employée pour ses vertus médicinales, car elle contient des
principes actifs qui agissent sur 1’organisme.

L’analyse phytochimique des feuilles d'Atriplex halimus a montré une concentration en
composés phénoliques est environs (20,64EAG/mg ES) et la concentration en flavonoides est
(19,28ug EQ/mg ES).

Alors La partie aérienne d'Atriplex halimus est riche en polyphénol et flavonoide et une activité
antioxidante trés importante avec un (IC50=40) de la vitamine C (IC50=20).

L’administration oral du cadmium a une dose 8.8 mg/kg/j aux rats wistar pendant 40 jours a
provoqué une perturbation du gain du poids et Le poids relatif des organes étudies (foie, et reins,
testicule, rate), parametres biochimiques et hématologique (atteinte de la fonction hépatique,
rénale, ainsi que le profil lipidique) et sur 1’aspect histologique.

-Les résultats montrent les changements suivants :

v' Le cadmium causer une diminution remarquable du gain de poids des rats avec
augmentation du poids relatif des organes étudies (foie et reins, testicule, rate) par
rapport aux rats témoins, alors que I’administration d’Atriplex halimus a améliorée Ces
perturbations.

-Concernant les marqueurs biochimiques, la toxicité par le cadmium a provoqué un déséquilibre
métabolique marqué par :

v Une augmentation de la concentration du glucose, de ’urée, de la créatinine, de l'acide
urique, des triglycérides et du cholestérol, ainsi qu’une augmentation de 1’activité
enzymatique des TGP, TGO et PAL.

v Une diminution de la concentration plasmatique de 1’albumine et des protéines totales.

v" Une diminution du taux de GSH Dans le foie, les reins, les testicules et la rate.

Le traitement par de cadmium a induit une hémato toxicité, reflétée par :

v" Une diminution significative du nombre des globules rouges, de I’hémoglobine, de
I’hématocrite, du volume globulaire moyen et des plaquettes.

v Une augmentation du nombre des globules blancs.

L’études histologique ont révélé des changements pathologiques dans les tissus des organes
¢tudiés (foie, reins et testicules) observés en microscopie optique

Cependant ’administration de la plante Atriplex halimus qui est une plante médicinale
utilisée pour la détoxification de cadmium chez les rats intoxiqués par voie orale, induit une
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amélioration dans les expériences au niveau biochimiques et hématologiques. Cette plante peut
étre considérée comme un bon protecteur et régulateur suit au dommage causé par les effets de
cadmium.

En perspective, Il s’avere intéressant d’approfondir ces travaux de recherche par :

v
v
v

Détermination d’autres composants actifs de la plante (HPLC).

Etude d’autres activités antioxydante de la plante.

L’¢évaluation de la toxicité du cadmium sur des périodes plus longues afin mettre en
évidence les effets nocifs chroniques.

Développer des médicaments a activités anti-radicalaires a base de plantes doués de
facultés antioxydante.

Caractériser de nouvelles substances bioactives naturelles pourra répondre aux
différents problemes de santé et d’€tre une alternative aux médicaments synthétiques.
Dosage d’autres parametres de stress oxydatifs (GST, GPx, catalase).
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