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RESUME

L’objectif de ce travail est d’évaluer la toxicité du chlorure de mercure 1’aspect
hématologique, biochimique et histologique, chez le rat Wistar, ainsi que la détoxification
du mercure par une plante médicinale, I'Atriplex halimus.

Apres une étude phytochimique qui montre que la plante Atriplex halimus contient
une Teneur trés importante en polyphénols (X=15,52+3,44 pg EAG/mg E) et en
flavonoides (X= 44 + 2,479 pug EQ/mg E), ainsi qu'une activité antioxydant tres importante
avec un 1C50=40. (De la vitamine C : 1C50=20).

Dans la partie expérimentale, une étude a été réalisée sur 36 rats qui ont éte répartis
en six groupes : G1 (témoin), G2 (traité par la plante 400mg/kg/j), G3 (traité par la plante
600mg/kg/j), G4 (traité par le mercure 10mg/kg/j), G5 (traité par le mercure et la plante
dose 1), G6 (traité par le mercure et la plante dose 2).

La pesée des animaux a été effectuée chaque 3 jours . Apres 34jours de traitement,
un prélevement sanguin a été effectué pour I’étude hématologique et biochimique, ainsi
qu'un prélévement des organes pour 1’étude histologique, dosage du mercure dans leur
tissus et dosage du glutathion.

Les résultats obtenus montrent que chez les rats traités par le mercure il y a une
accumulation de ce métal dans les reins et les testicules et une diminution des marqueurs
du stress oxydatif. Les analyses du sang révele une diminution significative de quelques
parametres biochimiques (albumine et glucose) et une augmentation d’autres parametres
(protéines, acide urique, urée, créatinine).

Une toxicité hématologique se manifestant par une diminution des plaquettes,
d’hémoglobine, des globules blancs et des globules rouges et une augmentation
d’hématocrite et du volume globulaire moyen. L’évaluation histologique montre des
altérations histologiques dans les reins et les testicules.

L’administration de la plante médicinale Atriplex halimus induit une amélioration au
niveau des parametres étudiés et au niveau de la structure des organes.

Mots Clés : Chlorure du mercure, Atriplex halimus , activité antioxydant, flavonoide,
polyphénol albumine , stress oxydatif , glutathion.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the hematological, biochemical and histological
toxicity of mercury chloride in Wistar rats, and the detoxification of mercury by a medicinal
plant, Atriplex halimus.

Following a phytochemical study, Atriplex halimus was found to contain high levels of
polyphenols (x=15.52+3.44 ng EAG/mg ES) and flavonoids (X= 44 £+ 2.479 pg EQ/mg ES),
as well as high antioxidant activity with an IC50=40 (for vitamin C: 1C50=20).

In the experimental part of the study, 36 rats were divided into six groups: G1
(control), G2 (treated with plant 400mg/kg/d), G3 (treated with plant 600mg/kg/d), G4
(treated with mercury 10mg/kg/d), G5 (treated with mercury and plant dose 1), G6 (treated
with mercury and plant dose 2).

The animals were weighed every 3 days. After 34 days of treatment, blood samples were
taken for haematological and biochemical studies, and organ samples were taken for
histological studies, tissue mercury levels and glutathione levels.

The results show that mercury-treated rats show an accumulation of the metal in the
kidneys and testes, and a decrease in markers of oxidative stress. Blood analyses revealed a
significant decrease in some biochemical parameters (aloumin and glucose) and an increase
in others (proteins, uric acid, urea, creatinine).

Hematological toxicity manifested as a decrease in platelets, hemoglobin, white blood
cells and red blood cells, and an increase in hematocrit and mean corpuscular volume.
Histological evaluation shows histological alterations in the kidney and testicles.

Administration of the medicinal plant Atriplexhalimus induces an improvement in the

parameters studied and in organ structure.

Key words: Mercury chloride, Atriplex halimus , antioxidant activity, flavonoid,

polyphenol albumin , oxidative stress , glutathione.
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Introduction

La pollution environnementale induite par les métaux lourds est devenue de plus en
plus perceptible (Ma et al.,, 2018 ). Parmi les substances nocives le chlorure de
mercure(HgCly) est particulierement préoccupant en raison de sa toxicité élevée et de son

potentiel a causer des dommages séveres aux organes vitaux.

Le mercure affecte les mécanismes antioxydants dans la cellule, entrainant la
dégénérescence, la perte d’intégrit¢é de la membrane et la nécrose cellulaire.
L’accumulation ¢levée de mercure entrave le mécanisme de transport ce qui affecte le
fonctionnement et I’intégrité cellulaires en raison de la baisse des niveaux de glutathion,

entrainant une augmentation des niveaux de ROS (Joshi et al., 2017).

Dans la quéte de solutions pour atténuer les effets néfastes des toxines
environnementales, les plantes médicinales ont suscité un intérét croissant. Actuellement,
selon I’Organisation Mondiale de la Santé, plus de 80% de la population Mondiale,
recours aux drogues essentiellement a base de matiéres vegétales. De plus, prés de 25%
Des prescriptions sont a base de plantes médicinales et environ 60 a 70% des médicaments

antibactériens et anticancéreux sont des substances d’origine naturelle (Diallo, 2005).

L’ Algérie est riche d’un couvert végétal médicinal diversifié, on y trouve |’Atriplex
halimus L, qu’est une plante des steppes algériennes d’une famille aux multiples usages
(Nedjimi et al., 2013) .

Atriplex halimus, une plante halophyte largement répandue dans les régions arides et
semi-arides, est traditionnellement utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Des études
récente sont suggeré que cette plante pourrait posséder des proprietés antioxydants et
protectrices contre divers types de stress toxiques. Les plantes sont riches en antioxydants
qui peuvent étre utilisés pour améliorer le corps humain, notamment en réduisant ou en

supprimant les espéces a oxygéene actif et les radicaux libres (Siouda, 2016).

Cette étude vise a explorer I’effet protecteur potentiel d Atriplex halimus contre la
toxicité urogénitale induite par le chlorure de mercure. La recherche a été basée sur les
mécanismes par lesquels Atriplex halimus pourrait atténuer les dommages causés par le
HgCl aux tissus rénaux et genitaux. En examinant les propriétés bioactives de cette plante
et le stress oxydatif et aspire a fournir des preuves scientifiques soutenant son utilisation
comme agent protecteur naturel et a ouvrir la voie a des interventions thérapeutiques plus

s(res et plus efficaces.
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Notre travail contient trois parties ; la premiere partie une synthése bibliographique.
La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes et la troisieme partie nous présentons

les résultats obtenus (Interprétation et discussion) et finalement une conclusion.
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I. Généralité sur les plantes médicinales :

Depuis longtemps, I’homme vit coté a coté avec les plantes, est habitu¢ a les
consommer pour leurs propriétés medicinales et nutritives. Les produits naturels présentent
un grand intérét comme matiére premiére destinés aux différents secteurs. Les plantes
médicinales sont impliquées dans ces différents secteurs sous formes de principes actifs,

des huiles, des extraits, des solutions aqueuses ou organiques (Selles, 2012).

1. Définition de la plante médicinale :

Les plantes médicinales ont longtemps été employées comme remede pour le traitement
de nombreuses maladies humaines parce qu’elles contiennent des molécules de valeur
thérapeutique (Fouché et al., 2000). A 1’échelle internationale, plus de 35 000 especes de
plantes medicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les
étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important
malgré l'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Boumediou et Addoun,
2017).

2. Exemple sur les plantes médicinales Atriplex halimus L :

Selon Le Houérou (1992) [I'Atriplex est une plante arbustive de la famille des
Amarantacées, qui compte environ 417 especes dans le bassin méditerranéen. Atriplex
halimus (saliere méditerranéenne) est une espece d'arbustes halophytiques courante dans
les zones arides et semi-arides du bassin méditerranéen et a I'est de I'Arabie saoudite, a des
altitudes inférieures a 900 metres du sol. Il se développe sur différents sols, de
granulomeétrie fine a grossiere, avec des niveaux de salinité variés (Walker et al., 2014).
La plante a la capacité de se développer dans des sols profondément contaminés par des
métaux (Nedjimi, 2018) et a été employée dans le domaine de la phytoremédiation
(Acosta et al.,, 2018). Différentes classes chimiques comprennent les composants
chimiques des plantes qui contiennent des métabolites bioactifs, tels que les flavonoides
(Clauser et al., 2013) et les phénols simples (Elbouzidi et al., 2022).
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3. Nomenclature :

Tableau 1 : Nomenclature de la plante Atriplex halimus.

Nom scientifique Atriplex halimus

Nom commune en francais | Arroche halime ou Pourpier de mer, Arroche
maritime, Blanquette (Picard et al., 1982).

Nom commune en anglais | Saltbush. Mediterranean, Saltbush (Ortiz et al., 2005).

Nom vernaculaire arabe Gtaf (Longuo et al., 1989).

Ghassoul el achabi (Halimi, 1997).

Chnane (Aboura, 2005).

4. Répartition géographique de I’espéce Atriplex halimus :
e Dans le monde :

A.halimus L, est endémique du bassin meéditerranéen jusqu'a I'Asie occidentale :
Portugal sud, France, sud et est de I'Espagne (et fles Canaries), ltalie, Gréce, Malte,
Turquie, Chypre, Palestine, Syrie, Liban, Jordanie, Tunisie, Maroc, Algérie, Libye, Egypte
et Arabie saoudite (Walker et al., 2014). Selon Berri (2009), I'Atriplex halimus se

rencontre sur toute la rive nord de la Méditerranée en Europe.
e 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 (Batha, Biskra,
Boussaiada, Djelfa, Saida, M'sila, Tébessa, Tiaret) (Berri, 2009). Il est présent dans les
régions ou le déséquilibre écologique s’accentue, Sud-Ouest Algérien, dans des zones dites
steppiques, Tébessa, au Sahara et Hoggar, particulierement dans la région de Bechar ou les

nappes logent et dépressions de 1’Ouest (Hamza, 2002).
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Figure 1 : Distribution de I’Atriplex halimus L

5. Origine d’Atriplex halimus L :

en Algérie.

Origine L'acropole halimus.L est une espece originaire d'Afrique du Nord ou elle est

tres répandue (Kinet, 1998). Sa région de répartition s'étend des zones semi-arides aux

zones humides. 11 est aisément repérable grace a son habitude droit caractéristique et a ses

branches fructiferes trés courtes (20 cm) et recouvertes des feuilles (Walkers et al., 2014 ;

Walker et Lutts, 2014).

Celle-ci s'étend aussi aux cotes méditerranéennes de I'Europe et aux terres intérieures

gypsosalines d'Espagne.

La plante indigene la plus répandue dans le pourtour

méditerranéen couvre plus de 80 000 hectares. On la trouve dans les pays suivants : Syrie,
Jordanie, Egypte, Arabie saoudite, Libye et Tunisie (Martinez et al., 2003).

6. Utilisation d’Atriplex halimus et les domaines d'applications :

e En médecine :

L’Atriplex halimus est une plante utilisée en médecine traditionnelle pour ses

propriétés  hypoglycémiantes, hypolidémiantes

(Berri,

2008).

Et antioxydants

(Aharonson et al., 1969). Au Sahara occidental, les cendres de cette plante sont utilisées

pour traiter I'acide gastrique, les graines comme émétique. Les feuilles pour les maladies

cardiovasculaires, le diabéte, I'hypertension artérielle et les rhumatismes. Les feuilles
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broyées sont utilisees pour assécher les plaies et les feuilles fraiches en pommade pour
cicatriser les coupures. Les racines sont utilisées pour les soins bucco-dentaires
(Bellakhdar, 1997).

e En alimentation :

En termes d'alimentation, l'arbuste Atriplex halimus est réputé pour sa richesse
nutritionnelle et énergétique, que ce soit pour le bétail, les nomades ou la population
locale. Les feuilles douces de cette plante sont utilisées comme nourriture, cuisinées
comme des épinards, en particulier au printemps en Algérie et en Tunisie. Selon Franclet
et Le houérou (1971), les fibres alimentaires, les protéines, les vitamines et les sels
minéraux présents dans I'Atriplex halimus favorisent la digestion et hydratent le contenu du
bol fécal (Boussaid et al., 2001).

e En Fourragere :

Dans la fourragere, il s'agit d'une ressource minérale, vitaminique et protéique pour le
bétail (EI Mzouri et al., 2000), ce qui permet de les utiliser comme réserve fourragere
pendant I'été et l'automne. En comblant la pénurie de fourrage qui survient avant la
croissance printaniere des espéces fourrageres herbacées (Le Houerou, 1992). Différentes
observations expérimentales ont demontré que grace a cet arbuste. Le bétail peut supporter
de longues périodes de carence alimentaire dues a la sécheresse (EL-shantnazi et
Mohazesh, 2000).

e Ecologique :

Le repeuplement a base d'herbe, tel que I'Atriplex halimus, est une solution écologique
pour lutter contre la désertification en exploitant pleinement les réserves en eau du sol
grace a des systemes racinaires développés. Cette plante forme un réseau dense qui

renforce le sol et le protege de I'érosion (Bellakhdar, 1997).

e Economique :

Atriplex halimus est utilisé comme plante fourragére car son feuillage persistant riche en
protéines est trés apprécié par les animaux durant la longue période de sécheresse estivale.
Une formation adéquate d'Atriplex halimus peut générer jusqu'a cing tonnes/hectare de
culture séche par ans sur des sols dégradés ou salins qui ne peuvent pas étre utilisés pour

d'autres cultures (Vickerman et al., 2002).
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7. La composition chimique :

Les sommités fleuries du Atriplex halimus L sont riches par des substances chimiques

qu’ont des propriétés thérapeutiques, on cite la présence de :
7.1. Les composition organique d’Atriplex halimus L :

La composition organique de I’Atriplex halimus est dépend de plusieurs parametres,
tels que Le climat, I'age de plante et la saison. Cette matiére végétale est trés riche en
protéines, fibres, En vitamine A, C et D et saponines, alcaloides et flavonoides
(Ouldkadour, 2019).

Tableau 2 : Teneur en matiére séche et composition chimique des feuilles vertes
(Slamani et Gerbi, 2018) espece Atriplex halimus.

La matiére Le pourcentage

matiere seche (MS) 34.2%
matiere azoté totale (MAT) 15.1%
cellulose brute (CB) 15.4%

7.2. Composition minérale d’Atriplex halimus L :

Le tableau ci-dessus représente les composés minéraux de la plante Atriplex halimus :

Tableau 3 : Composition minérale de I’Atriplex halimus L selon Ouldkadour (2019).

Composition minérale Espéece (Atriplex halimus L)
Calcium (Ca) (g/kg) 21.5 (=3.7)

Phosphate (P) (g9/kg) 1.92 (=0.3)

Magnésium (Mg) (g/kg) 20.3 (=4.3)

Sélénium (Se) (g/kg) 22(=8)

Zinc (Zn) (g/kg) 103(=27)

Manganése (Mn) (g/kg) 395(=49)
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7.3. Composition nutritionnelle de I’Atriplex halimus :

Les feuilles d’Atriplex halimus, sont trés riches en protéines et iodes, en gomme, en
vitamines A, C et D, en Chrome, en saponines, en acide oxalique, en carotenes et en oligo-
éléments (Laouedj, 2017).

8. Les activités d’Atriplex halimus :

8.1. Activité antidiabétique :

A. halimus est une plante médicinale qui possede une activité antidiabétique. Selon
I'étude menée par Aharonson et ses collégues en 1969, l'extrait aqueux d'A. halimus et le
jus pressé des feuilles ont un effet hypoglycémiant chez des rats normaux et diabétiques
(Aharonson et al., 1969). Différents mécanismes d'action peuvent influencer I'effet
antidiabétique d’A. halimus. Elles peuvent agir directement sur le pancréas en stimulant la
sécretion, voire en inhibant le processus de dégradation de l'insuline et de régénération.
Elles peuvent également agir extra-pancréatiques en stimulant la captation du glucose et
son métabolisme dans les cellules cibles a l'insuline. Elles peuvent également inhiber la
glycogenolyse heépatique et les enzymes intestinales telles que 1’a-amylase et I’a-

glucosidase, ce qui contribuera a rétablir ’homéostasie glucidique (Jarald et al., 2008).

8.2. Activité antioxydant :

L'étude chimique des extraits et des huiles essentielles d’Atriplex halimus et sur leurs
propriétés antioxydants. 1ls montrent les présences des métabolites secondaires tel que : les
phénols totaux, les saponines glycosides, les alcaloides, les tannins, les résines, les betaines
et les flavonoides, aussi montrent le forte capacité antioxydants de fournir ’hydrogéne
pour réduire le fer et une activité plus élevée a piéger le radical DPPH. Donc réduisent le

stress oxydatif (Emam, 2011 ; Benhammou et al., 2009).

8.3. Activité antibactérienne :

D'aprés plusieurs études qui ont examiné l'activité antibactérienne des extraits de la
plante Atriplex halimus, il est démontré que cette plante est extrémement efficace contre
différentes souches bactériennes pathogenes, y compris les deux types de Gram (Ounaissia
et al., 2020 ;Ziane et al.,2020 ;Abdel Rahman et al., 2011). Ces résultats confirment que
l'utilisation intensive de cette plante en médecine traditionnelle est bénéfique pour traiter

les infections bactériennes.
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8.4. Activité fongique :

L'analyse chromatographique de l'extrait des feuilles d’Atriplex halimus a révélé la
présence de flavonoides. Selon Benhammou et al., (2009), ces composés jouent un role
essentiel dans la fonction biologique de la plante ; ils contribuent a la coloration des fleurs,
attirant ainsi les insectes pollinisateurs, ont des propriétés fongicides et protégent la plante

contre les attaques parasitaires.

8.5. Activité antimicrobienne et anti-inflammatoire :

L'activité antimicrobienne et anti-inflammatoire d’Atriplex halimus a été confirmée par
la chromatographie des alcaloides, qui a révelé la présence de berbérine et de pipérine. Le
composé de berbérine est réputé pour ses propriétés antimicrobiennes et anti-
inflammatoires. L'Atriplex est aussi conseillé pour le traitement de la malaria (Emam,
2011).

8.6. Activité inflammation urinaire :

D'apres Belouad (2001) et Emam (2011), A. halimus est également utilisé pour traiter
les inflammations des voies urinaires (cystites) et les lithiases urinaires. Tout régime
nécessitant un drainage des tissus et la dépuration des déchets et des toxines est

accompagné d'un draineur cutané et rénal, diurétique et dépuratif (Belouad, 2001).
8.7 Activité anticancéreux :

En 2018, les chercheurs Al-Senosy et ses collegues ont examiné I'impact protecteur et
curatif de l'extrait aqueux de la plante d'Atriplex halimus L sur des cellules cancéreuses
mammaires humaines (MCF7). lls ont utilisé une dose de 100 ml d'extrait aqueux
d'Atriplex halimus pendant 48 heures, a une température de 37°C. MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2 dosage du bromure de,5-diphényltétrazolium) a été utilisé pour
mesurer les cellules MCF7. Aprés avoir traité les cellules cancéreuses du sein MCF7 avec
I'extrait aqueux de la plante, les résultats des analyses indiquent la mort des cellules
cancéreuses. Il est conclu que I'extrait de plante d'Atriplex halimus posséde un effet anti-

cancer (Al-Senosy et al., 2018).
9. Effet indésirable de la plante Atriplex halimus :

La plante Atriplex halimus n'a aucun effet néfaste sur le corps humain. Cependant,

lorsqu'elle est fertilisée avec des engrais inhabituels, la teneur en tatrate augmente et se
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retrouve dans les feuilles. Les graines sont toxiques, car elles contiennent des saponines,
mais leur absorption est limitée. De plus, la plante contient un taux élevé d'oxalite. C’est
pourquoi les individus atteints de problémes rénaux ne doivent pas se reproduire, car cette
substance est généralement composée d'une combinaison de calcium et d'oxalite, ce qui

entraine des dommages aux reins (Gourri et al., 2014).

I1. Introduction sur les métaux lourds :

Actuellement, une importante gamme de contaminants existe dans 1’environnement,
tels que les métaux lourds, les substances combustibles, les déchets dangereux, les
explosifs et les produits pétroliers. Ces contaminants se divisent en deux catégories : les
composés organiques et inorganiques. Les contaminants inorganiques majeurs sont les
métaux lourds (Brunet, 2008). Les métaux toxiques tels que le plomb, le mercure et le
cadmium ont des effets nocifs sur les organismes vivants méme a faible concentration. Ils
n'ont aucun effet bénéfique pour les cellules et sont souvent présents en tres faible quantité
dans l'environnement. Le terme "métaux lourds” est utilisé pour décrire ces élements en

raison de leur toxicité pour les humains et les environnements (Baker et Walker, 1989).
1. Définition :

Tout métal ayant une densité supérieure a 5, un numéro atomique élevé, en général
supérieur a celui du Sodium (Z=11) et pouvant étre toxique pour les systemes biologiques
peut définir comme un métal lourd. Dans les sciences environnementales, les métaux
lourds associés aux notions de pollution et de toxicité sont géneralement : As, Cd; Cr, Cu,
Hg, Mn, Ni, Pb, Sn, Zn (Bourliere,1980).

2. Lessources :

2.1. Les sources naturelles :

Les métaux lourds se retrouvent dans tous les compartiments de I’environnement. Les
réserves les plus importantes se trouvent dans les roches et/ou les sédiments océaniques.
Les gisements naturels deviennent des sources de contamination des eaux dans les

situations suivantes :

e [’exploitation des mines.
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e L’érosion qui transporte les métaux vers les sols, les eaux de surface et les
sédiments.

e Des éruptions volcaniques terrestres ou sous marines (Kerch et Vernus, 2001).

2.2. Lessources anthropiques :

Les métaux provenant d’apports anthropiques sont présents sous des formes chimiques
assez réactives entrainent de ce fait des risques trés supérieurs aux métaux d’origine
naturelle qui sont le plus souvent immobilisés sous des formes relativement inertes (Weiss
etal., 1999).

I11. Introduction sur le mercure :

Le mercure est un metal lourd hautement toxique. Il est classé au troisieme rang des
élements les plus toxiques pour la santé humaine (Atsdr, 2012), bien que présent
naturellement dans I'environnement, ce métal est aujourd'hui principalement émis par des
activités humaines. Il est couramment présent dans I'environnement sous plusieurs formes,
toutes toxiques. Selon sa forme chimique exacte et la dose regue, les doses élevées peuvent
étre mortelles pour ’homme, mais méme des doses relativement faibles de composes de
mercure peuvent avoir un impact negatif important. Les effets toxiques du mercure se sont
manifestés principalement sous forme de neurotoxicité, de cardiotoxicité, de toxicité pour
la reproduction, de Iésions du foie et des reins chez les animaux (Sanfeliu et al., 2003 ; Ma
et al.,2018).

Il est bien connu que le mercure augmente les niveaux intracellulaires d'especes
réactives de l'oxygéne et induit un stress oxydatif, entrainant des effets dommageables sur
les tissus, puisque la toxicité de ce métal est associée a la génération de superoxyde et a
I'épuisement du glutathion (GSH) (Miura, 1995).

1. Définition :

Le mercure est un métal blanc argenté, brillant, trés dense et tres mobile. 1l se divise
par l'agitation en fines gouttelettes. C’est le seul métal liquide a température ambiante, ce
qui lui a valu son symbole (Hg) du mot grec latinisé hydrargyrum (argent liquide ou « vif
argent »). Le mercure élémentaire ou mercure métal est trés volatil (puisqu'il peut étre
facilement respiré) et pratiquement insoluble dans I’eau. C’est un métal qui se combine tres

facilement avec d'autres molécules, il forme des amalgames avec de nombreux métaux. En
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plus de I’élément lui-méme (Hg°®), le mercure peut exister sous deux valences principales,

correspondant aux composés mercureux (Hg*) et mercurique (Hg?*) (Rabi, 2023).

2. Lasource:

Les sources naturelles d’exposition a I’Hg comprennent les tremblements de terre,
les éruptions volcaniques et I'érosion de la cro(te terrestre. 1l est également présent dans les
combustibles fossiles, les minéraux métalliques et d'autres minéraux (Hazlhoff et Torres,
2018). De plus, les nombreuses activités anthropologiques augmentent sa libération dans
I'atmosphére, le sol et I'eau (Magos et Clarkson, 2006 ; Syversen et Kaur, 2012). La
pollution de I'environnement et l'exposition professionnelle sont les principales formes
d'exposition involontaire a ce métal (Hazlhoff et Torres, 2018).

L'exposition alimentaire se produit également aprés l'ingestion de poissons et de
crustacés contaminés par le méthylmercure (Drif et al., 2019;EPA, 2018).

3. Utilisation du mercure :
De nombreux composes inorganiques du mercure sont utilisés depuis plus de 3000 ans :

e La medecine (comme deésinfectants, obturations dentaires en amalgame, poudres de
blanchiment des dents, anti-inflammatoire, medicament ayurvediques, les laxatifs,
les antiseptiques, les diurétiques, traitement contre la syphilis et les vaccins).

e Les cosmétiques (créemes éclaircissantes, les colorants capillaires et les savons).

e lagriculture (pesticides, fongicides).

e Les laboratoires de chimie analytique (comme intermédiaire dans la production
d'autres composés de 1’Hg, catalyseur dans la fabrication de produits chimiques,
électrodes chimiques, instruments scientifiques, la production électrolytique de
chlore et d'alcali et les explosifs).

e la fabrication industrielle (fabrication des lampes fluorescentes, piles, thermostats,
thermométres, dans I’ingénierie automobile et les équipements électriques comme
les interrupteurs électriques) (ATSDR 1999 ; WHO 2003).

4. Mercure et organes cibles :

Il est bien connu que le mercure est hépatotoxique (Perottoni et al., 2004),
neurotoxique (Teixeira et al., 2014), néphrotoxique (Bharathi et Jagadeesan, 2014),
hématotoxique (Sheikh et al., 2013), génotoxique (Rozgaj et al., 2005) et reprotoxique
(Martinez et al., 2016). Toutes les formes du Hg potentialisent la toxicité dans plusieurs
tissus et organes, en fonction de facteurs tels que la forme chimique, la dose, la durée et la

voie d'exposition au mercure (Abariku et al., 2018).
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La toxicité aigué du mercure (introduit sous forme inorganique) pour les mollusques
varie de 5 pg/L a plus de 5000 pg/L. Elle varie en outre avec la température et la salinité du
milieu elle augmente généralement avec la température et a faible salinité (Marchand et
Kantin, 1997).

Ces organes excréteurs défendent l'organisme contre les effets potentiellement nocifs
de ces composés par biotransformation en métabolites moins actifs et par des processus de
transport excréteur. Les reins et le foie sont donc les principales voies d'élimination des
anions organiques (Trebucobich et al., 2014).

5. Mercure et la reproduction :

Le mercure est connu pour exercer des effets toxiques sur la fonction testiculaire
(Eldesokyet al., 2013).

Le mercure (Hg) aurait influence les fonctions spermatogéniques et stéroidogenes
testiculaires chez les animaux de laboratoire (Ernest et al., 1991 ; Eldesoky et al., 2013).
En étude Bibliographique, Le mercure provoquant une derégulation de la qualité du
sperme, un déséquilibre hormonal et la génération du stress oxydatif (Hansen et al., 2006;
Martinez et al., 2014; Martinez et al., 2016).

Le Hg inorganique est considéré comme l'un des prooxydants qui induit un stress
oxydatif (Khan et al., 2004 ; Eldesoky et al., 2013) par la production des especes
réactives de l'oxygene (ROS) ou ces derniers peuvent étre responsables de l'infertilité
masculine.

6. Mercure et le rein :

Les reins excrétent les déchets du métabolisme et jouent un réle important dans le
maintien de I'homéostasie en régulant I'équilibre de I'eau et des solutés dans le corps. En
plus de leur fonction d'excrétion, les tissus rénaux servent également de réservoir de
mercure, il a été démontré que les composés du mercure s'accumulent dans les reins ainsi
que dans d'autres organes (Vijayaprakash et al., 2013 ; Bharathi et Jagadeesan, 2014).
L’ion mercurique est la principale espéce toxique dans le foie et les reins (Joshi et al.,
2017). Le mercure inorganique s'accumule a des niveaux plus élevés dans les reins que
dans le foie, ce qui est probablement responsable d'un plus grand nombre d'effets observés
dans les reins (Perottoni et al., 2004). En raison de sa solubilité dans l'eau et de son

absorption par le tube digestif (Joshi et al., 2013).
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IV. Le stress oxydative :

Dans des conditions normales, les ROS seront neutralisées par les systémes
antioxydants, endogenes non enzymatiques ou enzymatiques telles que la catalase (CAT),
la SOD et la GPx (Uzunhisarcikli et al., 2016 ; Liu et al., 2016). Ces systéemes de défense
doivent également étre en accord avec les composants responsables des processus de
réparation des molécules endommageées par l'oxydation afin de maintenir l'intégrité de la
cellule (Bando et al., 2005). Les antioxydants s'‘épuisent dans des conditions
pathologiques, provoquant la présence de radicaux libres en quantité excessive (Ozturk et
al., 2003 ; Siti et al., 2017). Cet exces peut altérer I'homéostasie ionique intracellulaire en
endommageant de nombreuses macromolécules biologiques dans les cellules, notamment
les lipides membranaires, les protéines et les acides nucléiques, entrainant divers
dysfonctionnements cellulaires, dont la mort cellulaire (Deng et al., 2011 ; Uzunhisarcikli
et al., 2016 ; Liu et al., 2016). Le Hg est une substance toxique omniprésente dans
I'environnement qui induit un stress oxydatif dans les organismes vivants par la présence
des ROS (Deng et al., 2011).

1. Définition du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les oxydants, especes réactives de 1’oxygeéne
(ERO) et les capacités antioxydante de 1’organisme, résultant de I’augmentation de la
production d'oxydants et / ou la réduction des antioxydants (Van der Pol, 2019 ; Jakubiak
et al., 2021).

2. Origine du stress :

Les radicaux libres sont produits par divers mecanismes physiologiques car, ils sont
utiles pour l'organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on
dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce
soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une surproduction énorme de radicaux,
I’exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier, 2003).

3. Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont des molécules contenant de I'oxygene avec un nombre impair
d'électrons, le nombre impair leur permet de réagir facilement avec d'autres molécules. Il

existe un équilibre délicat entre la génération de radicaux libres et d'antioxydants, dans les
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organismes sains, les radicaux libres sont maintenus a une concentration modéree, qui
jouent un réle indispensable dans les fonctions immunitaires, les voies de signalisation
cellulaire et les chaines respiratoires mitochondriales (Wang et al., 2021). D’autres parts,
les radicaux libres peuvent provoquer des réactions chimiques a grande chaine dans le
corps, car ils réagissent si facilement avec d'autres molécules. Ces réactions sont appelées
oxydation. lls peuvent étre bénéfiques ou nocifs (Alkadi, 2020; Di Meo et Venditti,
2020).

4. Sources des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) :

Il y’a plusieurs sources des radicaux libres (RL), basées sur les actions des enzymes
existant au niveau de la membrane plasmique, la chaine de transport des électrons
mitochondriale, du réticulum endoplasmique lisse et de la membrane nucléaire et d’autres
enzymes.

La peroxydation lipidique au niveau des membranes est une source essentielle d'espéces
de RL a cause de leur teneur élevée en acide gras poly insatures. Cependant sa production
peut étre améliorée en présence des métaux de transition actifs redox comme Fe*, Cu?*,
qui a son tour va potentialiser I'effet des oxydants. Les sources des RL se devisent en deux
catégories selon la location, on a source endogéne et source exogene (Carocho et
Ferreira, 2013).

5. Les antioxydants :

Un antioxydant est defini comme étant substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004). La
raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que 1’0xygéne est un
élément potenticllement toxique puisqu’il peut étre transformé en formes plus réactives
telles que le superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne actif (Boyd et al., 2003).

Notre organisme est équipé de tout un systéeme complexe de défense antioxydant :

e Enzymatique : super-oxydes dismutases SOD, catalases, glutathion peroxydases,

glutathion réductases.

e Non-enzymatique : vitamines A, C et E, certains minéraux comme le zinc et le

sélénium et d’autres molécules telles que I’albumine, 1’acide urique, sulfrydryles et
la bilirubine (Basu et al., 2013).
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CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

I. Matériels :

Notre étude a été réalisée au niveau de l'animalerie du département des sciences de la
vie et la nature de la faculté des Sciences et les laboratoires de biochimie au niveau du hall
technologie de l'université 20 Ao(t 1955 skikda.

Figure 2 : L'animalerie du département de SNV de l'université de 20 Aot 1955,
Skikda (photo originale, 2024).

On a deux types de matériels :

1. Matériel biologique :

1.1. Matériel végétal :

Le matériel vegétal utilisé dans cette étude pour la restauration est Atriplex halimus qui
est une plante médicinale, connu par arroche halime ou pourpier en France et G’ttaf en
arabe. Elle a été sélectionnée parmi d'autres pour son caractere medicinal, son utilisation
fréquente par la population. La récolte de la plante a eu lieu en mars 2023 de la région

d'Ouled ayche (bitam, Barika) la wilaya de Batna.

AR i v

Figure 3: les feuilles d*Atriplex halimus .
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1.1.1. Taxonomie de |I’Atriplex halimus:
Selon Quezel et Santa, (1963).
Régne : Végétal .

Sous régne : Phanérogames.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Sous-classe :Caryophyllidees.
Ordre :Centrospermales.

Famille : Chénopodiacées.

Genre :Atriplex.

Espéce :Atriplex halimus.

VVVYVVVYVYVYVYVYVYVY

1.2. Matériel animal :

Cette étude expérimentale a eté réalisée sur 36 rats de la souche Albinos wistar males
provenant de l'institut pasteur d'Alger. Ces rats, ages de 2 mois et pesant entre 160g et 250g,
sont des mammiféres de l'ordre des rongeurs souvent utilisés dans la recherche expérimentale.
Les rats sont gardes dans I'animalerie d’université de 20 aout 1955, Skikda pour une période

de 45 jours (10 jours d'adaptation, 35 jours de traitement).

1.2.1. Classification des rats : Selon (Berkenhout, 1769).

e Regne: Animalia.

e Sous-régne:  Metazoa.

e Embranchement: Chordata.

e Sous-embranchement : Vertebrata.
e Classe: Mammalia.

e Sous-classe: Theria.
Infra-classe: Eutheria.

e Ordre: Rodentia.

e Sous-ordre: Myomorpha.
e Famille: Muridae.

e Sous-famille: Murinae.

e Genre: Rattus.

e [Espece: Rattus norvegicus .

1.2.2. Les conditions d’élevage :

Les rats sont élevés dans des cages polyéthylene (6 rats pour chagque cage) qui sont
tapissées d'une litiere constituée de copeaux de bois. Les cages sont nettoyées
quotidiennement et la litiére est changée chaque jours jusqu'a la fin de I'expérimentation. Leur

nourriture est un aliment standard et I'eau du robinet est fourni aux animaux et renouvelée
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quotidiennement. Les rats ont été dans des conditions naturelles (température ambiante,

photopériode naturelle).

Figure 4: Les conditions d’élevage des rats (photo originale, 2024 ).

1.2.3. Répartition des groupes des animaux :

Les animaux ont été répartis en six groupes chacun de dix animaux (n=6) en fonction du

traitement.
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Figure 5 : la Répartition des groupes des rats (photo originale, 2024).

1.3. Matériel chimique :

Le matériel chimique utilisé dans cette étude est un élément d’un métaux lourd c’est le
chlorure de mercure pour le traitement des rats, Il est préparés dans I’eau distillée pour une

dose de 10 mg/Kg/jour.
1.4. Matériels d'étude au laboratoire :

L'ensemble des matériels et des produits utilisés dans notre expérimentation seront cités au

fur et a mesure de leurs utilisations.
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Il.  Meéthodes :

1. Préparation du chlorure de mercure :
Le chlorure de mercure, sous forme de poudre cristalline (solide) blanche, sa formule
moléculaire est HgCl2 On a procédé a la préparation en diluant 125 mg de chlorure de
mercure dans 50 ml d'eau distillée pour obtenir une dose de 10 mg/ml.
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Figure 6 : Les déférentes étapes de préparation de chlorure de mercure (photo
originale, 2024)

2. Séchage et broyage de la plante :
L’¢étude phytochimique a été réalisée sur la partie aérienne (feuilles). Apres l'identification de
la plante, ses feuilles sont nettoyées des impuretés puis elles sont mises a sécher dans une
chambre sombre, aérée, a 1’abri de ’humidité et a température ambiante pendant Imois.
Apres le séchage, elles sont tamisées et broyées en poudre fine a 1’aide d’un broyeur

électrique.

Figure 7 : Photos de la plante utilisée Atriplex halimus (Benyechou et Elahouel.,
2021).
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3. Préparation de I’infusion :
La plante Atriplex halimus a été broyée puis une infusion a été préparée au raison de
deux concentrations (400 mg/ ml et 600 mg/ml) La préparation reste couverte jusqu'au

moment d’utilisation pour éviter tout perte des huiles essentielles.

4. Préparation de I'extrait éthanolique :
Pour I’étude phyto-chimique on a préparé un extrait éthanolique par macérant solide liquide.
Dans un bécher 30 g de la plante macéré dans 115 ml d'éthanol, apres 1’agitation pendant 24
heures dans l'obscurité et la filtration, le filtrat obtenu évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif

(rotavape) qui permet d'éliminer le solvant sous vide. L’extrait est récupéré dans des boites

de paitrait aprées avoir séché dans I'étuve a une température de 40°C.

1. Pesé le poudre 2. Ajoute I’éthanol 4. Filtration

5. Rota vape 6. L’extrait 7. Les résidus

Figure 8 : photos originale présente les étapes de I’extraction( photo originale, 2024).

5. Etude quantitative :
5.1. Dosage des poly phénols totaux :

Le dosage a été réalisé par la méthode de Folin - Ciocalteu décrite par Wong et al., (2006).
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Figure 9 : Réaction poly phénolique des extraits (photos originale, 2024).

5.1.1. Courbe d’étalonnage :

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression linéaire de la
gamme d’étalonnage établic avec le standard étalon 1’acide gallique (10-200 pg/ml) est
exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait
(uLgEAG/mg E).

5.2. Dosage des flavonoides :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13) citée par Djeridane et al., (2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides.

Figure 10: Réaction des flavonoide de ’extrait et mesurée par un spectrophotomeétre
(photos originale, 2024 ) .

5.3. Etude de I'activité antioxydant de I'extrait :
» Technique du 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) :
5.3.1 Principe de la réaction :
Pour étudier I’activité anti-radicalaire de 1’extrait, nous avons opté pour la méthode qui

utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable.
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Le DPPH est un radical libre stable, violet en solution et présentant une absorbance
caracteristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en
diphényle picrylhydrazine par un composé a propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une
décoloration « I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons » Sanchez-Moreno, ( 2002).

Figure 11 : Réaction des extraits avec le radicale libre (photo originale, 2024).

» L’activité anti-radicalaire est donnée par la formule suivante : (Yen et Duh, 1994)

L . . . Abs contrdle négatif Abs échantillon
Activité anti-radicalaire (%) = g, — %100
Ab contréle negatif

VIOLET

Figure 12 : La réduction du DPPH.

6. Détermination IC50 :

Par définition la valeur IC50 est la concentration de I’acide ascorbique (vit C) ou de
I’extrait qui peut réduire 50%du DPPH, cette derniére est déterminée graphiquement. Les
IC50 sont calculées graphiqguement par la formule de la régression des pourcentages

d’inhibition en fonction de différente concentration de I’extrait testé (Belmassous, 2017).
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7. Protocole de I’expérimentation :

Des lots exprérimentaux 36 rats
répartis en 6 groupes

|

10 jours successifs

MATERIEL ET METHODES

d'adaptation
| | | | | | | |
., G5 : Plante G6 : Plante
G4 : Traité
A G2 : Plante G3 :Plante dosel + dose2 +
G1 :témoins dosel dose 2 %aer r%g'&ﬁjrf chlorure de Chlorure de
mercure mercure
I I 1 ——
v v v v v y
35 jours successifs de traitement
Prelever_nent Prélevement des
sanguine organes

Dosages des parameétres
biochimiques: Glucose,
Protein,Albumine, Urée
Creatinine, acide urique .

Etude de parametre

HT,VGM ,HB et PLT

hématologique : GR, HB,

J

Etude histologique : des
reins et testicules

Dosage du mercure +
dosage de Gsh et
perotein

Figure 13: Schéma récapitulatif du protocole.

8. Mesure de poids :

Pendant la dure du traitement, le poids des rats est mesuré chaque trois jour a I’aide

d’une balance électrique (Aston).
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Figure 14 : Mesure du poids (photo originale, 2024) .

9. Le traitement :
L’expérimentation consiste a administrer aux rats une dose de la nanoparticule de chlorure
de mercure a raison de (10 mg/Kg/j) et I’infusion de la plante Atriplex halimus a une raison de
(400 mg/KglJ) et (600 mg/kg/). L’administration se fait par gavage a 1’aide d’une sonde

gastrique une fois par jour durant 35 jours.

Figure 15: technique de gavage (Photo originale, 2024)

10. Euthanasie, prélevement du sang et des organes :

A la fin de la période de traitement par le chlorure de mercure et I’infusion de la plante
Atriplex halimus les rats a jeln sont anesthésiés par le chloroforme puis disséqués
ventralement pour le préléevement de sang au niveau cardiaque et de certains organes (reins et

testicule).

Figure 16: Dissection d’un rat (photo originale, 2024).
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10.1. Prélevement sanguin :
Les prélevements du sang sont réalisés immédiatement aprés la dissection.au niveau des

vaisseaux du cceur de chaque rat.

Figure 17: Prélévement du sang au niveau cardiaque ouvert (photo originale2024).

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

» EDTA pour numération hématologiques.
> Héparine pour le dosage des paramétres biochimiques

Figure 18: les tubes de sang (photo originale,2024).
Les tubes sont centrifugés a l'aide d'une centrifugeuse modele ROTOFIX 32 A, Et Les

analyses biochimiques et hématologiques ont été ensuite effectuées dans le laboratoire

d'analyses médicales "El — Faycal " SKIKDA

Figure 19: laboratoire d’analyse "EL- Faycal " (photo originale, 2024).
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10.1.1. Etude hématologique :

La numérotation de la formule sanguine est réalisée a I’aide d’un analyseur électronique

modele Sysmex XS-500i.

Figure 20: L'automate de FNS modele Sysmex XS-500i (photo originale).

10.1.2. Dosage des paramétres biochimiques :

Le paramétre biochimique est dosé automatiquement sur un automate modéle BECKMEN
COULTER-AU480

Figure 21: L'automate des analyses biochimiques modele BECKMEN COULTER-
AU480 (Photo originale).

10.2. Prélévement des organes :

Les organes ont été rapidement prélevés et rincés avec du sérum physiologique (NaCl a
90%), ensuite ils sont pesés et conservés dans le formol (10%), pour réaliser I'étude
histologique qui a été effectuée au niveau du service d'anatomie pathologique a I'népital les

fréres Saad Guermech de Skikda.
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Figure 22: Les organes prélevés d'un rat apres la dissection (photo originale, 2024).

> Poids relatif des organes :
Le poids relatif des organes (testicules et reins) a été calculé selon la formule suivante :

Poids relatif = (Poids absolu/ Poids corporel) x 100.

11. Dosage des parameétres du stress oxydatif:
11.1.  Préparation de I’homogénat de tissus:

Un gramme de, rein ou testicules de rats récupérés a partir des six lots étudiés, ont été
broyés. Aprés homogénéisation des tissus dans 2 ml de solution tampon phosphate (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 g, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des
tubes eppendorfs puis conservé -20°C en attendant d’effectuer les dosages des parametres du

stress oxydant.

Figure 23 : Préparation de I’homogénat de tissus (photo originale, 2024).

11.2. 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 1’échantillon.
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» Principe :

Les groupements amines (-NH2) des protéines réagissent avec un réactif a base de I’acide
ortho phosphorique, de 1’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
I’intensité établit la concentration des protéines dans 1'échantillon, elle est mesurée a 595nm

(A I’aide d’un spectrophotométre UV/visible Jenway 6305).

» Mode opératoire :
e Prélever 0,1 ml d’homogénat.
e ajouter 5ml du réactif de Bradford.
e agiter et laisser incuber 5min pour la stabilisation de la couleur.
e lire la densité optique a 595nm, contre le blanc.
e la densité optique obtenue est rapportée sur un courbe détalonnage
préalablement tracee.

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

» Principe :
Ce dosage repose sur la mesure de 1’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.

» Mode opératoire :

e Prélever 0,8 ml de I’homogénat.

e Ajouter 0,2 ml de la solution d’acide salicylique (0,25%).

e Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

e Centrifuger a 9000g pendant 5min.

e Prélever 0,5 ml du surnageant.

e Ajouter 1ml du tampon Tris-EDTA (contenant 0,02 M EDTA , ph 9,6 ).

e Mélanger et ajouter 0,025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB).

e Laisser pendant 5min a une température ambiant et lire les densités optiques a 412 nm

contre le blanc réactif.
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12. Etude histologiques :
12.1. La Circulation :

Elle est réalisée a I’aide d’un automate pendant 17h qui contient une série du solvant pour
durcir un tissu son imprégnation par une matiére rigide lui donne la résistance mécanique
volume, afin d’obtenir des coupes de I’épaisseur désirée. L’imprégnation repose sur la
substitution de 1’eau qui est dans les tissus par une substance totalement hydrophobe et
chimiquement inactive, telle que la paraffine. Plusieurs étapes doivent étre réalisées :

> la post fixation :( Formol a 10%) permet le passage des fixateurs aqueux aux alcools .

> la Déshydratation : Dans des bains d'alcool de concentrations croissantes (70%, 90%
,96%)et enfin dans un bain d’acétone.

» la Substitution : Consiste a remplacer 1’éthanol qui n’est pas miscible a la paraffine par
xylene.

> I’Imprégnation : correspond a la substitution du solvant par la paraffine a 70°C durant
10h30min.

Figure 24: Automate pour la circulation (photo originale, 2024 ).
12.2. L’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 blocs en attente de coupe sont stockés

dans un congélateur a -2°C.
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Figure 25: Les étapes de I’inclusion (photo originale, 2024).

12.3. Lacoupe :
-A l'aide d'un microtome on fait des coupes tres fines de 10 um d’épaisseur.
- On met le ruban dans un bain marie a 37°C pour décontracter la paraffine.
-On prend la section de I'eau a l'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 de140 °C
pendant 30min (élimination des particules d'eau par évaporation et le déparaffinage).

Figure 26: matériels de la coupe (photo originale 2024).

12.4. Lacoloration 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.

Figure 27 : coloration hématoxyline d'Harris Eosine (HE) (photo originale, 2024).
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12.5. Montage et la lecture:

Apres I'enlévement des lames d'xylene on fait le montage : on humidifie un peu la lame
par I'xyléne puis on met une petite quantité de colle spécifique (IEUKITT) qui permet de
coller bien la lame avec la lamelle et aussi de donner une observation tres claire et
transparente. On met la lamelle, et on presse un peu pour enlever le reste d'air, 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. Les lames ont été observées a 1’aide un microscope optique
(modéle OPTIKA) au niveau de laboratoire de biochimie.

Figure 28: matériel utilisés pour le montage des lames (photo originale, 2024).

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

microscope optique Leica. Les agrandissements utilisés sont X 10 et X 40.

» L’analyse statistique :

Les résultats sont exprimés en moyennex SEM.

La différence entre les groupes est exprimée par le test ANOVA (la différence est

significative quand p<0.05).

La classification entre les groupes est réalisée par le test de Tukey.

L’analyse statistique des données a été effectuée par le logiciel Minitab version 17
(Dagnelie, 1999).
De sorte que :
* . comparaison entre les six groupes (Anova)
a : comparaison entre G1 et G4. b : comparaison entre G4 et G5.

c : comparaison entre G4 et G6. d : comparaison entre G5 et G6.
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13. Dosage de métaux lourds :

Dosage de chlorure du mercure dans les reins :

» Principe :
Le chlorure de mercure est déterminé par atomisation apres filtration et une digestion

acide (HNOs et HCI) de I’échantillon directement sans prétraitement.

» Mode opératoire :
e 1g de I’échantillon de I’organe est placé dans la cuve.
e Attaque acide: on ajoutelml d’acide nitrique(HNO3 et 1 ml d’acide

chlorhydrique (HCI) puis on agite pour le réchauffage le tout.

Figure 29: présente I’attaque acide et chauffage (photo original, 2024).

e Ladilution et la filtration :
En ajoutant 100 ml d'eau distillée et en mélangeant. Filtrer par papier filtration.

Figure 30: Présent la dilution et la filtration (photo original, 2024).

La lecture :

e Lire la solution avec la fraction d'absorption atomique par trillion.

e La flamme utilisée est Air — Acétylene.

33



Chapitre 03 : Résultats et

discussion




Chapitre 111 Résultats et discussion

I. Résultats :
1. Le rendement de I'extraction éthanolique d’Atriplex halimus L:
1.1. Evaluation des polyphénols :
Aprées le dosage, la teneur en polyphénol est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de
’acide gallique (figure 27). Sa formule de régression linéaire est y=0.0084x+0.0016 avec un
coefficient de détermination R2 = 0.996.
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Figure 31 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage de polyphénole totaux

Les résultats de dosage montrent que I’extrait de I’A. halimus contient une quantité
importante des polyphénols (20,64+1,44 ug EAG/mg ES).
1.2. Evaluation des flavonoides :
Apres le dosage, la teneur en flavonoides est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage
de la Quercétine (figure 28) ayant I’équation y= 0.0546x+0.0646 avec un coefficient de
corrélation R2=0.9923.
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Figure 32 : Courbe d*“étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

34



Chapitre 111 Résultats et discussion

Les résultats de dosage des flavonoides ont révélé que I’extrait est riche en flavonoides

(19,279+0,426 mg EQ/mg ES).

1.3. Evaluation de I'activité antioxydante :
Les résultats des propriétés antioxydants de I’extrait brut de la plante étudiée et de la
vitamine C sont présentés par 1C50 dont 1C50 du vit C est 20 et IC50 de la plante est 40.
2. Effet de mercure et la plante A. halimus sur les paramétres de croissance globale des
rats :
NB : la croissance globale comprend gain de poids et le poids relatif.
2.1. Le gain de poids :
Les résultats obtenus présentent par la figure (33) montre une différence significative
((P<0.001) entre les six groupes ou on a remarqué une diminution du gain poids chez le G4
par apport au les groupes témoins, et une augmentation significative chez les G5 et G6 par

apport au G4. Ainsi, n’en remarque aucune différence entre G6 et GS.
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Figure 33 : L’évaluation du gain de poids corporel durant 35 jours du traitement.

gaine de poids ()

2.2. Le poids relatif des reins :

Les résultats illustrés par la figure (34) montrent une différence significative (p<0,001)
entre les six groupes. En effet, on note une augmentation significative (p<0,001) du poids
relatif des reins du groupe 4 par rapport aux groupes témoins. L’administration d’Atriplex
halimus donne une légére diminution dans le poids relatif des reins chez le G5et G6 par

apport au G4.
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Figure 34 : Le poids relatif des reins.

2.3. Le poids relatif des testicules :
L’évaluation du poids relatif des testicules figure(35) ne présente  aucune variation

significative entre les six groupes seulement une légere augmentation chez le G4.
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Figure 35 : Le poids relatif des testicules.

pois relatif du testicnles

3. L’accumulation de mercure dans les reins :

Le mercure peut s'accumuler dans plusieurs organes du corps humain, mais le principal site
d'accumulation est les reins. Nos résultats indique que il y’ a une différence significative
(p<0.001) entre les six groups. D’ailleurs, il ya une augmentation significative (p<0.001) de
taux de mercure accumulé dans les reins des rats traité par le mercure par rapport aux témoins
par contre il y’a diminution non significative (p<0.05) chez le G5 par rapport au G4. Ainsi
qu’on observe une diminution significative (p<0.001) chez le groupe G6 par rapport au G4 et

par rapport au G5.
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Figure 36 : Le taux de mercure dans les reins (mg).

4. Teneur des marqueuses de stress oxydatif :
a. Dans les reins :

Comme I’'indique la figure(48) ci-dessous, il y’a des différences significatives (p<0.001)
entre les six groups. Une diminution significative (p<0.05) du taux de glutathion est notée
chez les rats exposés au mercure par rapport aux rats témoins. Par contre il n'y a pas une
différence significative entre les groupes G4 et G5. Une augmentation significative (p<0.001)

de taux de GSH chez le G6 par rapport aux groupes 4 et 5.
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Figure 37 : La concentration de glutathion réduite (GSH) dans les reins.
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b.Dans les testicules :

La figure(49) ci-dessous indique une différence significative (p<0.001) entre les six
groupes. On a observé une diminution significative (p<0.01) chez le groupe traité par le
mercure par rapport aux témoins. De plus il 'y a une augmentation significative (p<0.05)
chez G5 par rapport au G4. Ainsi il y ‘a une augmentation significative (p <0.001) de taux de
GSH chez G6 par rapport aux G4 et G5.
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Figure 38: La concentration de glutathion réduite (GSH) dans les testicules.
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5. Effet de mercure et la plante A, halimus sur les parametres biochimiques :
a. Glucose :

Les résultats obtenus illustré par la figure(36) indiquent qu’il existe une différence
significative (p <0,001) entre les six groupes avec une diminution significative (p <0,001)
chez le G4 par rapport au G1. qu’il existe une diminution significative (p<0,001) chez G4 par
rapport au groupes témoins et une augmentation significative chez le G6 par rapport G4 et G5
et aucune différence significative remarqué entre le Gdet G5.
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Figure 39: La variation de la concentration du glucose (g/ I).

GLUCOSE (g/l)

b. Protéine :

Les résultats illustrés par la figure (38) montrent qu’il y a une différence significative (p <
0,01) entre les six groupes. La comparaison entre les groupes témoins et le groupe traité par
HgCl>(G4) montre une augmentation significative (p < 0,05) chez le G4. D’aprés les résultats
on a observé une diminution non significative des protéines chez le G6 par rapport au G4.

Alors que la comparaison entre les groupes G4 ; G5 et G6 n’indique aucune différence.
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Figure 40: La variation de la concentration de la protéine (g/ I).

C. Albumine:

Les résultats obtenus présenté par la figure(37) indiquent qu’il existe une différence
significative (p <0,01) entre les groupes traités et les groupes témoins. On remarque qu’il
y’a une diminution significative (p <0,05) d’albumine chez le G4 par rapport G1. Alors
qu’il n’y a aucune différence entre le groupe G5 par apport au G4 et G6. Ainsi, on

observe une augmentation significative importante (p <0,01) chez G6 par rapport au G4.
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Figure 41: La variation de la concentration du albumine ( g/l).
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d. Urée:

D’apres les résultats présentés par la figure(40), on a enregistré une différence
significative (p<0,001) entre les groupes traités et les groupes témoins. Suite a I’analyse
des données de I'urée, on a remarqué une augmentation significative (p < 0,01) chez le
G4 par rapport aux groupes témoins. La comparaison entre les groupes 5; 4) et 6 ne
montre aucune différence Significative entre eux. Une diminution significative (p < 0,05)

Chez G6 est observée par rapport au G4.
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Figure 42: La variation de la concentration d’urée ( g/ 1) .

e. Créatinine :

Selon la figure (41), les résultats réveélent une différence significative (p < 0,001) entre
les tous les groupes avec une augmentation importante (p <0,001) chez le groupe traité par
le chlorure du mercure par rapport les groupe témoins. D’autre part, la comparaison entre
les G4 ; G5 et; G6 ne démontre aucune différence significative entre eux. Une diminution

significative (p < 0,01) est enregistrée chez G6 par rapport au G4.
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Figure 43: La variation de la concentration du créatinine ( mg/L) .

f. Acide urique :

Les résultats enregistrés dans la figure (39), montrent une différence significative
(p<0,001) entre les six groupes, avec une augmentation significative (p < 0,001) chez le G4
par rapport au groupes témoins et les groupes G5 et G6.la comparaison entre les G5 et G6

ne montre aucune différence significative.
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Figure 44: La variation de la concentration d’acide urique (mg/ I).
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6. Effet de mercure et la plante A, halimus sur les éléments hématologique :

a. Lesglobules rouges :

Les résultats présentés par la figure (42) présentent les variations du nombre des
globules rouges chez les rats témoins et traités, ces résultats montrent une différence
significative (p<0.001) entre les six groupes. Par ailleurs, en a remarqué une diminution
significative chez le G4 par rapport au G1 et chez le G6 par rapport au G5. Une
augmentation significative (p<0.01) est enregistrée chez les G5 et G6 par rapport au groupe

Traité par le mercure (G4).
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Figure 45: La variation du nombre de globule rouge *10°.
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b. Hémoglobine :

Nos résultats présentés par la figure montrent qu'il ya une différence significative
(p<0.001) entre les six groupes. Avec une diminution significative (p<0.001) chez G4 par

rapport aux les groupes témoins. Par ailleurs, On a remarqué une diminution significative
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(p<0.001) chez G4 par rapport au G5 et par apport au G6. Par contre il y’a aucune
différence significative (P>0.05) entre G5et G6
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Figure 46: La variation de la concentration d’hémoglobine (g/dl).

C. Hématocrite :

Les résultats présentés par la figure(45) indiquent qu'il ya une différence significative
(p<0.001) entre les six groupes. Une augmentation significative (p<0.05) est enregistrée chez
le G4 par apport aux témoins. Une diminution significative (p<0.001) remarquée chez le
groupe G6 par rapport G4. L'analyse comparative entre les groupes traités révele qu'il
n'existe pas de différence significative entre le G4 et G5 et il y a une différence significative
(p<0.001) entre le G5et G6.
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Figure 47: La variation de la concentration d’hématocrite (%0).

d. Le volume globulaire moyen :

Selon les résultats enregistrés dans la figure (44), il y a une différence significative

(p <£0,001) entre tous les groupes . On a remarqué qu’il ya une augmentation significative
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(p £0,001) chez le G4 par rapport aux groupes témoins et aux groupes G5 et G6. Aucune
différence significative n'a été observée entre les groupes G5 et G6.
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Figure 48: la variation de volume globulaire moyen (fL).

€. Lesglobules blancs :

La figure (43) représente les variations du nombre des globules blancs chez les rats
témoins et traités, ces variations montrent qu'il a une différence significative (p<0.05) entre
les six groupes. La comparaison montre qu'il y a une diminution non significative chez le G4
par apport aux groupes témoins et au G5. Par contre, il une augmentation significative
(p<0.05) chez le G6 par apport au G4 et G5.
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Figure 49: la variation du nombre de globule blanc *10°.
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f. Les plaquettes :

La figure(47) montre que les résultats obtenus révelent une différence significative (p
< 0,001). Entre les groupes témoins et les groupes traites.une diminution significative (p <

0,001) remarquable chez le groupe traités par le mercure par apport au groupes témoins.
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Ainsi, on a observé une augmentation significative importante (p <0,001) chez G5 et G6 par
rapport au G4. La comparaison entre le G5 et G6 révele qu’il n’existe aucune distinction

notable entre eux.
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Figure 50: La variation de nombre des plaquettes*10°.
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7. Etude histologique :

Pour confirmer les résultats des paramétres biochimiques et hématologiques nous avons
fait une procedure du test histologique sur les reins et les testicules de différents groupes des

animaux expérimentaux.
a. Effets du chlorure de mercure et la plante A.halimus sur I’histologie des reins :

L’observation microscopique des coupes histologiques chez les groupes Gl et G2 a
montré une architecture cellulaire normale du reins les glomérules sont sphériques et bien
définis, composés d'un réseau de capillaires on a observée aussi dans les tubules proximaux
les cellules sont cuboidales . L'histoarchitecture des reins dans le groupe G3 a montré que les
veines centrales étaient dilatées et congestionnées (vaisseau congestive). Par contre les coupes
obtenues sur G4 qui est traité par le chlorure de mercure montrent que les tubules rénaux ont
été dilatés avec un infiltrat inflammatoire (une réponse inflammatoire peut étre observée dans
le tissu interstitiel rénal, caractérisée par une infiltration de cellules inflammatoires comme les
macrophages et les leucocytes) , avec un rétrécissement glomérulaire et une destruction des
cellules tubulaires, la perte de leur structure et la présence de débris cellulaires dans la lumiére
tubulaire avec des signes de portite. Chez les groupes 5 et 6, on observe des signes
d’inflammation telle qu’infiltration des cellules immunitaires et les vaisseaux sont dilatés.

Avec un réduction dans la rétrécissement glomérulaire.
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Figure 51 : Les coupes histologiques des reins (photos originale, 2024)
SP : signe de portite FL : filtrat lymphoplasmocytaire.
CV : congestion vasculaire. RG : rétrécissement glomérulaire

b. Effets du chlorure de mercure et la plante A.halimus sur I’histologie des

testicules :

L’observation microscopique des coupes histologiques chez les groupes témoins
montrent une architecture cellulaire normale du Testicule. la coupe histologique réalisée sur le
testicule du G4 Groupe traités par Hgcl: montrent que le mercure induit une augmentation de
diametre de lumiere de certains tubes séminiferes accompagnés par un rétrécissement des
parois de ces tubes, une absence de spermatozoides matures est enregistré dans la plupart des
tubes séminiferes , de plus les tubes s'éloignent les uns des autres en comparaison avec les
groupes T. Chez les groupes G5 et G6 on observe une réduction du rétrécissement avec des

tubes séminifére moins séparés.
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Figure 52 : Les coupes histologiques des testicules des rats (photos originale).

LT: lumiére tubulaire. ~ TS: tube séminifére RT : Rétrécissement de la paroi tubulaire

SG: spermatogonie  FL : filtrat lymphoplasmocytaire  P: paroi tubulaire

1. Discussion :

L’objectif de ce travail est d’étudier D'effet détoxification de I’A.halimus aprés

intoxication par le chlorure de mercure chez les rats male de la souche wistar.

D’abords, La variabilité des teneurs en polyphénols et flavonoides est lié probablement a
la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs génotypiques
(El-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).

Dans nos études l'estimation phénolique révele que l'extrait éthanolique des feuilles
d’A.halimus contient une quantité considérable de composés polyphénoliques et flavonoides.
Les polyphénols contenus dans I’extrait de 1’Atriplex halimus sont probablement responsables
de l’activité antioxydant de I’extrait. Cela est en accord avec les travaux menés sur les extraits
de S.Montana, espéce riche en composes phenoliques qui sont responsables de nombreuses
activités biologiques notamment I’activité antioxydant et antimicrobienne (Cetkovic et al.,
2007 ; Halmi, 2015). Les chercheurs ( Benhammou et al., 2008) ont évalué les propriétés
antioxydants des principaux métabolites secondaires des feuilles et des tiges d 1’ Atriplex
halimus , les flavonoides des extraits butanoliques et d’acétate d’éthyle des feuilles possédent

une forte capacité de donner.

L'intoxication par le mercure chez les rats se manifeste par plusieurs signes cliniques
distincts. Les rats présentent une faiblesse générale, une Iéthargie marquée et ont souvent les
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yeux fermés, ce qui indique une détresse neurologique. Des tremblements, des convulsions et
une hémiplégie, principalement du c6té gauche, sont également observes, ce qui témoigne
d'une neurotoxicité importante. Les rats intoxiqués perdent du poids, réduisent leur activité
exploratoire et restent souvent immobiles et prostrés. Ils présentent également des troubles de
la coordination motrice, ce qui affecte leur capacité a se déplacer normalement. Les yeux des
rats sont souvent rouges, ce qui indique une irritation ou une inflammation. Enfin,des
altérations cognitives. Il est important de souligner que certains rats meurent peu de temps
apres l'introduction du mercure, ce qui met en évidence la toxicité aigué de ce métal lourd.

D’apres nos résultats, le gain de poids corporel des rats a été affecté par le mercure. En
effet, nous avons remarqué une diminution de la croissance des rats traités au mercure
comparativement aux témoins. Ceci est en accord avec les constatations de (Raeeszadeh et
al., 2021). Cet effet peut s’expliquer par I’action du mercure sur le transport des éléments
nutritifs (les acides amines, le glucose et les minéraux essentiels comme le sélénium, le zinc,
le magnésium et le fer...) par le sang, et par conséquent, cela peut induire une mauvaise
assimilation des aliments par le corps (Bahi, 2015).

Nos résultats ont montré une augmentation du poids relatif des reins cette élévation a été
noté également dans I’étude de (Abarikwu et al., 2016 ; Peixoto et al., 2008 ; Institoris et
al., 2001) ont notés un déficit du poids rénal apres une intoxication au HgCl, chez le rat.
Abarikwu (2014) pense que la position anatomique du rein influence la toxicocinétique des
produits chimiques qui lui sont délivrés par la circulation systémique et peut prédisposer le
rein aux effets toxiques de I’Hg plus que le foie. L’augmentation du poids relatif observés,
peut confirmer la sensibilité du rein aux effets toxiques du Hg (Jin et al., 2009). Ainsi que, la
voie d'administration (intra péritonéale, gavage...ect) et dabsorption, la dose et la période
d’exposition peuvent influencer le poids des organes suite a une exposition.

En ce qui concerne le poids relatif du testicule, les résultats obtenus montre une
augmentation chez le groupe Hg en comparaison avec le groupe témoin, ceci accord avec
I'étude de ( Boujbiha et al., 2009) a montré que I'exposition chronique des rats males Wistar a
I'HgCl2, a entrainé une augmentation des poids absolu et relatif de testicule, cette
augmentation peut étre due a I’accumulation du mercure dans les tissus ou il peut agir avec les
groupements thiols des protéines testiculaires (Webb, 1996).

L’étude de (Martinez et al., 2016) montre une diminution de poids absolu et relatif des

glandes sexuelles accessoires a €té également enregistré, par rapport au témoin. En outre, le
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mercure peut également étre déposé dans d'autres organes de I'appareil reproducteur comme
I'épididyme et le prostate.

Les tissus rénaux servent également de réservoir de mercure, il a été démontré que les
composés du mercure s'accumulent dans les reins ainsi que dans d'autres organes (Bharathi
et Jagadeesan, 2014 ; Vijayaprakash et al., 2013). Nos résultats montre que il y ‘a une fort
accumulation de mercure dans les reins par rapport aux les groupes témoins. Nos résultats est
concorde avec les résultats de (Perottoni et al., 2004) qui montre que Le mercure
inorganique s'accumule a des niveaux plus €levés dans les reins que dans le foie, ce qui est
probablement responsable d'un plus grand nombre d'effets observés dans les reins .Cette
accumulation est En raison de sa solubilité dans I'eau et de son absorption par le tube digestif
(Joshi et al., 2013), D’apres (Agarwal et al., 2014) les sels inorganiques du mercure auraient
tendance a s'accumuler rapidement dans les reins en quelques heures. En effet, selon (WHO,

1991 ; Peixoto et al., 2008) 50 a 90 % de la charge corporelle se trouve dans cet organe.

L’administration des extrait aqueux d’Atriplex halimus L a differentes doses dans les
groupes G4 et G5 on observe que il y’a une diminution dans le taux de mercure dans les reins
cette diminution s'explique par le réle de la vitamine C dans I'élimination du mercure retenu
dans les reins. Qui contribuent aux propriétés antioxydantes. Ce résultat est en accord avec les
travaux de Pace et lannucci (1994), qui ont montré que la protection antioxydante de la
vitamine C contre la toxicité des métaux lourds est particulierement importante pour la sante.
En effet, la vitamine C interfére avec I’absorption intestinale des métaux lourds en
augOmentant leur excrétion urinaire ou en créant un effet synergique avec les agents

chélateurs.

Selon Abdel-Wahab et al., (2020) La vitamine C, également connue sous le nom d’acide
ascorbique, est un puissant antioxydant. Elle peut aider a réduire les effets néfastes des
métaux lourds comme le mercure en facilitant leur élimination par le corps, notamment dans
les reins ou le mercure peut s’accumuler. Cette action repose sur sa capacité a chélater les

métaux lourds et a les rendre plus solubles, facilitant ainsi leur excrétion par 1’urine.

Le glutathion est un agent réducteur non enzymatique abondant qui agit comme un
piégeur de radicaux libres et une coenzyme pour les agents réducteurs enzymatigques, en
particulier le GPx (Cheng et Ko, 2019). Une grande partie de la pathologie est associée a la

diminution de la concentration intracellulaire de GSH (Al-attar, 2011).
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D’aprés (Miura, 1995) le mercure augmente les niveaux intracellulaires d'espéces
réactives de l'oxygéne et induit un stress oxydatif, entrainant des effets dommageables sur les
tissus, puisque la toxicité de ce métal est associée a la génération de superoxyde et a
I'épuisement du glutathion (GSH).

Nos résultats montre que il y’a une diminution du taux de GSH dans les reins et les
testicules du rats traité par le mercure. Cette résultats est concorde avec (Zalups, 2000) qui
rapporté que le mercure peut se lier directement au glutathion, formant des complexes
mercure-glutathion qui sont ensuite excrétés par les reins, Donc diminution dans le taux de
GSH . Cette interaction non seulement épuise les réserves de GSH mais aussi perturbe les
processus de detoxification normaux, augmentant la vulnérabilité des cellules aux dommages
oxydatifs.

La teneur en GSH rénale a ét¢ diminuée apres 1I’exposition des rats au mercure pendant
35 jours Cette diminution peut expliquer I'inhibition de l'activité des GPx.

Des études précedentes demontrer également que le traitement des rats avec du HgCl;
diminue significativement le taux du GSH hépatique et rénal (Joshi et al.,, 2017 ;
ObeadAbdAllh, 2014 ; Agarwal et Behari, 2007 ).

Le résulta de La diminution de GSH dans les testicules concordent avec ceux de
(Martinez et al., 2014b) et (Muthu et Krishnamoorthy, 2012) qui ont également constaté
une réduction de la concentration du GSH dans les testicules lorsque les rats étaient exposes
au mercure inorganique.

Chez les groupes traités par le mercure et les doses de la plantes Atriplex halimus on
observe une augmentation de taux de GSH cette augmentation s'explique par L'extrait
éthanolique de feuilles d' Atriplex halimus qui présentait les alcaloides qui sont parmi les plus
importants produits naturels, en raison de leurs diversités structurales et leurs propriétés
médicinales parmi lesquels antioxydants (Azevedo et al., 2019). Ainsi que la plante Atriplex
halimus est riche en flavonoide, Moskaug et al., (2005) et Mohamed et al., (2011) ont
constaté que les flavonoides augmentaient I'expression de la y-glutamylcystéine synthétase,
une enzyme jouant un role dans la synthése de la GSH. Cela explique I’amélioration du taux
de GSH chez les groupes G5 et G6.

Les reins sont les foyers principaux du mercure inorganique et peuvent provoquer une

insuffisance rénale aigue (Gowda et al., 2010).
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Concernant le taux de glucose ou la glycémie, Nos résultats montre le traitement par le
mercure seul entraine une diminution notable chez le groupe Hg par rapport au témoin. Dans
le meme sens les travaux de (merzoug et al., 2009). L'HgCl> induit également une
hypoglycémie a 45 et 60 jours. En outre (Peixoto et Peirera, 2007), ont notés que les rats
intoxiqués au mercure ont présenté¢ une diminution de 25% de glucose et qu’aprés avoir
évalué la teneur hépatique de ce polymere, ils ont vérifié que la teneur en glycogene n'était
pas modifiée par le traitement. I'excrétion urinaire du glucose & cause d'un mauvais
fonctionnement des glomérules et la détérioration de la fonction urinaire peut également

constitue une autre cause de I'nypoglycémie (Kyle et al., 1983).

Durczok et al., (2002) ont démontré que l'absorption et la rétention du glucose ont été
profondément affecté dans plusieurs tissus de rats exposeés de fagcon chronique au CH3HQCI,
en confirmant l'interférence de plusieurs mécanismes complexes lies au métabolisme du
mercure, ce qui entraine une perturbation de taux de glucose, ainsi, la dose administrée, la
durée de l'exposition et I'dage de l'individu sont également impliqués. Le mercure entraine
également une inhibition du transport du glucose (Al-Saleh et Shinwari, 1997). La
diminution peut étre due a l'augmentation de son utilisation par I'organisme car il constitue la

source immédiate d'énergie sous l'effet du stress.

En ravenche, (Su et al., 2017 ;Siouda et Abdennour, 2015 ; Wadaan, 2009) ont observés
une augmentation du taux du glucose sanguin aprés une intoxication mercurielle chronique.

Chez les groupes 06 et 05, I'extrait aqueux de la plante Atriplex halimus a significativement
optimisé le taux de glucose. Cette optimisation est attribuable a ses remarquables propriétés
antidiabétiques. Kadan et al., (2013) ont prouvé que A. halimus est une plante antidiabétique
extrémement efficace.

Le rein est un organe qui assure trois fonctions principales 1 ‘excrétion de déchets du
métabolisme, le maintien du volume et de la composition du liquide extracellulaire et la
synthese hormonale (Zabre, 2013). Cliniqguement, il est bien établi que les taux sériques de
créatinine et d'urée sont des indicateurs de la fonction rénale (Ighodaro et Akinloye, 2018).

Nos résultats montrent que l'administration de HgCl, provogque une augmentation
significative de taux sérique d‘urée et de créatinine et ’acide urique par rapport aux groupes
témoins ce résultat est en accord avec (Joshi et al., 2017 ; Siouda et Abdennour, 2015;
Vijayaprakash et al., 2013;0beadAbdAllh, 2014; Said et al., 2008). De plus,
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I’augmentation des concentrations plasmatiques d’urée, d’acide urique et de créatinine dans la
présente expérience peut étre due a un dysfonctionnement des reins, comme le suggerent les
modifications pathologiques et le stress oxydatif. Les augmentations plasmatiques de la
créatinine dans les maladies rénales ont également une signification pronostique par rapport
aux autres substances azotées (Apaydin et al., 2016).

Le taux ¢€levé de I’acide urique circulant peut-€tre un indicateur de défense de I’organisme
contre les effets déléteres des radicaux libres, dont il augmente la production des antioxydants
endogenes parmi lesquels 1’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).

Al-Madani et al., (2009) et Agarwal et Behari, (2007) ont expliqué cette élévation par la
présence des dommages rénales aigués et persistantes, et des atteintes glomérulaires
confirmant ainsi la sensibilité des reins a lI'exposition au mercure.

Selon WHO, (1991) la Présence des perturbations fonctionnelles rénales dues a
I'exposition au mercure peut entrainer une anurie, et survient également de l'accélération du
catabolisme des protéines, car le mercure provoque le stress oxydatif (Maarouf et al., 2008).

Par contre, Une diminution notable de taux d’urée, d’acide urique et de créatinine est
enregistrée chez les groupes traitées par le mercure et la plante Atriplex halimus, cette
diminution s'explique par le role protecteur de la vitamine C et les antioxydants de cette
plante contre la toxicité mercurielle en prévenant les reins des radicaux libres toxiques.

Le dosage de protéines sanguines est un parametre qui permet de prédire une
inflammation, une insuffisance hépatique, un déficit immunitaire ainsi qu’un
dysfonctionnement métabolique notamment la néoglucogenése, nos résultats montrent une
diminution du taux de I'albumine et augmentation de protéines.

L'albumine est la protéine plasmatique la plus abondante, représentant de 55 a 65% de la
protéine totale. L’albumine est synthétisée dans le foie qui est régulé par le taux
d'albuminémie (Jagadeesan et Bharathi, 2014). Nos résultats montre une diminution de taux
d’albumine qui est concordent avec ceux de Al-Madani et ses collaborateursqui ont signalé,
une diminution de la concentration sérique en albumine accompagnée d’une albuminurie chez
les rats traités avec HgCl». En effet, la protéinurie indique une maladie rénale qui peut étre la
premiére réaction du rein a lI'agression par HgCly, suivie d'une diminution du taux de filtration

(Al-Madani et al., 2009). Par contre nos résultats est ne concordent pas avec les résultats de
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(Benhamed ,2020) qui est signalé une augmentation de la concentration d’albumine. D'autre
part, Le mercure se déplace principalement en se liant a des protéines plasmatiques tels que
I'albumine (Sundberg et al., 1999).

Suite a l'administration de la plante Atriplex halimus en combinaison avec le mercure, le
taux d'albumine a augmenté. Cette augmentation peut étre attribuée aux propriétés bénéfiques
d'Atriplex halimus, qui contient des antioxydants et d'autres composés bioactifs. Ces
composés peuvent aider a protéger les cellules hépatiques contre les dommages causés par le
mercure et favoriser la synthese d'albumine.

Les protéines plasmatiques jouent un rble de premier plan dans la prévention de
I’augmentation des fractions systémiques liées aux métaux, préservant ainsi les fonctions
physiologiques en retardant I’accumulation de métaux et leur toxicité (Merzoug et al., 2009).

Chez le groupe traité Hg, le taux de protéines totales a augmenté significativement en
comparaison avec le témoin T, ces résultats sont en accord avec les travaux de (Joshi et al.,
(2014a) et Joshi et al.,, (2014b) ; Lukacinovaet al., (2011); Brandao et al., (2011);
Wadaan, (2009)). L'augmentation est due a une perturbation de I'intégrité membranaire de
certaines cellules et de l'augmentation de l'activité hépatique. En revanche, les études de
Lakshmi et al., (2014) Vutukuru et Basani, (2013) ont montré que l'intoxication par
mercure entraine une diminution de taux de protéines totales dans le plasma.

L’administration de D’extrait de la plante Atriplex halimus a montré une réduction
significative de taux des protéines par le. Cette réduction est principalement due aux
propriétés antioxydantes et chélatrices des polyphénols présents dans 1’extrait. En neutralisant
les radicaux libres et en chélatant les ions mercure, les polyphénols diminuent le stress
oxydatif et protegent ainsi les protéines cellulaires des dommages oxydatifs et de la
dénaturation induite par le mercure. Selon Belimov et al., (2005), les polyphénols jouent un
role crucial en neutralisant les espéces réactives de ’oxygene (ROS) générées par la toxicité
des métaux lourds, réduisant ainsi le stress oxydatif et protégeant les protéines cellulaires
contre les dommages

L'intoxication par le mercure est bien connue pour ses effets déléteres sur divers systemes
biologiques, y compris le systéme hématologique. Le mercure, en tant que métal lourd
toxique, peut induire des modifications significatives des paramétres hématologiques.

L'effet nocif du mercure ne s'arréte pas a ce niveau, il agit directement sur les érythrocytes

matures en se liant aux groupements —SH des protéines membranaires ce qui entraine la lyse
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des membranes et la libération de I'némoglobine contenant du fer héminique (Sultan et al.,
1987). Cependant, la partie la plus importante du mercure s'introduit a I’intérieur des globules
rouges ou il se fixe a la globine. L'analyse de nos résultats montre une augmentation du taux
du VGM et diminution de la concentration des globules rouges.

Le VGM est un marqueur qui détermine la taille des globules rouges exprimé comme le
volume occupé par un seul globule rouge et son augmentation exprime un état d’hémolyse des
globules rouge ce qui explique la diminution de notre globule rouge par rapport aux témoins.

Ensuite on montre une diminution dans les globules blancs, 1’hémoglobine et les
plaquettes, notre résultats est concorde avec le résultats de Zalups, (2000) qui est rapporté
que le mercure peut réduire de maniere significative le nombre de globules blancs et de
plaquettes chez les rats intoxiqués . De plus, Clarkson, Magos, et Myers (2003) ont
démontré que la toxicité du mercure est associee a une large gamme d'altérations
hématologiques, y compris une diminution des globules blancs (leucopénie) et des plaquettes
(thrombocytopénie).

D’aprés Miller et Woods, (1993) Le mercure a des effets immunosuppresseurs,
perturbant la production de leucocytes dans la moelle osseuse. Nos résultats sont concordes
aussi avec les travaux de Haggstrom et al., (2007) qui montre que Le mercure peut affecter
les organes responsables de la production de cellules sanguines, tels que la moelle osseuse.

Nos résultats sont concordes aussi avec les résultats de Farina et al., (2011) qui ont
signalé L'exposition au mercure induit un stress oxydatif et une inflammation systémique,
endommageant ainsi les leucocytes.

Le prétraitement avec A.halimus a amélioré toutes les anomalies des paramétres
hématologiques induites par chlorure de mercure. Ces améliorations des parametres
hématologiques par I'A.halimus pourraient s'expliquer par la présence de composés bioactifs
ayant des propriétés pharmacologiques (Rahmouni et al., 2017).

Dans une étude histologique, il a été observé quel' exposition au mercure induit des effets
néfastes sur les reins et les testicules des rats. Ces effets comprennent des signes
d'inflammation dans les deux organes, des rétrécissements glomérulaires dans les reins et des
rétrécissements des tubes séminiféres dans les testicules. Le prétraitement avec Atriplex
halimus a significativement atténué les altérations rénales induites par le chlorure de mercure,
réduisant les dommages tubulaires, I'accumulation de cellules inflammatoires, ainsi que le

rétrécissement glomérulaire. Des études antérieure sont démontré que Atriplex halimus est
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utilisée pour traiter les inflammations des voies urinaires (cystites) et les lithiases urinaires.
Belouad (2001) et Emam (2011).

Les observations histologiques des testicules suggérent que l'inflammation et Ila
perturbation de la spermatogenése, ainsi que les altérations des cellules de Leydig, sont a
l'origine des modifications observées. L'activité anti-inflammatoire d'Atriplex halimus a
permis de réduire I'inflammation, de préserver la structure des tubes séminiféres et d'améliorer
la spermatogenese chez les groupes de rats traités. Concernant les composés d'Atriplex
halimus, les extraits de feuilles sont riches en tanins (Belhadj et al., 2015) et en flavonoides
(Bouchoucha et Ouazeta, 2018). Ces flavonoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires et peuvent moduler le fonctionnement du systéme immunitaire en réduisant la

libération d'histamine par les basophiles et les mastocytes (Mesa et al., 2017).
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Conclusion



Conclusion

L’objectif cette étude est I’évaluation de la toxicité urogénitale induite par le chlorure de
mercure et I'effet protecteur de I’extrait de la plante Atriplex halimus chez le rat wistar
pendant 35 jours. Le chlorure de mercure a provoqué des effets toxiques sur les paramétres
hématologiques et biochimiques et les marqueurs du stress oxydatif, ainsi que sur 1’aspect
histologique des organes urogenitaux et le poids relatif, indiqués par les résultats suivants :

-Le gain de poids:

[ nous avons constaté une diminution significative du gain de poids corporel chez les

rats traités avec le chlorure de mercure, suggérant des effets néfastes sur la croissance

générale des animaux.

-Le poids relatif : les résultats montre :
[ des augmentations significatives du poids relatif des testicules et des reins chez les

rats exposes au chlorure de mercure.

-Une variation des paramétres biochimiques : Aprés ’administration du chlorure de
mercure:

[ Diminution des concentrations plasmiques du glucose et d’albumine.
[ Augmentation de la protéine,de I’acide urique ,I’urée et la créatinine.

-L’étude hématologique a révélé :
[ Une diminution du nombre de globules rouges, globules blancs, plaguetteset le taux

d’hémoglobine.
(3 Une augmentation du volume globulaire moyen et du pourcentage d’hématocrite.

-Stress oxydatif: Les analyses ont montré une diminution des niveaux de glutathion
(GSH) dans les testicules et les reins, ce qui indique un stress oxydatif accru et une réduction
de la capacité antioxydant de ces organes.

-L’étude histopathologie montre: les groupes exposés au chlorure de mercure ont
présenté des altérations significatives:

Dans les reins, des signes de néphrotoxicité incluent une dégénérescence tubulaire, une
nécrose tubulaire aigué, ainsi qu'une infiltration inflammatoire marquée.

Quant aux testicules, des observations ont révélé une atrophie des tubes séminiféres, une

diminution de la spermatogenese.
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Suite a l'administration de I'extrait d' A.halimus , une plante médicinale étudiée pour ses
effets sur la toxicité du chlorure de mercure chez les rats exposés par gavage sur une période
de 35 jours, nous avons observé des améliorations significatives au niveau biochimique,
hématologique et histologique. Les résultats indiquent que I' Atriplex halimus joue un role
protecteur et régulateur contre les dommages induits par le chlorure de mercure.

Nous espérons que notre étude servira de base & des recherches futures visant a
confirmer et approfondir ’effet protecteur de I’Atriplex halimus, et a explorer son potentiel
d’application clinique.

Pour explorer en profondeur les mécanismes de protection de I'Atriplex halimus contre
la toxicité du mercure, des approches avancées telles que la spectroscopie RMN et la
microscopie électronique a balayage offrent des perspectives cruciales. Ces techniques
permettent une analyse détaillée des interactions moleculaires et des altérations
morphologiques au niveau cellulaire et tissulaire, ouvrant ainsi de nouvelles voies pour son

application thérapeutique potentielle.
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