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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’hépato-toxicité des nanoparticules d’oxyde
d’aluminium sur plusieurs aspects: Hématologiques, biochimiques et histologique, chez le rat
Wistar et la détoxification des nanoparticules d’oxyde d’aluminium. L’étude phytochimique montre
que I’Atriplex halimus contient un taux important des polyphénols de valeur (15.52 ug EAG/mg E)
et des flavonoides (44 ug EAG/mg E) et aussi elle a une activité antioxydante de valeur (40 pg
EAG/mg E) (IC 50 de la vitamine C 20).

La deuxieéme partie expérimentale, a €té réalisée sur 42 rats qui ont €té répartis en six groupes
: G1 (témoin), G2 (traité par la plante Atriplex halimus dose 250mg/kg/J), G3 (traité par la plante A4
halimus dose 500mg /kg /J), G4 (traité par les nanoparticules de 1’oxyde d’aluminium 50/mg/kg/J),
G5 (traité par ’oxyde d’aluminium et la plante Atriplex halimus dose 1) et G6 (traité par les
nanoparticules de I’oxyde d’aluminium et la plante A.halimus dose 2). La pesée des animaux a été
effectuée tous les 3 jours. Apres 28 jours successifs du traitement on a fait un prélévement sanguin
pour 1’étude hématologique et biochimique (Glycémie, Triglycérides, cholestérol, bilirubine totale
et directe ,les transaminase ) et des organes pour 1’é¢tude histologique.et le dosage des métabolites
montre un augmentation de lipide et diminution des glucides et des protéines,.

Les résultats chez les rats traités par d’oxyde d’aluminium montrent : une augmentation
significative dans le taux des parametres biochimiques et une diminution d’albumine, une toxicité
hématologique qui s’explique par une diminution des globules rouges, I'hémoglobine et hématocrite
et une augmentation des globules blancs, les résultats précédents sont confirmés par des études
histopathologique ou on a observé des altération histologique et 1’évaluation histologique montre
une structure anormale du foie. L’administration de la plante médicinale Atriplex halimus induit
une légeére amélioration au niveau des tissus étudie et les résultats montrent que les rats traité par les
nanoparticules présente une augmentation dans le taux des parameétres biochimique sauf la
bilirubine qui montre aucune déférence par apport ou témoin et 1’albumine qui présente une
diminution significative.

Mots-clés : nanoparticules, Atriplex halimus, transaminases, étude biochimique, histopathologique,

métabolites secondaires.



Abstract

The objective of this work is to evaluate the hepatotoxicity of aluminum oxide nanoparticles on
several aspects: Hematological, biochemical and histological, in the Wistar rat and the
detoxification of aluminum oxide nanoparticles. The phytochemical study shows that Atriplex
halimus contains a high rate of valuable polyphenols (15.52 ng EAG/mg E) and flavonoids (44 pg
EAG/mg E) and also has valuable antioxidant activity (40 pg EAG/mg E) (IC 50 of vitamin C 20).
The second experimental part was carried out on 42 rats which were divided into six groups: G1
(control), G2 (treated with the plant Atriplex halimus dose 250mg/kg/day), G3 (treated with the
plant A halimus dose 500mg /kg/J), G4 (treated with aluminum oxide nanoparticles 50/mg/kg/J),
G5 (treated with aluminum oxide and the Atriplex halimus plant dose 1) and G6 (treated by
aluminum oxide nanoparticles and the A.halimus plant dose 2). Animal weighing was performed
every 3 days. After 28 successive days of treatment, a blood sample was taken for the hematological
and biochemical study (glycaemia, triglycerides, cholesterol, total and direct bilirubin,
transaminase) and organs for the histological study. increase in lipids and decrease in carbohydrates
and proteins.

The results in rats treated with aluminum oxide show: a significant increase in the rate of
biochemical parameters and a decrease in albumin, hematological toxicity which is explained by a
decrease in red blood cells, hemoglobin and hematocrit and an increase in white blood cells, the
above results are confirmed by histopathological studies where histological alterations have been
observed and the histological evaluation shows an abnormal structure of the liver. The
administration of the medicinal plant Atriplex halimus induces a slight improvement in the tissues
studied and the results show that the rats treated with the nanoparticles present an increase in the
rate of the biochemical parameters except bilirubin which shows no deference by contribution or
control and albumin which shows a significant decrease.

Keywords: nanoparticles, Atriplex halimus, transaminases, biochemical study, histopathology,

secondary metabolites.
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%: pourcentage.

°C: dégrée Celsius.

ACTH : Adénocorticotrophine.

ADN : Acide Désoxyribonucléique.
AL,Os: oxyde d’aluminium (alumine)
ALAT : alanine amino transférase

AICI3 : trichlorure d’aluminium
ALT : alanine amino-transférase
ANOVA : Analysis Of Variance.
ASAT : aspartate amino transférase
AST : aspartate amino-transférase
ATP : Adénosine triphosphate
ATP: Adénosine triphosphate.

BBC : bleu brillant de coomassie

CRH : Corticolibérine.

DPPH: Diphenyl-1-picrylhydrazyl
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétate.
FNS : numération de formule sanguine.
g : Gramme.

G1 : Groupe témoin.

G2 : Groupe traité par la plante dose 1.
G3 : Groupe traité par la plante dose 2.



G4 : Groupe traité par ’oxyde d’aluminium.
G5 : Groupe traité par I’oxyde d’aluminium + plante dosel.
G6 : Groupe traité par I’oxyde d’aluminium + plante dose2.
GB : globule blanc.
GR : globule rouge.
GR : glutathion réductase.
h: heurs.
Hb : Hémoglobine.
HE: Harris Eosine
HT : hématocrite.
IC50 : Concentration 1étale 50.
K+ : Potassium.
Kg : kilo gramme.
Mg : Milligramme.
Mg2+: Magnésium.
Na+ : Sodium.
Na2CO3 : carbonate de sodium.
Na2CO3 : carbonate de sodium
NaCl : chlorure de sodium.
NaOH : L'hydroxyde de sodium.
nm: nanometre.
PAL : phosphatase alcaline
ROS : réactif oxygene species
SNC : Systéme nerveux centrale.
Spion: nanoparticule d’oxyde de fer super magnétique
TCA : acide trichloro- acétique
TG : Triglycérides.
TGO : transaminase glutamo oxaloacétique.
TGP: transaminase glutamo pyruvique.
VC : vitamine C
pg : Microgramme.
|g: microgramme

ul: Microlitre.
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Introduction générale

Introduction :

Depuis plusieurs années, il y a eu un intérét croissant dans la recherche en nanotechnologie,
qui se concentre sur les particules qualifiées de particules ultrafines dont au moins une dimension
est comprise entre 1 et 100 nanomeétres encore appelé nanoparticules (NPs). Leurs propriétés
physiques, chimiques, voire biologiques découlent spécifiquement de cette taille nanométrique
(Alloun, 2011).

Aujourd’hui, une majorité d’études a montré que les nanoparticules ont des effets
cytotoxiques sur les organismes vivants ( Delamar , 2009).

Les nanoparticules d'oxyde métallique ont été largement développées au cours des dernicres
décennies. Ils ont été largement utilisés dans de nombreux applications telles que les catalyseurs, les
capteurs, les semi-conducteurs, le médical science, condensateurs et batteries (Ueda et al ., 2008).
Parmi eux, I'oxyde d'aluminium (AI203) et ses composés ont connu depuis plus d'un siecle A1203
ou alumine se réfere généralement au corindon. C'est un oxyde blanc. L'alumine a plusieurs phases
telles que gamma, delta, théta et alpha. Cependant, la phase alpha-alumine est la phase la plus stable
thermodynamiquement.

Depuis ’antiquité, ’homme a utilisé les plantes a des fins thérapeutiques, et malgré les
progres de la science pour inventer des médicaments de synthése, 1’usage traditionnel des plantes et
des produits de la pharmacopée traditionnelle garde une place importante chez la population.

Sur 500000 especes végétales, environ 15% seulement ont été étudiées d’un point de vue
phytochimique et pharmacologique (Salem, 2005).

La phytothérapie est l'une des plus vieilles médecines du monde. Elle représente une
alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles maladies (Belkasem, 2009).

L Atriplex halimus est une espéce algérienne communément appelée «Guettath,
xérohalophyte et nitrophile appartenant a la famille des Amaranthaceae. Elle est autochtone,
poussant sur un large éventail de sols et largement répandue dans les zones algériennes (Aouissat et
al., 2011), et décrite comme un hyper accumulateur métallique (Lotmani ez al., 2011 ; Mesnoua et
al.,2016).

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales Algériennes nous sommes intéressés
dans ce travail qui consiste a mettre en €vidence 1’éventuel effet antitoxique d’une plante
médicinale de genre Atriplex (Atriplex halimus) aprés intoxication par les nanoparticules de
'oxyde d'aluminium chez les rats.

Notre travail contient trois parties: synthése bibliographique, matériel et méthodes, résultats

obtenus et discussion et finalement une conclusion.
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Chapitre 01: Synthése bibliographique
I. Généralité sur les nanoparticules:
Les nanoparticules existent dans la nature et peuvent €tre créés a partir de divers produits, tels
que le carbone ou des minéraux tels que l'argent, Les matériaux développés a une si petite échelle
sont souvent appelés nanomatériaux d'ingénierie, qui peuvent posséder des propriétés optiques,

magnétiques, électriques et autres uniques (Dadi, 2007).
I.1.Définition:

Le préfixe « nano », dérivé du mot grec « nano » signifiant « nain » représente dans le
systéme international un milliardiéme d'une unité de base (Buzea et al ., 2007) . Les nanoparticules
sont définies comme une particule dont la longueur en deux ou trois dimensions est supérieure a 1
nm et inférieure a 100 nm et qui peut ne pas présenter de propriété intensive liée a la taille » sont
¢galement définis comme des nanomatériaux de dimension zéro, ce qui les distingue des
nanomatériaux a une et deux dimensions qui ont respectivement une ou deux dimensions plus
grandes que 1'échelle nanométrique . Ils se différencient de leurs homologues en vrac en termes de
taille, de réactivité chimique, de mobilité, d'absorption d'énergie, etc. (Murthy, 2019).
I.2.Classification des nanoparticules :

Classification de nanoparticules en fonction de leurs sources :

a- Naturelle :

a-1 Biologique :

Dont ’ADN - diamétre de I’ordre de 2,5 nm, plusieurs bactéries - 30 nm a 10 mm, plusieurs virus
10 a 60 nm).

a-2 Minérale ou environnementale :

La fraction fine du sable de désert, les fumées originaires d’activité volcanique ou de feux de
forét et certaines poussiéres atmosphériques.
b-Industriel :

Les «engineered nanoparticules», ou nanoparticules manufacturées, qui sont les
nanomatériaux fabriqués dans un but d’application technologique comme les particules ultrafines
d’oxyde de titane et des métaux ultrafins, les pigments de peinture, etc. Les « bulk nanoparticules »:
le noir de carbone, la fumée de silice, la fumée d’huile, le « smog » et les particules diesel...etc.

(Prosie et al., 2008).
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I.3. La synthese des nanoparticules:

Les nanoparticules peuvent étre synthétisées selon différentes approches, essentiellement par
la méthode ascendante ou la méthode descendante. Par 1’approche ascendante (buttom-up), les
nanoparticules sont construites atome par atome ou molécule par molécule. Dans 1’approche
descendante (top-down) (Ostiguy, 2010). Dans ces approches, des méthodes sont fondées sur des
transformations de la matiére a partir d’un état gazeux, d’un liquide supercritique ou d’un état
solide. (Yannick Champion et al., 2006).

Par I’approche ascendante (bottom-up), les nanoparticules sont construites atome par atome
ou molécule par molécule, dans I’approche descendante (top-down), une grande structure est
graduellement sous dimensionnée jusqu’a atteindre des dimensions nanométriques. (Dadi, 2007).
I.4.Nanoparticules de I’oxyde d’aluminium (AL203):

1.4.1. Définition

Les nanoparticules ou alumine se référe généralement au corindon. C'est un oxyde blanc.
L'alumine a plusieurs phases telles que gamma, delta, théta et alpha. Cependant, la phase alpha-
alumine est la phase la plus stable thermodynamiquement. En général, I'alumine posséde de
nombreuses propriétés intéressantes, par exemple une dureté élevée, une stabilité élevée, une
isolation élevée et une transparence (Hart, 1990).

L'alumine est également largement utilisée dans l'ignifuge, l'isolant de catalyseur, le
revétement protecteur de surface et les matériaux composites (Laachachi, 2009; Lach, 2011).
1.4.2.Propriétés et intérét industriel:

L'alumine ou oxyde d'aluminium a pour formule AL,Os;, lorsqu’elle est sous la forme
anhydre. Elle présente un polymorphisme structural remarquable avec les variétés a-, y-, 8-, 0, k-, &-
, M-, - AL,Os. On la trouve a 1'état naturel dans la bauxite, sous forme hydratée, mélangée a de
I'oxyde de fer. On la trouve aussi comme minerai sous forme de corindon (a- AL;O3). On la prépare
généralement par déhydroxylation des oxyhydroxydes y-AlO(OH) (boehmite) et aAIO(OH)
(diaspore) ou des hydroxydes a-Al(OH)3 (bayerite) et y-Al(OH)3 (gibbsite). Sa bonne tenue
mécanique a haute température, sa dureté ¢€levée, son excellente résistance a l'usure, sa grande
résistivité électrique et son inertie chimique importante font de 1'alumine un matériau utilis¢ dans
des domaines tres variés. L'alumine est un composé trés dur, seul le diamant et quelques produits de
synthése ont une dureté supérieure. A température ambiante, elle est inattaquée par les composés
chimiques courants. Elle fond a plus de 2000 °C (Anonyme 2023). L'alumine trés pure peut étre
utilisée jusqu'a 1700°C. Elle est étanche aux gaz jusqu'a 1300°C (Anonyme 2023). La combinaison
d'un coefficient thermique ¢élevé, d'une faible dilatation thermique et d'une résistance élevée a la

compression permet une bonne tenue aux chocs thermiques. On 1’utilise donc comme matériau
4
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réfractaire, par exemple pour le revétement de fours ou comme creusets, tubes et gaines de
thermocouples soumis a des chocs thermiques. L'alumine offre également une bonne isolation
¢lectrique a température ¢levée et une bonne résistance a l'usure, ce qui permet de 1’utiliser comme
matériau d’outillage.

Tableau 01: Propriétés de 1'alumine(levin et Bradon,2012)

Propriétés Valeurs

Propriétés physiques - Masse volumique (g/cm3)

- Poids moléculaire (g/mole) 3,9
-Température maximale d'utilisation sous air (°C) 102
1700-1800
Propriétés mécaniques - Dureté
- Coefficient de Poisson 9
- Résistance a la flexion 0,25
- Ténacité¢ (Mpa.m1/2) 380
2-3
Propriétés électriques)
-Constante diélectrique 9-10
-Résistivité ¢lectrique a 20 °C (Ohm.cm) >1014
-Résistance diélectrique (kV/mm) 10-20
Propriétés thermiques (site web)
- Chaleur spécifique (J/K/kg) - 900
Conductivité thermique
e A20°C 26-35
e AS500°C 10-15
- Point de fusion (°C) 2050
Résistances chimiques (site web)
-Acides concentrés Bonne
- Acides — dilués Bonne
- Alcalins Bonne
- Halogenes Bonne
- Métaux Bonne
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1.4.3.Structure:

Dans un article paru en 1998, Lévine et Brandon font une mise au point sur le polymorphisme
de I’alumine et les séquences de transition entre les différentes phases. (Levin I et Brandon, 1998)

L'alumine cristallise sous différentes formes, 1’une stable (a—Al203), les autres métastables
(y—, 60—, 6—, x—, e, n—,x—Al203). Elle existe aussi a 1’état amorphe. Les phases métastables sont
souvent considérées comme des alumines de transition (ou basse température). Les phases a, v, 9, 0
et k¥ sont observables sous forme d'alumine pure, tandis que les autres (g, n, ) ne le sont qu'en
présence d'ajouts tels que ZrO2, des silicates et des alcalins. ( Levin et Brandon, 2012)
1.4.4.Domaine d’utilisation:

L'oxyde d'aluminium est utilis€ comme adsorbant, déshydratant, comme charge pour
peintures et vernis, et comme catalyseur pour les produits organiques L'oxyde d'aluminium est
largement utilisé dans la fabrication d'alliages, céramique, verre, isolants électriques et résistance
(Csds, 1989; Dose, 1992).
1.4.5.Toxicité d’AL203:
> Effets aigus:

L'ingestion d'oxyde d'aluminium est rare et n'entraine pas de problémes toxicologiques; la
plupart des expositions se font par inhalation. Aucune caractéristique suite a une inhalation aigué
n'a été signalée. (Nielsen et al., 1993).
> Effets chroniques:

. Exposition oculaire

Dans une étude, la conjonctivite a été signalée significativement plus fréquemment chez les
soudeurs d'aluminium (n = 25) que chez les témoins (Nielsen et al., 1993).

. Exposition cutanée
. Toxicité cutanée

Thériault et al (1980) ont décrit une augmentation du nombre de peau télangiestases sur la
partie supérieure du torse des travailleurs d'une usine d'aluminium.Ill n'y avait pas de
caractéristiques cliniques associées et I'agent causal était considéré comme un hydrocarbure ou un
fluorure émis par l'aluminium réacteurs électrolytiques (Thériault ez al., 1980). 1l y a des rapports
de sensibilité de contact a l'aluminium mais c'est extrémement rare Les manifestations cutanées

suivant I'oxyde d'aluminium topique sont rares. (Kotovirta et al., 1984)



Chapitre 01 Synthése bibliographique

1.4.6.Toxicocinétiques d’Al203:
A. Absorption:

L’absorption intestinale de l'aluminium et de son oxyde est améliorée par citrate (que 1'on
trouve fréquemment dans les formulations médicamenteuses effervescentes) et réduit par la silice.
L'oxyde d'aluminium étant insoluble, il est mal absorb¢ apres inhalation (Elinder et al., 1991).

B. Distribution:

Etant donné que l'oxyde d'aluminium est insoluble, une partie sera retenue dans les poumons
apres l'inhalation. Plus de 90% de ce qui est systématiquement absorbé est li¢ a la transferrine qui
ne traverse pas la barriére hémato-encéphalique facilement. Les dix pour cent restants sont associés
a des complexes de faible poids moléculaire, tels que le citrate, qui peut s'accumuler dans les tissus
cérébraux. L'aluminium systématiquement absorbé est stocké principalement dans les os (jusqu'a 40
pour cent) et le foie. (Elinder et al., 1991).

C. Excrétion:

L'aluminium est principalement excrété par les reins et s'accumulent chez les patients atteints
d'insuffisance rénale (Alfrey., 1980). Suivant inhalation professionnelle a long terme, travailleurs
exposés a l'oxyde d'aluminium avec une fonction rénale normale peut également accumuler de
I'aluminium. Dans deux de ces cas, la demi-vie totale de 1'aluminium corporel a été estimée a trois
ans (Elinder et al., 1991).

I1. Les plantes médicinales:

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle, et au moins certaines d'entre Elles ont
une valeur médicinale (Sanago, 2006) selon la définition de la Pharmacopée Francaise: « Les
plantes médicinales sont des drogues Végétales posséde au moins une partie qui ont des propriétés
médicamenteuses.(Limonier,2018).

Exemple sur les plantes médicinales: Atriplex halimus
1. Généralité sur I’ Atriplex:

Le genre Atriplex est le plus grand et le plus diversité de la famille des chénopodiacée Les
espeéces d'Atriplex sont nombreuses. On peut en citer: Atriplex halimus, Atriplex nummularia,
Atriplex lentiformis, Atriplex amnicola, Atriplex canescens etc.(Ouldkadour, 2019) Atriplex
halimus est un arbuste halophyte largement répandu dans les régions arides et semi-arides du bassin
méditerranéen et de 1’est de 1’ Arabie saoudite, a une altitude inférieure a 900 m. Il pousse sur une
variété de sols, de texture fine a grossiere, avec différents degrés de salinité. A. halimus se divise en
deux sous-especes: A.halimus diploides trouve sur un site semi-aride moins salin, tandis que

schweinfurthii est tétraploide et occupe un site aride salin. Sa variété de noms communs refléte sa
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large répartition géographique, ils comprennent le saltbush méditerranéen (anglais), salado/a
(espagnol), alismo (italien), arroche halime (francais) et salgadeira (portugais) (Walker et al.,2014)
2. La répartition d’Atriplex:

2.1. Dans le monde

Les espéces d’Atriplex (saltbushes) sont dominantes dans de nombreuses régions arides et
semi-arides du monde, en particulier dans des habitats qui combinent relativement la salinité élevée
des sols avec l'aridité (Jones et al., 1980; Arthur et Sanderson, 1984).Les Atriplex se rencontrent
dans toutes les parties du monde de 1'Alaska a la Patagonie, de la Bretagne a la Sibérie et de la
Norvege a 1'Afrique du sud (Franclet et Le Houerou,1971).L'espéce Atriplex halimus. Est
spontanée a l'intérieur d'une aire relativement vaste englobant les pays du nord de 1'Afrique et de
proche et Moyen-Orient depuis les 1les Canaries jusqu'a I'lran. Vers le sud, l'espece atteint le massif
de 1'Ahagar. En Europe, 1’espéce est présente en plus de zone méditerranéenne en Bulgarie(Le
Floch, 1989)

2.2. En Algérie

L Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-aride et arides, les Plus grandes
superficies correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Bousaada, Djelfa, Saida,
Tebessa et Tiaret) (Pouget, 1980).

3. Description botanique et morphologique de I’espéce :

L Atriplex halimus est une espeéce pérenne ligneuse des zones steppiques et littorales
atteignant 2 m de hauteur, mais se présentant le plus souvent sous forme d'un buisson de 40 a100
cm de haut pour une circonférence comprise entre 10 et 30 cm et pouvant aller parfois jusqu'a 70
cm. Les systémes souterrain est composé d'un ensemble des racines pénétrant dans le sol jusqu'a
1,5-2m et présentant de nombreuses ramifications et radicelles.

L Atriplex halimus est une espece dont les valves fructiféres ont des ailes entieres et le port
est a feuillage dense. Les rameux sont de couleur blanchétre et étalés ascendants ou arqués
retombants vers 1'extrémité.

e Les feuilles sont assez grandes et font 2 a 5 cm de longueur 0,5 a 1 cm de largeur(Quezel et
Santa, 1962).

e Fleurs monoiques; inflorescences en panicules d'épis terminales, nues (Pottieralapetit,
1979). Ces inflorescences portent souvent des fleurs males a cinq étamines au de sommet et
des fleurs femelles a la base dépourvue de périanthe.

e Les fruits composés par les deux bractéo les, arrondis en réne, dentés ou entiers ,lisse ou

tubercu leuses, droites ou récurées.
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e La graine est verticale lenticulaire de couleur brune foncée, de 2mm de diamétre environ
.Elle est terne et entourée de péricarpe membraneux [’ Atriplex halimus est une espece
halophyte ou monophanérophyte fleurissant et fructifiant a partir du mois d'avril jusqu'en

novembre. Elle est extrémement hétérogene et polymorphe (Berri, 2008).

4. La composition chimique d’Atriplex:
4.1. La composition organique d’Atriplex:

La composition organique d 'Atriplex halimus est dépend de plusieurs parametres, tels que Le
climat, 1'age de plante et la saison. Cette mati¢re végétale est treés riche en protéines, fibres, En
vitamine A, C et D et saponines, alcaloides et flavonoides (Ouldkadour, 2019). Pourcentage en
matiere seche (MS) est de 34.2%Pourcentage en mati¢re azoté totale (MAT) est de 15.1% par
rapport au (MS) Pourcentage en cellulose brute (CB) est de 15.4% par rapport au (MS).

4.2. Composition minérale:

Tableau 02: Composition minérale d’un /’Atriplex halimus.L selon (Ouldkadour,2019)

Composition minérale Espece (Atriplex halimus)
Calcium (ca) (g/kg) 21.5 (=3.7)
Phosphate (P) (g/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)

Manganese (Mn) (g/kg) 39549)

5. Importance de I’Atriplex halimus:

Atriplex halimus est un arbuste halophile des steppes arides, important dans 1’économie
d’¢levage des pays de I’ Afrique du Nord et du Moyen-Orient. Bon rétenteur des sols, cette plante a
aussi une importance écologique. Or, les formations a Atriplex halimus sont de plus en plus
dégradées Il est présent dans des régions ou le déséquilibre écologique s’accentue et ou le
phénomene de désertification prend des dimensions alarmantes.

Cette espece peut contribuer a la valorisation des sols marginaux et dégradés et a
I’amélioration des productions végétale et animale dans plusieurs régions démunies (Le Houérou,
1992; Bouchoukh, 2010). Selon (Mulas et Mulas, 2004) | /’Atriplex halimus L., s’est bien adaptée
aux terrains salino-argileux et aux milieux caractérisés par des précipitations annuelles inférieures a
150 mm, résiste tres bien au froid méme au-dela de — 10°C. L'espéce est considérée conductivité de

I'ordre de 60 mmhos/cm), (basses plaines littorales, dépressions continentales comme halophyte et
9
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croit dans toutes les zones gypseuses salées(Le Houérou, 1980). Si elle n’est pas broutées par le
bétail, cette espece peut atteindre 4 m de hauteur (Négre, 1961); de plus, elle appartient aux espéces
d’Atriplex les plus appétibles pour le bétail dans les zones arides du WANA (I’Ouest Asiatique et
I’ Afrique du Nord) (Tiedeman et Chouki, 1989).

6. Les activités biologiques de la plante:

6.1. Activité hypoglycémiante :

Les phytothérapeutes d’Arabe indigéne utilisent les feuilles pour traiter les maladies
cardiaques, le diabete (décoction) et le rhumatisme (Walker et al ., 2014). Au Sahara occidental, les
cendres de [’Atriplex halimus.L, reprises par I’eau, sont utilisées dans le traitement de I’acidité
gastrique, les graines sont ingérées comme vomitif (Bellakhdar, 1997) .Son utilisation dans la
médicine traditionnelle est largement connue pour ces propriétés hypoglycémiante et
hypolipidémiante (Yaniv et al ., 1987 ; Mirsky et Nitsa, 2001).

6.2. Activité anti inflammatoire :
A.halimus est utilisée pour soigner les inflammations des voies urinaires (cystites) et les

lithiases urinaires (Belouad, 2001; Emam, 2011).

6.3. Activité antioxydants:

En effet les feuilles d’A. halimus sont utilisées, en décoction, contre les calculs rénaux
(Ghourri et al., 2013). Grace a leurs propriétés anti oxydantes, certains flavonoides ont un effet
protecteur des tissus du foie contre le cancer (Emam, 2011).

6.4. Activité cicatrisante:

Utilisées Les feuilles d’A. halimus sont écrasées pour assécher les plaies On écrase les
feuilles fraiches et on les applique sous forme de cataplasme sur les blessures et les plaies pour les
guérir (Chahma, 2006).

7. Effets thérapeutique:

Depuis trés longtemps, Les arabes du Moyen Orient utilisaient /’Atriplex en phytothérapie
traditionnelle. Il est également utilisé dans le traitement des maladies présentant un diagnostic (soif,
urines trés malades, fatigue). Son extrait aqueux provoque un effet hypoglycémiant chez les
diabétiques (Aharonson et al. , 1969). Un mélange d'extrait aqueux d /’Atriplex halimus L. with
the feuilles of Juglans regia L., de I'Oléo europea et de I'Urtica dioica L., diminue le taux de glucose
dans le sang (Said et al. in Ighilhariz, 2008). Elle est également utilisée pour traiter la maladie
trypanosomiase (Bellakhdar, 1997) Cette plante est treés efficace pour ses vertus hypoglycémiantes

et hypolidémiques (Aharonson et al., 1969) et aussi pour ses propriétés anti-oxydantes exclusives

10
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(Said et al., 2002). . 1l est tres riche en fibres qui interférent avec la digestion de transit, la réplétion

du suc gastrique et aussi I'hydratation des urines (Slamani et Gherbi, 2018).

II1.Généralité sur le foie:

1. Définition de foie:

C'est une glande abdominale unique et asymétrique appartenant au temps digestif de couleur
rouge sanguine (Flamment et al., 1982).

Le foie est un organe central a fonctions multiples et essentielles. Il est I’un des organes le
Plus complexe de 1’organisme aprés le cerveau par sa participation dans 1’équilibre Harmonieux et
continu des fonctions vitales de 1’organisme.( Sartor , 2015)

De plus, Il constitue 1’¢lément fondamental du maintien d’un métabolisme équilibré et donc
du contrdle du poids (Lukas, 2013)

Le foie est constitué principalement de deux types de cellules qui proviennent d’une cellule
mere dite hépatoblaste, on trouve les cholangiocytes et les hépatocytes (Sartor, 2015)

2. Anatomie du foie:

Le foie se situe dans le log sous phrénique droite de la cavité abdominale, limité¢ par le
diaphragme en haut et en dehors, le colon transverse et le méso colon transverse en base, la région
coeliaque en dedans (Klotz et al ., 2000).

Le foie est capable d’une régénération en masse, il posséde toutes les caractéristiques d’une
glande exocrine d’une part, en étant responsable de la sécrétion de la bile, et d’une glande endocrine
d’autre part grace a sa situation sur le courant sanguin et a la disposition particuliére de sa
vascularisation (Nakai, 2011).

C'est un organe trés malléable, c'est une moule sur les paroisses de I'abdomen et les visceres
voisins; Ces ¢léments font partie d'une grande partie de la morphologie responsable a I'extérieur
(Castaing et Veilhan, 2006). Elle fait partie de la péritoine et enveloppe une capsule fibreuse, la
capsule de Glisson, qui maintient les cellules délimitant quatre lobes et qui est invasive, sur sa face
inférieure, pour les hépatites antérieures ; C'est au niveau du hile, que pénétrent et sortent les
vaisseaux sanguins et les nerfs, et que sortent les vaisseaux lymphatiques et les canaux biliaires

(Castaing et Veilhan, 2006).
3. Histologie:

Le foie est constitué¢ de millions de lobules hépatiques entre lesquels circulent les vaisseaux
sanguins qui les alimentent et collectent les substances qu'ils produisent et des canaux biliaires qui
collectent la bile produite par les lobules. Au centre de chaque lobule hépatique, une veine

centrolobulaire collecte le sang qui quitte le lobule. (Ciacio et Castaing 2015).
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Chaque lobule est constitu¢ de milliers de cellules hépatiques. Elles sont organisées de fagon
complexe pour assurer d'une part la production et 1'écoulement de la bile, et d'autre part les
¢échanges avec le sang (Ciacio et Castaing 2015).

Le parenchyme hépatique est constitué¢ de lobules, schématiquement hexagonaux, avec un
espace porte a chaque sommet. Les lobules sont centrés par une veine centrolobulaire (Fontugne et
al .,2013).

L’espace porte est constitué d’un tissu conjonctif contenant :

v’ une branche veine porte.

v’ une branche de 1’artére hépatique.

v" un ou plusieurs canaux biliaires inter-lobulaires.

Les hépatocytes sont disposées en travées et séparées par les sinusoides. La premicre rangée
d’hépatocytes bordant un espace porte constitue la lame bordante hépatocytaire.Les sinusoides sont
bordées de cellules endothéliales et de cellules de Kiipffer (histiocytes tissulaires).lls drainent le
sang provenant de I’espace porte vers les veines centro-lobulaires. (Fontugne et al ., 2013).

4. Physiologie du foie:

D'aprés (Cambus, 2002. Wheater et al ., 2004 ), le foie est trés richement vascularisé et
assure plusieurs fonctions importantes.

C'est l'organe principal du maintien de la glycémie, par la réserve de glucose sous forme de
glycogene . 11 aide a digérer les graisses :

e En sécrétant la bile, qui est ensuite déversée dans le duodénum .
e En synthétisant des apoprotéines qui permettent le transport des lipides.

Il synthétise I'urée, l'albumine . les protéines de I'hémostase (fibrinogeéne, facteurs
prothrombiniques), les protéines de transport spécifiques, les protéines de l'inflammation, certains
facteurs de croissance, le cholestérol et joue un role majeur dans la détoxification du sang et dans le
stockage des vitamines ( Mange, 2006 ) .
5.Les enzymes hépatiques :

Les principales enzymes analysées en routine pour évaluer la fonction hépatique sont:

Les transaminases :

I’alanine amino-transférase (ALAT ou TGP): son taux augmente en cas d’hépatite A, d'hépatite
B ou d'hépatite C.

L’aspartate amino-transférase (ASAT ou TGO): son taux s'é¢léve en cas d'affection musculaire

ou cardiaque.
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La gamma-glutamyl transférase (yGT): peut étre présente en quantité excessive en cas
d'alcoolisme chronique

La phosphatase alcaline (PAL): Sa quantit¢ dans le sang devient plus importante, en cas
d'obstruction des voies biliaires, complication de la lithiase vésiculaire, une enzyme
principalement osseuse et hépatique. On trouve une ¢lévation importante dans plusieurs maladies
de l'os, et également dans de nombreuses maladies hépatiques (cirrhose, cancers, et rétention de
bile ou cholestase).

L'albumine: est une protéine fabriquée par le foie et assure le transport de plusieurs substances.
Elle représente 55% des protéines présentes dans le sang, en moyenne 40 g/L. Elle est soluble dans
I'eau. La bilirubine s’accumule dans le sang et provoque un ictére (jaunisse) dans le cas d’un
dysfonctionnement hépatique.

La bilirubine: résulte de la dégradation des globules rouges. La bilirubine a une couleur jaune:
son accumulation dans le corps provoque les « jaunisses ». Elle est éliminée par le foie. Elle est
analysée pour apprécier 1'¢tat du foie. Lorsqu’on retrouve des taux ¢€levés de la bilirubine (qu'on
appelle ictere), ¢’est un indicateur qui est présent dans de trés nombreuses situations (chez certains
nouveau-nés, dans les hépatites virales, et dans les maladies du foie et des voies biliaires)

Le taux de prothrombine: est le temps de coagulation du plasma en présence d'un extrait
tissulaire appelé la thromboplastine. Son résultat est exprimé en pourcentage par rapport a un
témoin. Le taux normal est de 100 %.

L’utilité de P’analyse de ces enzymes: Les dosages des enzymes hépatiques contribuent
notamment a identifier d’éventuelles pathologies du foie et le suivi du traitement des maladies

impliquant le foie. B. Noureddine and K. Dagmar., 2021(Anonyme 2023).
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6.Fonction du foie:

Le foie est un organe vital important effectue preés de 500 fonctions différents. Elles peuvent
se résumer a grandes fonctions, 1’'une exocrine ou biliaire, 1’autre endocrine ou
métabolique.(Jocelyne, 2011; Afyaa, 2016).

> Fonction de détoxification

Le foie joue un rdle crucial dans la détoxification des substances qui sont nuisibles pour le
corps, notamment I’alcool, les drogues, les pesticides et les métaux lourds (Duvoix et al ., 2005).
Les systeémes de détoxication assurent une biotransformation des substances étrangéres pour
diminuer leur lipophile, augmenter leur polarité et favoriser leur élimination (Ferin et al ., 1992).
> Fonction immunitaire

Le foie posséde des cellules spéciales, capables de défendre I’organisme contre I’invasion

microbienne. (Aurousseau, 2002; Landsiedel ez al., 2014).
> Fonction biliaire
Les cellules hépatiques sécrétent de 800 a 1000 ml de bile, liquide jaunatre et Iégeérement
alcalin composé essentiellement d’eau, d’ions, d’acides et de sels biliaires, de cholestérol et de la
bilirubine (Esterbauer, 1996).Le surplus de bile est emmagasiné dans la vésicule biliaire. Les sous-
produits provenant de la décomposition de drogues ou de substances toxiques transformées par le
foie sont acheminés par la bile et éliminés du corps. Les cellules du foie transforment également
I’héme des globules rouges en bilirubine. Si le foie est endommagé, la bilirubine peut s’accumuler
dans le sang et ainsi causer un ictére (Duvoix et al., 2005).
> Fonction de Stockage

La capacité de stockage de foie est d’une grande importance car elle permet de fournira
I’organisme 1’énergie nécessaire en dehors des périodes de repas apatrié¢ de glucose (sous forme de
glycogene) (Duke et al., 2002; Highle et franciscus, 2004).
> Fonction endocrine

Le foie permet I'hydroxylation du cholécalciférol en calcidiol, forme active de la vitamine D.
Aussi il effectue la synthése de différentes hormones.

Fonctions métaboliques (Leverve, 2001; Huet et Fleurentin, 2013).

v' Métabolisme des glucides

v' Métabolisme des lipides

v' Métabolisme des protéines

14



Chapitre 02

Materiels et méthodes




Chapitre 02 Matériels et méthodes

Chapitre 02 : Matériels et méthodes

I. Matériels :
Les expériences menées dans cette étude ont été effectuées dans laboratoires de biochimie au
niveau du hall technologie ainsi que a 1’animalerie du département de biologie de la faculté des

sciences de 1’université du 20 aotat 1955 Skikda.

.

Figure 01 : I'animalerie de I'université de 20 Aout 1955 Skikda (photo

originale)
-On a deux types de materiels :
1. Matériel biologique :
1.1. Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans cette étude pour la restauration est Atriplex halimus qui est
une plante médicinale, connu par arroche halime ou pourpier en France (Baba Sidi-Kaci, 2010) et
G’ttaf en arabe, il est renommé a 1’Ouest Algérien et au Maroc sous le nom de « chenane »
(Aboura, 2005) Cette plante médicinale a été choisie parmi tant d’autres pour leur caractere
médicinal, leur grande utilisation par la population et leurs vertus thérapeutiques intéressantes. La
récolte de la plante est effectuée durant le mois de mars 2023 de la région d’ouled ayche (bitam,

Barika) Wilaya de Batna.

e Taxonomie de I’ Atriplex halimus :
Reégne : Végétal

Sous régne : Phanérogames
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Caryophyllidées

Ordre : Centrospermales

YV V. V V V V V V

Famille : Chénopodiacées
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» Genre : Atriplex
» Espéce : Atriplex halimus (Chadefaud et Emberger, 1960).

Figure 02 : Atriplex halimus. (photo originale)
1.2.Matériel animal :

Notre étude expérimentale a été réalisée sur 42 rats du sexe femelle de la souche Albinos
wistar, provenant de l'institut pasteur d'Alger, pesant de (90 a 120) g au début de 'expérimentation,
cette espece largement utilisés dans divers domaines de la recherche expérimentale. Avant
I’expérimentation, les rats sont gardés a I'animalerie pour une période d'adaptation de 10 jours.

1.2.1 Classification des rats :

> Regne : Animal
Embranchement : Cordés
Classe : Mammiféres
Ordre : Rongeurs
Famille : Muridés

Genre : Rattus

YV V. V V V V

Espece : Rattus rattus (Berkenhout, 1769)

1.2.2.Les conditions d’élevage :

Les animaux ont été répartis on 6 groupes de 7 rats chacun dans des cages en plastique,
munies d’une mangeoire et d’un biberon d’eau, chaque cage marqué d’une lettre numérique de lot
qui lui corresponde, sont tapissés d’une litiere constituée de copeaux de bois. Durant la période
d'adaptation et expérimentale Les rats ont ét¢ maintenir sous des conditions naturelles (température

ambianteset photopériode naturelle), ils ont ét€¢ nourris a base a la nourriture standard, 1’eau
est fournie aux animaux et renouvelée, les cages sont nettoyées et la litiere est changée

quotidiennement.
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Figure 03 : Les conditions d’élevage des rats (photo originale)
1.3. Matériel chimique :

Le matériel chimique utilisé dans cette étude est les nanoparticules d’oxyde d’aluminium pour
le traitement des rats, préparés dans 1’eau distillée pour une dose de 50 mg/Kg/jour. Le choix de la
dose est bas¢ sur des études précédentes.

1.4. Matériel et produits de laboratoire utilisés :

L’ensemble de matériel et des produits utilisés dans notre expérimentation seront cités au fur

et a mesure de leur utilisation.

I1. Méthodes

1. Préparation de solution des nanoparticules de I’oxyde d’aluminium :

La Préparation a été faite par la dilution de 50mg du nanoparticules de I’oxyde d’aluminium

dans 10ml de I’eau distillé(dose de 50mg /kg/J).

Figure 04 : Préparation d’oxyde d’aluminium (photo originale)

2. Extraction:

L’¢étude phytochimique a été réalisée sur la partie aérienne (feuilles). Apres 1'identification de
la plante, ses feuilles sont nettoyées des impuretés puis elles sont mises a sécher dans une chambre
sombre, aérée, a I’abri de ’humidité et a température ambiante pendant Imois. Aprés le séchage,

elles sont tamisées et broyées en poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique.
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Figure 05 : Photo originale présente le séchage et broyage d’Atriplex halimus

3.Préparation de ’extrait éthanolique:

L’extrait éthanolique est préparé par macération solide liquide. Dans un bécher 100 g de
poudre sont mélangé avec 200 ml d’éthanol puis on laisse le mélange pour une agitation de 24
heures a l'obscurité puis on a filtré le mélange. Le filtrat obtenu est récupéré dans un ballon est
évapor¢ a I’aide un évaporateur rotatif (rotavap) qui permet a éliminé le solvant sous vide.

Les extrait récupérer dans des boites de paitrait apres séchage dans I’étuve (40°C).

A : Agitation B : Filtration C : Rotavape D : Extrait

Figure 06 : Photo originale représente les étapes de I’extraction

4. Préparation de I’extrait aqueux (infusion):

L’extrait aqueux (I’infusion) a été préparée avec deux concentrations différentes
(7500mg/300ml et 15000mg /300 ml), en trempant 250g et 500g de matiére seéche dans un litre
d’eau distillée sous agitation, pendant 24 heures, aprés quoi le mélange a été filtré, et I'infusion a

été conservée a I’obscurité dans des flacons. L’infusion préparation est utilisée pendant deux jours.
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5. Etude quantitative :

5.1. Dosage des polyphénols totaux :
Le dosage a été réalisé par la méthode de Folin- Ciocalteu cité par Wong et al ., (2006)

5.1.1 Mode opératoire :

1-11 consiste a mélanger 200ul de I’extrait (0.5mg d’extrait dilué dans 1mL méthanol) avec ImL de
réactif de Fo-Co (10 fois diluée dans I’eau distillé¢). Les solutions ont ét¢ mélangées et incubées
pendant 4 minutes.

2-Apres I’incubation, 800l de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (75g/L) a été ajoutce.

- Le développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation a I’obscurité et a
températureambiante pendant 2 heures. Le blanc de la réaction ne contenant pas de polyphénols
est réalis¢é comme le point 0 en mg/ml ; en utilisant 1’acide gallique comme standards avec des
concentrations allant de 10- 200pg/ ml.
Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg) en utilisant I'équation de régression. Cette équation est obtenue a partir

de lacourbe d'étalonnage de 1’acide gallique.

Figure 07 : Réaction polyphénolique des extraits (photo originale).

5.2. Dosage des flavonoides totaux :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par( Djeridane et al .,2006)est utilisée

pour quantifier les flavonoides.

5.2.1 Mode opératoire
Bri¢vement, 1 ml de chaque extrait et du standard (0.5 mg d’extrait ou standard dissous

dans 1ml Méthanol) est ajouté a 1ml de solution d’AICl3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été

vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm lire aprés 10 minutes d’incubation ; en utilisant
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quercetine comme standard avec des concentrations allant de2.5-30pg/ml.
Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de quercétine par milligramme
d’extrait(ug EQ/mg) en utilisant I'équation de régression. Cette équation est obtenue a partir de la

courbe d'étalonnage de la quercétine.
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Figure 08: Réaction des flavonoides de ’extrait (photo originale).

5.3. Etude de 'activité antioxydant de l'extrait :

+ Technique du 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) :

5.3.1 Principe de la réaction :

Pour étudier I’activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la méthode
qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable.

Le DPPH est un radical libre stable, violet en solution et présentant une absorbance
caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en
diphényle picryl-hydrazine par un compos€¢ a propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une
décoloration (I’intensit¢ de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons) (Sanchez-Moreno, 2002). On peut
résumer la réaction sous la forme de 1’équation :

DPPH° + (AH) n — DPPH-H + (A°) n
Ou (AH) n représente un composé capable de céder un hydrogeéne au radical DPPH (violet) pour le
transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune) (Fig 16). Ceci permet de suivre la cinétique de

décoloration a 517 nm.

5.3.2 Mode opératoire :

Le mélange réactionnel est préparé comme suit : 400ul des solutions d’extraits sont ajoutées
a1600ul DPPH (0.004% préparée dans du méthanol). Parallelement un contrdle négatif est préparé
en mélangeant 400ul de méthanol avec 1600ul de la solution éthanolique de DPPH. La lecture de
L’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm apreés 30min
d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante. Le controle positif est représenté par une

solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique (la vitamine C) dont 1’absorbance a été
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mesuré dans les mémes conditions que les échantillons sec pour chaque concentration, le test est

répété 3 fois.

5.3.3 Détermination IC50 :

Par définition la valeur IC50 est la concentration de 1’acide ascorbique (vit C) ou de I’extrait
qui peut réduire 50%du DPPH, cette dernicre est déterminée graphiquement. Les IC50 sont
calculées graphiquement par la formule de la régression des pourcentages d’inhibition en fonction

de différente concentration de 1’extrait testé (Belmassous, 2017).

6. Protocole expérimentale :

Des lots expérimentaux
42 rats répartis en 6
groupes

10 iours successifs d'adantation

—

(G2) (G4) (G6)
(G1) Plante (G3) Traités (G5) Oxyde +
Témoins dose250mg/ Plante dose par Oxyde + plante
ml/kg/] 500 _ "oxyde plante dosel dose2
mg/ml/kg/j (50mg/kg
/a1

~—> \ Y L —

I 28 iours successifs du traitement

¥ ¥

Prélevement du sang Prélevement des organes
Dosages des parametres Etude du Dosage des
blocllllm}ques : paramétre métabolites +
Cilycer.nle, ”1?1(.30, TGP’ hématologique : Etudes
a bumlne,'bl irubine Nombre de GR, histologique de
totale et directe, TG et GB. HT. HB foie

Cholestérol.

Figure 09 : Schéma récapitulatif du protocole.
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7. Mesure du poids :

La mesure du poids est effectuée sur les rats chaque trois jour pendant la durée de traitement,

a I’aide d’une balance de 500 g (Aston)

Figure 10 : Mesure du poids de rat (photo originale, 2023)

8. Le traitement :

L’expérimentation consiste a administrer aux rats une dose de la nanoparticule de 1’oxyde
d’aluminium a raison de (50 mg/Kg/j) et I’infusion de la plante Atriplex halimus a une raison de
(250mg/Kg/J) et (500mg/kg/). L’administration se fait par gavage a I’aide d’une sonde gastrique

une fois par jour durant 28 jours.

- -
e
" e

Figure 11 : technique de gavage (Photo originale, 2023)

9. Euthanasie, prélévement du sang et des organes :

Au 28¢me jour de I’expérimentation, on a utilisé une technique pour mettre fin a
la vie de I’animal sans lui causer de souffrance, de stress ou de douleurs appeler
I’euthanasie ou la misea mort des animaux.

11 est réalis¢ apres 12 heures de jeune en utilisant Le protocole gazeux d’euthanasie(chloroforme)
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Figure 12 : Dissection d’un rat (photo originale, 2023)
9.1. Prélévement sanguin :
Les prélévements du sang sont réalisés immédiatement aprés la dissection.au niveau des

vaisseaux du cceur de chaque rat.

Figure 13 : Prélévement du sang au niveau cardiaque ouvert (photo originale, 2023)

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

R/

< EDTA pour numération hématologiques.

R/

« Héparine pour le dosage des parametres biochimiques
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Figure 14 : les tubes de sang (photo originale)

Les tubes héparine sont centrifugés a l'aide d'une centrifugeuse (3000 tour / min) modéle

ROTOFIX 32 A.

Figure 15 : la centrifugeuse ROTOFIX 32A (photo originale)

Le dosage des parameétres biochimiques et la numération sanguin ont ¢été réalisés au prés de
laboratoire d'analyses médicales BOUHDJILA —EI Harrouch.
9.2.Prélévement des organes:
La numérotation de la formule sanguine a été réalisée a I’aide d’un automate modele Sysmex XS-

5001.

Figure 16 : L'automate de FNS modele Sysmex XS-500i (photo originale)
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10. Dosage des paramétres biochimiques :
Les parametres biochimiques sont faits par un automate modele BECKMEN COULTER-AU480

Figure 17 : L'automate des analyses biochimiques modeéele BECKMEN COULTER-AU480
(Photo originale)

11. Numération sanguin:

Les organes ont ¢ét¢  rapidement prélevés et rincés avec du  sérum
physiologique (NaCl a 9%g), ensuite ils sont pesés et conservés dans le formol
(10%), pour réaliser I'¢tude histologique qui a ¢été effectuée au niveau du service

d'anatomie pathologique a 1'hopital les fréres Saad Guermech de Skikda.

Figure 18: Les organes prélevés d'un rat aprés la dissection (photo

originale, 2023)
12. Dosage des métabolites :

L’extraction des métabolites des échantillons (foie) a été réalisée selon le procédé de

(Shibko et al., 1966).
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Les fragments de foie, prélevés ont été conservés dans 1ml d’acide trichloro acétique (TCA)
a 20%. Apres broyage. Les broyats subissent une premiére centrifugation (5000 tours /min pendant
10 min) et le surnageant 1 obtenu sert au dosage des glucides.

Au culot 11, on ajoute 1ml du mélange méthanol/chloroforme (1v/1v) et aprés une seconde
centrifugation (5000 tours/min pendant 10min) permet de récupérer le surnageant 2, qui servira au
dosage des lipides.

Le culot 2 est ensuite repris dans Iml de NaOH et aprés 1 nuit a 4°C, permettra la
solubilisation et la quantification des protéines totale.

12.1. Dosage des glucides :

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau et Florkin (1959). Cette méthode utilise
I’anthrone comme réactif (150mg d’anthrone, 75ml d’acide sulfurique et 25ml d’eau distillée) et le
glucose comme standard. La gamme d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution mere de
glucose (1g/1).

Aprés D’addition du réactif, un chauffage au bain marie a 80°C pendant 10 mn permet
I’obtention d’une coloration verte. Le dosage des glucides a été effectu¢ dans une fraction aliquote
(100pl).

Les absorbances ont €té obtenues grace a un spectrophotometre et la lecture a été réalisée a une

longueur d’onde de 620 nm contre un blanc de gamme. (Tableau 03)

Tableau 03: Dosage des glucides: réalisation de la gamme d’étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 100 200 300 400 500

Eau distillée (ul) 500 400 300 200 100 0

Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

12.2. Dosage des protéines :

Les protéines contenues dans le foie ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976)
qui utilise le bleu brillant de coomassie G 250 (BBC) comme réactif (100mg de BBC+50ml
d’éthanol. Agitation pendant deux heures + 100ml d’acide orthophosphorique + H2O distillée
1000ml) et I’albumine de sérum de boeuf (BSA) comme standard.

Le dosage des protéines a été effectué dans une fraction aliquote (100ul). Les absorbances ont
été obtenues grace a un spectrophotometre et la lecture a été réalisée a une longueur d’onde de

595nm contre un blanc de gamme. (Tableau 04).
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Tableau 04: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des protéines.
Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Figure 19 : dosage des métabolites, A=réactif de glucide " I’anthrone", B=réactif de

protéine"BBC" (photos originale, 2023)

12.3. Dosage des lipides:

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972) utilisant le
réactif sulfophosphovanillique (0,38 g de vanilline dans 55 ml d’eau distillée et ajouter 195 ml
d’acide ortho phosphorique a 85 %). La solution mére des lipides est préparée en utilisant 1’huile de
table selon la procédure suivante 25 mg d’huile de table sont pesés dans un tube eppendorf, cette
quantité est ensuite reprise dans 10 ml du mélange Ether/chloroforme (1/1 v/v) (tabeau 5).

Apres évaporation des prises aliquotes de 100ul de surnageant II dans un bain a sec a 40°C, on
additionne 1ml d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont agités et chauffés dans un
bain a sec a 100° C pendant 10 minutes.

Apres refroidissement pendant 5 minutes, on prend 200 pl de ce mélange auquel on ajoute 2,5
ml de réactif sulfophosphovanillique et on agite rigoureusement. Apres 30 minutes a I’obscurité, le
complexe se colore en rose. L’absorbance est lue dans un spectrophotométre a 530 nm contre un

blanc de gamme a une longueur d’onde de 530nm.
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Tableau 05: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100

Solvant Ether/chloroforme 1/1
(ul)

100 80 60 40 20 0

Figure 19 : dosage des métabolites, A=réactif de glucide " ’anthrone', B=réactif de

protéine""BBC" (photos originale, 2023)

13. Etude histopathologique :

e Etude macroscopique

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

® La préparation des cassettes : contient les morceaux des organes

1- Les organes sont coupés avec un quéteur en des pieces de 2 mm.

2- On les met dans les cassettes codées et on les place dans le formol pendant 24h-48h.
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Figure 20 : Préparation des cassettes (photo originale)

1. La Circulation :

Elle se réalisée a I’aide d’un automate pendant 17 h qui contient une série du solvant selon
les étapes suivants :
= La poste-fixation : permet le passage des fixateurs aqueux aux alcools.
= La déshydratation : consiste a se débarrasser le tissu de 1’eau qu’il contient.
= La substitution : consiste a remplacer I’éthanol qui n’est pas miscible a la paraffine par un
solvant : xylene
= L’imprégnation : correspond a la substitution du solvant par la paraffine
A la fin du cycle, les paniers contenant les cassettes se trouvent dans un bain de paraffine chaude
(liquide). IIs sont égouttés avant d’étre transférés dans le bac d’attente du poste d’inclusion (Carson

et al ., 2009)

Figure 21 : Automate pour la circulation (photo originale)
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2. Inclusion :

Leur principe consiste en un enrobage des piéces 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 (Carson et al., 2009) figure (18). Les blocs en
attente de coupe sont stockés dans un congélateur a -2°C
Les étapes de I’enrobage sont :

» On verse la paraffine liquide (T° entre 56-60) dans la moule,
On met le morceau de tissu dans la moule et on 1a poussé,
On recouvre la picce par la cassette,

On verse la paraffine

YV V V V

Et enfin la Refroidissement du moule a une température de -2°C, on obtenir un bloc de

paraffine dur qui contient la piece prélevée.

Figure 22 : Les étapes de I’inclusion (photo originale, 2023)

3. La coupe :
-A l'aide d'un microtome on fait les coupes :
On regle 1'épaisseur a 10um pour avoir des coupes trés fines.

- On met le ruban dans un bain marie a 37°C pour décontracter la paraffine.
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-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).

A microtome B lames C_bain marie D TI’étuve 140°C

Figure 23 : matériels utilisée pour la réalisation des coupes histologique

4. La coloration hématoxyline d'Harris Eosine (HE) :
La coloration est basée principalement sur l'utilisation d'hématoxyline d'Harris qui colore le
noyau en une couleur mauve foncé presque noir et 1'éosine qui colore le cytoplasme en rose ou

rouge, Cette méthode de coloration dure 45min.

Figure 24 : coloration hématoxyline d'Harris Eosine (HE) (photo originale)
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5. Le montage :

Apres l'enlévement des lames d'xyléne on fait le montage : on humidifie un peu la lame par
I'xyléne puis on met une petite quantité de colle spécifique ('EUKITT) qui permet de coller bien la
lame avec la lamelle et aussi de donner une observation trés claire et transparente. On met la

lamelle, et on presse un peu pour enlever le reste 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.

Figure 25 : matériel utilisés pour le montage des lames (photo originale)
6. La lecture :

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

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

Figure 26 : le microscope optique (photo originale)

7. L’analyse statistique :

» Les résultats sont exprimés en moyenne+ SEM.
La différence entre les groupes est exprimée par le test ANOVA
Une comparaison multiple réalisée par le test de Tukey.

L’analyse statistique des données a été effectuée par le logiciel Minitab version 17

YV V V V

la différence est significative quand p<0.05 (Dagnelie, 1999).
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Chapitre 03 : Résultats et discussion

I. Résultats :
1. Evaluation des polyphénols :

Apres le dosage, la teneur en polyphénol est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique (figure 27). Sa formule de régression linéaire est y=0.0071x+0.1318 avec un

coefficient de détermination R2 = 0.9829.

1,8 -
y =0,0071x+ 0,1318
1,6 - R? =0,9829

1,4

1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Figure 27 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénoles

Les résultats de dosage montrent que I’extrait du 4. halimus contient une quantité importante

des polyphénols(x=15.52+ 3,44 ng EAG/mg E).

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 1’équation  y= 0.0x+0.0548 avec un coefficient de corrélation

R2=0.9782
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0,7 -
y =0,0136x + 0,1096 4%
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

Les résultats de dosage des flavonoides ont révélé que 1’extrait est riche en flavonoides
(x=44+2,47937 mg EQ/g E).
3. Evaluation de l'activité antioxydante :

Les résultats des propriétés antioxydants de I’extrait brut de la plante étudice et de la vitamine
C sont présentés par IC50 dont IC50 de la vit C est 20 et IC50 de la plante est 40.

4.Effet des nanoparticules d’oxyde d’aluminium et de ’extrait éthanolique de

A.halimus sur poids corporel des rats:

Les résultats obtenus présentés par la figure montrent que les variations des poids entre les
six groupes des rats Wistar, pendant la période experémental mentre une augmentation progressive
du poids chez tout les groupes . On a remarqué que le poids corporel de G4 presente une

dimunition ou cour de traitement puis une augmentation a la fin de I’experience .
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Figure 29: L’évaluation du poids corporel durant 30 jours du traitement
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S5.Effets des nanoparticules d’oxyde d’aluminium et Dextrait de la plante

Atriplex. halimus sur les parametres biochimiques :
5.1.Glucose :

Les résultats obtenus illustré par la figure indiquent qu’il existe une différence significative
(P<0.001) entre les six groupes.

La comparaison entre les groupes témoins G 1, G2 et G3 montre qui’il n’y a aucune
différence significative(p>0,05) entre eux.

Par ailleurs on a remarqué une augmentation significative (p<0,001) chez G4 par rapport au
groupe G1. et une diminution significative chez les G5et G6 par rapport G4 et aucune différence

significative entre G5, G6 par rapport G1.
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<
g
= 05 -
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Figure 30 : La variation de la concentration du glucose
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5.2.TG:

Les résultats obtenus présenté par la figure indiquent une différence significative (p< 0,001)
entre les six groupes.

Les résultats montrent qu'il y a une diminution significative (p< 0,001) du TG chez G2;G3 par
rapport G1.

Par contre, il y a une augmentation significative (p< 0,001) chez G4 par rapport G1.

Ainsi, on observe une diminution significative (p< 0,001) chez G5; G6 par rapport G4, la

méme meme remarque est faite entre G5; G1 et aucune différence (P>0.05) entre G6 et Gl.
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Figure 31 : la variation de la concentration de TG (g/I)

5.3.Cholestérol totale:

Les résultats de concentration plasmatique du cholestérol total présenté par la figure montre
une différence significative (p<0.001) entre les six groupes.

La comparaison entre G2; G3 montre une diminution significative (p<0.001) par rapport G1,
et le meme résultat chez G5; G6 par rapport (G4; G1).

Par ailleurs, on observe une augmentation significative (p<0.001) entre le groupe traité G4 par

rapport G1.
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5.4.TGO:

Apre le dosage de TGO, ces résultats montrent qu’il existe une différence significative

Figure 32: la variation de la concentration de cholestérol (g/1)

(P<0.001) entre les six groupes.

La comparaison des groupes G2 et G3 par rapport G1 montre qu’il n’y a aucune différence
significative, la méme résultat est signalé entre G4 et G1 et chez G5 par rapport G1 et G4.

Par contre on observée une augmentation significative du taux de TGO de G6 (par apport

(G4,G1).
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5.5.TGP:

D'apres les résultats présentés suite a 1'analyse des données de TGP, il existe une différence

significative (p<0,001) entre les six groupes. Avec une augmentation significative du taux de TGP

Figure 33 : La variation de la concentration du TGO (u/l)

chez tous les groupes par apport au G1.
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ET une diminution significative (p<0,001) CHEZ GS5 par rapport G4
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Figure 34: la variation de la concentration de TGP (g/l)
5.6.Phosphatase alcaline:

Les résultats ci dessous représente les variation de taux de phosphatase alcaline chez des rats
témoins et traités, ces variations montrent qu'il y a un différence significative (p<0,001) entre les six
groupes.

La comparaison entre les groupes témoins montre une diminution significative (p<0,001)
chez G2; G3 par rapport G1.

Par contre, on observe une augmentation significative (p<0,001) chez G4,G5 et G6 par
apport au G1, on enregistré une diminution significative chez G6 par rapport au G4

Alors, la comparaison entre G5; G4 montre qu'il n'y a aucune différence

significative(P>0.05).
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Figure 35: la variation de la concentration de phosphatase alcaline (g/1)
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5.7.Bilirubine directe:

Les résultats obtenus présentés par la figure indiquent qu’il n’y a aucune différence
significative (P>0.05) entre les six groupes. Seulement une légeére augmentation chez G2; G3 par
rapport G1 la meme remarque est enregistré avec le reste des groupes et une legere dimunition chez

le G6 par rapport au G4.
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Figure 36: la variation de la concentration de bilirubine directe
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5.8.Bilirubine totale:

Nos résultats présentés par la figure montrent qu'il ya une différence significative (p<0.001)
entre les six groupes. Avec une augmentation significative(p<0.001) chez G2 par rapport au G1 et
aucune différence significative(P>0.05) entreG3 et G1.

Par ailleurs, On a remarqué une augmentation significative(p<0.001) chez (G4; par apport
au G1). Chez G5 on a remarqué une diminution significative(p<0.01) par rapport G4,

Par contre, on a observé une augmentation significative(p<0.01) chez G5,G6 par rapport G1.
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Figure 37 : 1a variation de la concentration de bilirubine totale (g/l)
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5.9.Albumine:
Les résultats obtenus présentés par la figure montrent une différence significative (P<0.001)
entre les six groupes.
35,5 - 333 aga

35 A ddd

34,5 A

bb
aa €
ccc
34 -
33,5 -
33 - aa
32,5
32
31,5
31 T T T T T
G1 G2 G3 G4 G5 G6

on a remarqué une augmentation chez le G2 ,G3 par apport au G1 et une dimunition chez G4 par

concentration de albumine (u/l)

oup

rapport au G1. une augmentation de taux d’albumine est enrégistré chez les groupes 5 et 6 par

rapport au G4(P<0.001). On observe aussi une différence non significative(P>0.05) entre G5; G1.

Figure 38 : la variation de la concentration d'albumine

6.Effets des nanoparticules d'oxyde aluminium et ’extrait de la plante A. h sur les éléments

hématologique :

6.1. Globule rouge :

Cette figure représente les variation du nombre des globules rouges ches les rats témoins et
traités, ces variations montrent qu'il y a un différence significative (p<0,001) entre les six groupes.

La comparaison entre G2 et G1 montre qu'il n'existe aucune différence significative (p>0,05),
par ailleur il y a une un augmentation significative chez (G3; par apport au G1).

Ainsi, il n'existe aucune différence significative(p>0,05) entre G4 GS5; G6 et G1, et entre G5

et G4. Par contre,on a observé une augmentation significative (p<0,01) chez G6 par rapport G4.
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Figure 39 : La variation du nombre de globule rouge (E/ul)
6.2. Les globules blancs :
La figure ci dessous représenté le nombre du globules blancs,ces variations montrent qu'il y a
une différence significative (p<0.001) entre les six groupe.
La comparaison des groupes témoins montre qu'il n'y a aucune différence significative
(p>0.05). Par ailleurs, on a observe une augmentation significative (p<0.001) chez G4 ,G5 et G6
par rapport G1, et une dimunition chez G5 ,G6 par rapport G4.
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Figure 40 : la variation du nombre de globule blanc (E/ul)
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6.3.Hémoglobine :
La figure ci-dessous représente les variations du taux d’hémoglobine chez les rats témoins et

traités. Ces variations montrent qu’il n’ y a aucune différence significative (P>0.05) entre les six

groupces
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Figure 41: La variation de la concentration d’hémoglobine (g/dl)

6.4. Hématocrite :

La figure illustre une différence significative (p<0,001)ans le pourcentage d’hématocrite
entre les six groupes.

Une defférence significative(p<0,001) est enregistré entre (G2; G1), le méme résultat
entre(G3; G1).

Par contre, on observe une diminution significative(p<0,001) chez G4 G5; G6par rapport G1,

Ainsi, on a remarqué une difference significative(p<0,001) entre G6 et G4, et aucune

différence significative(p>0,05) entre (G5;G4).
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Figure 42: La variation de la concentration d’hématocrite (E/ul)

7. Effet sur le taux des métabolites secondaires :
7.1. Sur les glucides :

Les résultats obtenus illustré par la figure indiquent qu’il existe une différence significative
(P<0.001) entre les six groupes.

La comparaison entre les groupes témoins G1, G2 montre qui’il n’y a aucune différence
significative(p>0,05) entre eux.

Par ailleurs on a remarqué une augmentation significative (p<0,001) chez G3 par rapport au
groupe G1, aucune différence significative (p>0,05) entre G5 et G4 et une augmentation
significative (p<0,01) chez G6 par rapport G4

Et une diminution significative(p<0,001) chez G5 et G4 par rapport G1, et aucune différence
significative(p>0,05) entre G6 et G1.
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7.2. Sur les lipides :

Les résultats obtenus illustré par la figure indiquent qu’il existe une différence significative

(P<0.001) entre les six groupes. La comparaison entre les groupes témoins G1 et G2 montre une

Figure 43: variation de concentration des glucides

augmentation significative (p<0,001) ,comme

significative(p>0,05) entre G1,G3. Une augmentation significative (p<0,001) est enregistré chez G4

par rapport au G1, le meme résultat chez G5, G6 par rapport G1, et une diminution significative par

rapport G4.

on a enregistré qui’il n’y a aucune différence
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Figure 44: variation de concentration des lipides

7.3. Sur les protéines :

Les résultats obtenus illustré par la figure indiquent qu’il existe une différence significative
(P<0.001) entre les six groupes.

La comparaison entre G1, G2 montre qui’il n’y a aucune différence significative(p>0,05)
.Par contre il y a une diminution significative (p<0,01) chez G3 et G4 par rapport G1,

Alors, il n’existe aucune différence significative(p>0,05) entre G5, G6 et G4.

Et une diminution significative (p<0,001) chez G5 , G6 par rapport G1.
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Figure 45 : variation de concentration des protéines
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8.L'étude histopathologique:

Pour confirmer les résultats des parameétres biochimiques et hématologiques nous avons fait
une procédure du test histologique sur le foie de différents groupes des animaux expérimentaux.
8.1.Effets de I'oxyde d'aluminium et I’extrait de la plante A.halimus sur I’histologie du foie :

L’observation microscopique des coupes histologiques chez G1 a montré une architecture
cellulaire normale du foie avec des hépatocytes normaux distincts.

Par contre les coupes obtenues sur G4 (témoin trait¢) montrent qu’il y a un infiltrat
inflammatoire (hypertrophie), une perte de I’architecture trabéculaire (nécrose intra lobulaire), et
des signes de souffrance hépatiques (débris), cellules sécrétrices et noyaux hépatocytaires.

L'histoarchitecture du foie dans les groupes G5 et G6 a montré qu’il y a une légére
amélioration avec quelque altération structurale comme des tubules irrégulier et des assignés

irréguliers.
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Figure 46: les coupes histologiques des fois des rats (Photo originale)
I1. Discussion :

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet détoxifiant du A.H aprés intoxication par 1’oxyde
d’alumium chez les rats de la la souche wistar. La variabilit¢ des teneurs en polyphénols et
flavonoides est 1i¢ probablement a la composition phénoliques des extraits(Hayouni et al.,2007),
aux facteurs génotypiques(El-Waziry,2007), les conditions biotiques(espece, organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques(facteurs édaphiques) (Ksouri ef al.,2008), la nature du sol et le type du
microclimat(Atmani et al., 2009), et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces plantes.

Les polyphénols contenus dans 1’extrait d [’ Atriplex halimus sont probablement responsables
de I’activité antioxdante de I’extrait. Cela est en accord avec les travaux menés sur les extraits de S.
Montana, espéce riche en composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités
biologiques notamment [’activité antioxydante et antimicrobienne(Cetkovic et al.,2007;
Halmi,2015), les chercheurs Benhammou ez al., 2008 ont ¢valué les propriétés antioxydantes des
principaux métabolites secondaires des feuilles et des tiges d /” Atriplex halimus , les flavonoides

des extraits butanoliques et d’acétate d’éthyle des feuilles possédent une forte capacité de donner
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I’hydrogéne pour réduire le fer et une activité plus €élevée a piéger le radical DPPH. Ces métabolites
secondaires présentent une bonne source d’antioxydants qui peuvent étre impliqués dans la
prévention des dommages cellulaires causés par les radicaux libres.

Nous avons cherché a évaluer les effets toxiques d’oxyde d’aluminium et de 1’extrait sur les
parametres de croissance globale (poids corporel).

Le suivi de la masse corporelle chez les rats traités par I’oxyde d’aluminium et l'extrait de la
plante A.H montre une baisse du poids corporel chez les rats traités par AL,O ; comparativement
aux témoins. Ces résultats sont en accord avec les études de( Berroukche et al., 2014).

D’une maniere générale, les résultats de la présente étude suggerent que ce ralentissement de
la croissance corporelle des rats traités peut €tre traduit par la perturbation du métabolisme
cellulaire sous I’effet du stress oxydatif engendré par les « réactif oxygeéne species » (ROS) constaté
dans cette étude ainsi que par d’autres médiateurs chimiques tels que certains cytokines pro
inflammatoires que 1’organisme peut libérer apreés expositions aux toxiques tels que 1’oxyde
d’aluminium (Carole et Harve, 2011; Viviana, 2015).1’évaluation des paramétres biochimiques

présentent une augmentation significative de la glycémie chez les rats traités par 1’oxyde
d’aluminium par rapport aux rats témoins. Plusieurs études ont montré quand un organisme est
exposé a des substances toxiques des réactions émotionnelles dans le systéme limbique actif
I'hypothalamus pour produire la CRH ce dernier stimule 'hypophyse pour libérer 'ACTH qui est
une activateur des glandes surrénales pour la production et la sécrétion de cortisol
(Pourramzanzidesaraei et al., 2013). Le cortisol a de nombreuses actions dont certaines
conduisent a | 'élévation de la glycémie (Jacotot et Campillo, 2003),En conséquence, le glycogéne
hépatique est converti en glucose qui passe dans la circulation systémique (Eraslan, et al., 2007).

Les groupes traités par la combinaison oxyde plante presente une amilioration du taux
glucose ces resultats sont en accorde avec les resultats de Ouazeta et al..;2018 on explique ce
resultat par une  normalisation des taux plasmatiques d’insuline cette derniere a été observées
chez les rats traités par Atriplex. h qu’est I'une des plantes qui stimule les cellules B du pancréas
pour qu'elles libérent plus d'insuline.( Cela pourrait étre diie a la potentialisation de I'extrait sur la
sécrétion pancréatique d'insuline a partir des cellules B régénérées, ou a son action pour libérer
l'insuline liée des cellules B régénérées en inhibant les canaux K+ sensibles a I'ATP comme le
glibenclamide (Sunil ez al., 2012b).

En outre, les sels de chrome et de magnésium contenus dans A.H agissent comme cofacteur
de l'insuline pour faciliter I'entrée du glucose dans les cellules musculaires et adipeuses(Guerrro-

Romero et Rodriguez-Moran.,2005). En effet, les substances telles que polyphénols et
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flavonoides sont généralement reconnues par leurs effets hypoglycémiants (Mangambu et
al.,2014 ; Kim et al.,2006).

Les résultats de cette étude ont démontré une augmentation des taux des enzymes hépatique
(TGO, TGP et PAL) chez le groupe traité¢ par I’oxyde d’aluminium par rapport au groupe témoin.

Ces résulats est d'accord avec 1'¢tude de (Burham ,2006), qu'il observe que les valeurs
moyennes des enzymes sériques AST, ALT et ALP dans le groupe témoin positif ont augmenté¢ de
maniére significative par rapport au groupe témoin sain. A cet égard, des changements moléculaires
tels que des dommages a I'ADN et la suppression ou l'expression de génes peuvent se produire
dans les cellules hépatiques lorsque 1'animal modéle est exposé a des substances toxiques, le foie
est endommagé pour diverses raisons incluant les nécroses cellulaires hépatiques, I'hépatite, les
cirrhoses et 1'hépatotoxicité (Pratt et al., 2000), ces enzymes sont libérées dans le sang circulent le
plus souvent avant 1'apparition de signes cliniques.(Al-Habori et al.,2002).

Leur augmentation de ces enzymes est due principalement a leur fuite a travers le cytosol
hépatique et cardiaque et leur déversement dans le flot sanguin (Saba, 2010; Najafi et al., 2012).
Leur activité est proportionnelle au degré de dommages hépatiques (Sacoti, 2012).

L'administration préventive des extraits de /" Atriplex halimus entraine une réduction des taux
de l'alanine  aminotransférase ( ALT ) et de l'aspartate  aminotransférase
(Boulechfar et al.,2019).

Les résultats du taux des triglycérides et cholestérol chez les rats intoxiqués comparativement
aux témoins ont montré une hypertriglycéridémie hépatique induite par AL,O3 qui peut étre
expliqués par 1’excés de la syntheése des triglycérides hépatiques ou bien par la réduction de
I’hydrolyse des triglycérides par inhibition de I’enzyme lipolytique (Chiali ,2013).

ces résultats sont en bon chemin avec les résultats de ElI-Hussainy et al., 2016 qui ont trouvé
une augmentation des parametres cardiovasculaires (LDL, TG et Cholestérol) des rats traités par le

méme xenobiotique.

Administration orale de 1 /" Atriplex halimus a diminué¢ considérablement la cholestérolémie,
la lipidémie et le taux sérique des triglycérides chez (G5; G6). Cette correction des parameétres
lipidiques peut s’expliquer par I’amélioration de I’insulinorésistance et de la glycémie. Cet effet
hypolipidémiant s’explique également par la diminution de la synthése du cholestérol et des acides
gras et/ou la suppression de la mobilisation des acides gras(Benzait et Bennama.Missoum 2016) et
I’augmentation du catabolisme des LDL suivi par I’activation de la LCAT des lipases tissulaires
(Khanna et al ., 2002) et I’inhibition de I'acétyl-CoA carboxylase (Carty ,2001) suivie par la
production des précurseurs de triglycérides tels que 1’acétyl-CoA et le glycérol phosphate
(Eddouks et al., 2005).
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Nos résultats ont démontré une augmentation des bilirubine totale et directe chez le

groupe trait¢ G4 par ’oxyde d’aluminium par rapport au groupe témoin Gl. On peut
expliquer cette augmentation par une dysfonctionnement du foie et la vésicule biliaire est suspecté
c'est-a-dire un probléme au niveau de 1’étape qui permet 1’excrétion de la bilirubine dans la bile
(Vaishnav et al., 2015). Lors de la I¢sions hépatiques, des quantités anormalement €levées de la
bilirubine passent dans le sang et teintent les urines (Green et al., 2002).Elles existe sous 2 formes
principales: bilirubine libre, et apres transformation par le foie, la bilirubine conjuguée ou directe.
La bilirubine directe est excrétée dans la bile et dégradée dans I’intestin grele et le colon puis
évacuée dans les selles, 1’ensemble: bilirubine libre et bilirubine direct constitue la bilirubine totale.
(Green et al.,2005).

Les résultats ont montré une diminution de 1’albumine sérique chez les rats traités par I’oxyde
d’aluminium en comparaison avec le groupe témoin. L’albumine est une protéine sériques
synthétisée par le foie et son niveau sérique dépend de certains facteurs tels que I’état nutritionnel,
la fonction hépatique et les facteurs hormonaux (Lindi et Hyde., 2003). Les mémes résultats sont
enregistrés chez les groupes G5 et G6 comparativement au témoin donc la plante n’a pas donné une
amélioration et cela peut étre di a la courte durée du Co-traitement par 1’extrait.

L’administration de I’oxyde d’aluminium aux rats, provoque une hémato toxicité, il s’agit de
la diminution du nombre des globules rouges, du taux d’hémoglobine et d’hématocrite ainsi que
I’augmentation du nombre des globules blancs. ce résultat est en accord avec 1’étude d’Abdou et
Hassan (2014) qui ont montré la diminution de taux d'hémoglobine aprés la contamination des rats
par le SPION(nanoparticule d’oxyde de fer supermagnétique), et avec(Morsy et al., 2016) qui ont
montré une réduction des taux de globules rouges, de cellules souches hématopoiétiques et de
cellules sanguines.RBC, HCT et HGB qui pourrait étre due a l'interférence des NPs dans le
processus d'érythropoiése

La réduction des GR, d’HB et d’HT peut étre due a I’inhibition de I’érythropoicse,
I’hémosyntheése et a une augmentation du taux de destruction d’érythrocytes. La destruction des
organes hématopoiétiques a cause de la peroxydation des lipides érythrocytaires pourraient étre les
raisons possibles d'une telle réduction au niveaux hématologiques, (Celik et al., 2009),

Les résultats obtenus des rats du groupe G4 montrent une augmentation importante des
globules blancs cela est due a I’exposition au 1’oxyde d’aluminium parce qu’elle a stimulé les
fonctions immunitaires qui augmentent l'expression des marqueurs inflammatoires qui est initiée
par l'activation des macrophages dans la périphérie et les microglies et / ou les astrocytes dans SNC,

ce qui conduit a la libération de médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines. Ces
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composés dégagent la dilatation des vaisseaux sanguins afin de favoriser la migration des
leucocytes neutrophiles, (Duffield, 2003).

Effet des nanoparticules d’oxyde d’aluminium (AlI203) sur les métabolites secondaires :

1 Effet sur le teneur des lipides :

Nos résultats révelent une augmentation des lipides hépatiques chez les rats traités par
I’A1203 par rapport aux témoins, nos résultats n'ont d'accord pas avec (Grara, 2011) On peut
expliquer nos résultats que les nanoparticules peuvent induire un stress oxydatif au niveau
cellulaires. Ce stress peut perturber 1'équilibre des lipides et favoriser 1'accumulation de graisses
dans le foie. Cependant, il est important de noter que les effets spécifiques des nanoparticules sur le
métabolisme des lipides au niveau du foie peuvent varier en fonction de plusieurs facteurs.

2 Effet sur le teneur des protéines :

L’analyse des résultats a montré une diminution des protéines hépatiques chez les rats traités
par ’oxyde d’aluminium, nos résultats désaccord avec (Marisela et al ., 2003).et (Aounallahet,
2015).

On peut expliquer cette diminution que les nanoparticules peuvent interférer avec les
processus de synthése des protéines dans les cellules hépatiques. Elles peuvent inhiber I’expression
des genes impliqués dans la production de protéines hépatiques, ce qui entraine une diminution du
taux de protéines au niveau du foie. Certains types de nanoparticules peuvent avoir des effets
toxiques sur les cellules hépatiques, ce qui peut entrainer une altération de leur fonctionnement
normal, y compris la synthése des protéines.

3 Effet sur le teneur des glucides :

Les résultats obtenus montrent une diminution de la teneur hépatique en glucide chez les rats
traités par I’oxyde d’aluminium par rapport au témoin, nos résultat ne sont absolument pas d’accord
avec (Aounallahet, 2015). On peut expliquer cette diminution que les nanoparticules peuvent
interférer avec les voies métaboliques impliquées dans le métabolisme des glucides au niveau du
foie. Elles peuvent perturber 1’absorption, le stockage ou la libération du glucose, ce qui entraine
une diminution du taux de glucides hépatiques.

L’¢étude histologique menée sur le foie chez les rats exposés chroniquement au 1’oxyde
d’aluminium a montré une perte de 1’architecture trabéculaire (nécrose intralobulaire). Nos résultats
sont accord avec les travaux Babadi et al.,, 2012 effectués sur I'oxyde d’aluminium
I’hypertrophie du foie est la conséquence de I’accumulation de I’aluminium dans Ce tissu ou il peut
agir avec les groupements (- SH et — OH) des protéines ainsi que les acide gras insaturés (Nehru et

Anand, 2005 ; Guo et al ., 2009 ; Mahieur et al ., 2009).
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L'histoarchitecture du foie dans les groupes G5 et G6 a montré qu’il y a une légere
amélioration avec quelque altération structurale comme des tubules irrégulier et des assignés
irréguliers.

Les mémes résultats sont enregistrés chez les groupes G5 et G6 comparativement au témoin
donc la plante n’a pas donné une amélioration et cela peut étre di a la courte durée du Co-traitement

par I’extrait.

54



Conclusion générale




Conclusion générale

Conclusion générale:

Le travail présenté dans cette étude porte sur l'évaluation de I'hépato-toxicité des
nanoparticules qui est I'oxyde d'aluminium et 1’effet hépato-protectrice de 1’extrait des feuilles
d’Atriplex halimus administré chez le rat (Rattus Rattus) pendant 28 jours .I’étude phytochimique
montre que la plante a un teneur de polyphénols et de flavonoide et une activité antioxydants trés
important

Les nanoparticules d’oxyde d'aluminium ont provoquées des effets toxiques sur les poids
corporel, paramétres biochimiques, hématologiques, sur ’aspect histologique indiqués par les
résultats suivants :

-Le poids corporel : les résultats montrent :

Augmentation de poids corporel durant la période de traitement

-Les paramétres biochimiques : I'administration du 1'oxyde d'aluminium induit :
> Augmentation de concentration plasmatique en glucose, triglycérides et cholestérol.
» Augmentation de concentration sérique des activités des enzymes de TGO, TGP.
» Augmentation de concentration de bilirubine totale et directe, et phosphatase alcaline.
>

Diminution de concentration d'albumine.

- La fonction hématologique : 'administration du 1'oxyde d'aluminium provoque :
» Une diminution du nombre de globules rouges, du taux de I’hémoglobine, et du pourcentage
d’hématocrite.

» Une augmentation du nombre de globules blancs.
- Les métabolites secondaires : I'administration du l'oxyde d'aluminium provoque :

e Une diminution du taux des glucides et des protéines.

e Une augmentation du taux des lipides.

-L’étude histologique montre :
» Une structure anormale du foie.
Cependant I’administration de la plante Atriplex .halimus qui est une plante médicinale utilisée pour
la détoxification d'oxyde d'aluminium chez les rats intoxiqués par voie orale pendant une durée de
28 jours, induit une amélioration dans les expériences au niveau biochimiques, hématologiques et
histologique. Cette plante peut étre considérée comme un bon protecteur et régulateur suit au
dommage causé¢ par les effets d'oxyde d'aluminium.
A la fin on espére que notre étude sera suivie par d’autres travaux qui confirment I'effet an

Hépatotoxique de la plante médicinale Atriplex.
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A la fin on espére que notre étude sera suivie par d’autres travaux qui confirment 1’effets détoxifiant
des plantes médicinaux précisément 1’ Atriplex.

On espere d’éclaircir le mécanisme d’action moléculaire des nanoparticules d’oxyde d’aluminium
sur les différents organes.
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