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Abstract

This study falls within an experimental research approach aimed at exploring the
effectiveness of natural alternatives in preventing and mitigating the harmful effects induced
by pro-oxidant agents, using sodium nitrate (NaNQO3) as a representative example of these
compounds, which are widely used as food additives and known to generate systemic
oxidative stress, particularly affecting the lungs, heart, liver, and kidneys.

The main objective of this work is to evaluate the therapeutic and preventive potential
of the crude extract of Salvia rosmarinus (rosemary), in comparison with vitamin C, a
reference antioxidant, against the biochemical, hematological, and histopathological
imbalances induced by NaNOj3 exposure.

In vitro analysis results revealed that the S. rosmarinus extract possesses notable
antioxidant activity (ICso = 3.3 mg/ml in the DPPH test), comparable to that of ascorbic acid,
as well as significant anti-inflammatory effects, with 88% inhibition of protein denaturation at
5 mg/ml.

On a biochemical level, NaNO3 induced a marked imbalance in oxidative status,
evidenced by a significant decrease in GSH, catalase (CAT), and GST, along with an increase
in MDA levels in lung and liver tissues. These disruptions reflect intense lipid peroxidation
and a failure of endogenous enzymatic defenses. Administration of Salvia rosmarinus, either
preventively or curatively, significantly restored antioxidant parameters, rebalanced the redox
status, and reduced lipid damage—sometimes showing higher efficacy than vitamin C.

Hematologically, NaNOj3 exposure led to anemia and marked leukocytosis, indicative of
an acute inflammatory response. Treatment with S. rosmarinus corrected these anomalies,
demonstrating strong hematoprotective effects. Multi-organ histopathological examination
confirmed the severe lesions induced by NaNOj, with characteristic damage in the lungs
(congestion, infiltrates, alveolar rupture), kidneys (tubular dilation, glomerular congestion,
focal necrosis), liver (hepatocyte degeneration, portal congestion), and heart (disorganized
myocardial fibers and necrotic foci). The groups treated with S. rosmarinus showed
remarkable morphological improvements, indicating clear cytoprotection, particularly in
curative groups, thereby revealing regenerative potential post-injury.

In summary, this study highlights Salvia rosmarinus as a promising natural alternative
to vitamin C, with a wide range of biological activities: antioxidant, anti-inflammatory,
hematoprotective, and cytoprotective. Its application as a natural agent for preventing and
repairing oxidative stress-related damage of dietary origin appears both relevant and
scientifically substantiated.

Keywords: Salvia rosmarinus, sodium nitrate, oxidative stress, antioxidants, GSH,
GST, catalase, MDA, inflammation, hematology, histology, heart, lungs, liver, kidneys,
vitamin C, phytotherapy, cytoprotection.



Résumé

Ce travail s’inscrit dans une démarche de recherche expérimentale visant a explorer
l'efficacité d’alternatives naturelles dans la prévention et I’atténuation des effets délétéres
induits par des agents pro-oxydants, en prenant le nitrate de sodium (NaNOs) comme exemple
représentatif de ces composés, largement utilisés comme additifs alimentaires et connus pour
générer un stress oxydatif systémique, affectant particuliérement les poumons, le cceur, le foie
et les reins.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le potentiel thérapeutique et
prophylactique de I’extrait brut de Salvia rosmarinus (romarin), en comparaison avec la
vitamine C, antioxydant de référence, face aux déséquilibres biochimiques, hématologiques et
histopathologiques induits par I’exposition au NaNO:s.

Les résultats des analyses in vitro ont révélé que 1’extrait de S. rosmarinus possede une
activité antioxydante notable (ICso = 3,3 mg/ml au test DPPH), comparable a celle de 1’acide
ascorbique, ainsi qu’un effet anti-inflammatoire significatif, avec 88 % d’inhibition de la
dénaturation des protéines a 5 mg/ml.

Sur le plan biochimique, le NaNOs a provoqué un déséquilibre marqué du statut
oxydatif, se traduisant par une baisse significative du GSH, de la catalase (CAT) et de la GST,
accompagnée d’une élévation du MDA dans les tissus pulmonaires et hépatiques. Ces
perturbations traduisent une peroxydation lipidique intense et une défaillance des défenses
enzymatiques endogenes. L’administration de Salvia rosmarinus, en mode préventif ou
curatif, a permis une restauration significative des parametres antioxydants, rééquilibrant le
rapport redox et réduisant les dommages lipidiques, avec une efficacité parfois supérieure a
celle de la vitamine C.

Au niveau hématologique, 1’exposition au NaNOs a entrainé une anémie et une
leucocytose marquée, indicatrices d’une réponse inflammatoire aigu€. Le traitement par S.
rosmarinus a corrigé ces anomalies, témoignant d’un effet hématoprotecteur robuste.
L’examen histopathologique multi-organes a confirmé les atteintes séveres induites par le
NaNOs, avec des lésions caractéristiques au niveau des poumons (congestion, infiltrats,
rupture alvéolaire), des reins (dilatation tubulaire, congestion glomérulaire, nécrose focale),
du foie (dégénérescence hépatocytaire, congestion portale), et du cceur (désorganisation des
fibres myocardiques et foyers nécrotiques). Les groupes traités par S. rosmarinus ont présenté
une amélioration morphologique remarquable, traduisant une cytoprotection manifeste,
surtout dans les groupes curatifs, révélant ainsi un potentiel régénérateur post-agression. En
somme, cette étude met en évidence que Salvia rosmarinus représente une alternative
naturelle prometteuse a la vitamine C, avec un large spectre d’activités biologiques :
antioxydante, anti-inflammatoire, hématoprotectrice et cytoprotectrice. Son application en tant
qu’agent naturel de prévention et réparation des dommages li€s au stress oxydatif d’origine
alimentaire apparait pertinente et scientifiquement fondée.

Mots-clés :Salvia rosmarinus, nitrate de sodium, stress oxydatif, antioxydants, GSH,
GST, catalase, MDA, inflammation, hématologie, histologie, cceur, poumons, foie, reins,
vitamine C, phytothérapie, cytoprotection.
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Liste des abréviations

ROS : Espéces Réactives de I’Oxygene
Ach : Acétylcholine

AV : Auriculo-Ventriculaire

SA : Sino-Auriculaire

ECG : Electrocardiogramme

P : Dépolarisation auriculaire

QRS : Dépolarisation ventriculaire

T : Repolarisation ventriculaire

UV : Ultraviolet

ICso : Concentration Inhibitrice 50%

DTNB : Acide 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoique
TBA : Acide Thiobarbiturique

FNS : Formule Numération Sanguine
EDTA : Acide éthylénediaminetétraacétique

Na*: Ionsodium Cation monovalent Régulation du volume hydrique, transmission de
I’influx nerveux.

K*:  lon potassium Cation monovalent = Fonctionnement musculaire (surtout cardiaque),
équilibre acido-basique.

CI": Ion chlorure

ND : Non daté

Min : minute

. T%2 — Demi-vie biologique
Kel — Constante d'élimination
p (pression) — Pression partielle

. FAO — Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture



OMS — Organisation mondiale de la santé
ECG — Electrocardiogramme

ST — Segment ST

QT — Intervalle QT

S. d — Sans date
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Introduction

Introduction:

La sant¢ humaine demeure constamment exposée a une multitude de facteurs
pathogénes d’origine chimique, biologique ou environnementale. Parmi ceux-ci, le
déséquilibre oxydatif représente un mécanisme central dans la genése de nombreuses
affections aigu€s ou chroniques, touchant particuliérement les organes vitaux tels que les

poumons et le cceur (Valko et al., 2007).

L’accumulation excessive des especes réactives de I’oxygene (ROS) engendre un stress
oxydatif susceptible de rompre 1’homéostasie cellulaire, entrainant ainsi des altérations

moléculaires majeures et irréversibles (Sies, 2015).

Dans cette optique, plusieurs agents pathogénes et substances toxiques notamment les
métaux lourds (tels que le nickel et le cadmium), les pesticides, les polluants atmosphériques
(comme les particules fines et 1’ozone), ainsi que certaines infections virales respiratoires
séveres (a I’instar du SARS-CoV-2) sont reconnus comme de puissants inducteurs du stress
oxydatif, affectant en particulier les tissus pulmonaires et cardiaques (Miller et al., 2020 ;

Jaeschke et al., 2003).

Parmi les composés toxiques fréquemment rencontrés, le nitrate de sodium (NaNOs),
utilis€ couramment comme additif alimentaire et agent de conservation, constitue une source
préoccupante d’exposition chronique. Son ingestion prolongée ou a fortes doses a été associée
a divers effets toxiques systémiques, notamment a travers I’induction d’un stress oxydatif,
responsable de perturbations structurelles et fonctionnelles au niveau du foie, des reins, du

ceeur et des poumons (L’hirondel ef al., 2002 ; Ali et al., 2020).

Dans le cadre de cette étude, le nitrate de sodium est utilis€ comme modéle de toxine
environnementale afin d’évaluer ses effets délétéres sur les organes vitaux et d’examiner les

effets protecteurs potentiels d’un extrait végétal.

Face a de telles agressions, I’intérét scientifique croissant se porte sur I’utilisation de
solutions thérapeutiques d’origine naturelle, notamment les extraits de plantes médicinales
riches en composés bioactifs dotés de propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
cytoprotectrices. Parmi ces plantes, Salvia rosmarinus — plus connue sous le nom de romarin
— attire une attention particuliére. Cette espece aromatique, largement distribuée dans le

bassin méditerranéen, se distingue par sa richesse en polyphénols, flavonoides, et diterpenes
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phénoliques, tels que 1’acide carnosique, le carnosol et 1’acide rosmarinique, conférant a la
plante un potentiel pharmacologique considérable (Baba Aissa, 1999 ; Lopez-Jiménez et al.,

2020).

De nombreuses études expérimentales ont confirmé D’efficacité du romarin dans la
modulation des processus oxydatifs, la réduction de la peroxydation lipidique, ainsi que dans
la préservation de 1’intégrité des tissus soumis a divers agents toxiques ou infectieux (Yesil-

Celiktas et al., 2010).

Ces propriétés font de Salvia rosmarinus un candidat thérapeutique prometteur, aussi

bien en prévention qu’en intervention curative contre les atteintes oxydatives multiorganiques.

Dans cette perspective, le présent travail vise a évaluer le potentiel protecteur et curatif
de I’extrait de Salvia rosmarinus contre les effets pathologiques induits par le nitrate de
sodium, en mettant 1’accent sur les altérations observées au niveau des poumons et du cceur.
L’étude se divise en deux parties complémentaires : une partie théorique et une partie
expérimentale, ayant pour objectif I’analyse des effets bioactifs de I’extrait végétal contre les

atteintes toxiques liées au stress oxydatif.
* Partie théorique
Cette section comprend :

Une monographie botanique de Salvia rosmarinus, mettant en évidence sa composition

phytochimique et ses propriétés pharmacologiques.

Une fiche toxicologique détaillée du nitrate de sodium, incluant sa structure chimique,

ses voies d’exposition, ainsi que ses effets pro-oxydants.

Une synthese physiopathologique des organes cibles de 1’étude, a savoir le ceeur et les

poumons, en insistant sur leur sensibilité particuliére au stress oxydatif.
* Partie expérimentale
Cette section présente :

Les matériaux et méthodes utilisés, incluant les substances chimiques, I’extrait végétal,

les mod¢les biologiques, ainsi que les outils techniques mis en ceuvre.
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Le protocole expérimental, intégrant 1’induction de la toxicité par le nitrate de sodium,

I’administration de 1’extrait de romarin, et les différentes méthodes d’évaluation biochimique.

L’analyse des résultats expérimentaux, avec une interprétation détaillée des données
montrant 1’action antioxydante et cytoprotectrice de 1’extrait végétal face aux dommages

induits par le stress oxydatif.

A travers cette recherche, nous aspirons a contribuer a la valorisation des ressources
phytothérapeutiques locales, en les considérant comme des alternatives prometteuses dans le
champ de la médecine préventive et réparatrice, notamment dans le traitement des pathologies

liées au stress oxydatif.
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Chapitre 1 Salvia Rosmarinus

1. Saliva rosmarinus:

Le romarin (Saliva rosmarinus) est une plante aromatique vivace de la famille des
Lamiaceas , originaire de la région méditerranéenne, mais aujourd’hui largement répandue a
travers le monde. Cette plante en forme d’arbuste, pouvant atteindre deux meétres, est
reconnue pour son parfum caractéristique. Elle est utilisée en cuisine comme épice, dans
I’industrie alimentaire comme conservateur naturel, ainsi que comme plante ornementale et
médicinale (de Oliveira et al., 2019). L’intérét scientifique pour Saliva rosmarinus s’est accru
ces derniéres années, en raison de ses propriétés thérapeutiques et de 1’amélioration des
techniques d’extraction de ses composés bioactifs. Ces derniers possedent diverses activités
biologiques :  anti-inflammatoires,  antioxydantes, anticancéreuses  potentielles,
neuroprotectrices, et régulatrices des troubles métaboliques (Meziane et al., 2024). En 2017,
sa classification botanique a été révisée, passant du genre Rosmarinus a Salvia, sur la base
d’études génétiques et moléculaires confirmant son appartenance phylogénétique a ce dernier

(Drew et al., 2017).

Figure 01: romarin (Salvia rosmarinus) (Drew et al.,2017).

1-1 Origine du nom:

Le romarin est connu dans le monde arabe sous plusieurs appellations vernaculaires. Sur
le plan scientifique, il porte les noms suivants : Saliva rosmarinus Schleid., et Rosmarinus
angustifolius Mill.(Aboelhamd et al., 2025). Parmi ses noms communs figurent : Romarin,
Encensier, Herbe aux couronnes ou Compass plant (The Herb Societyof America, 2009). Le
nom scientifique Saliva est dérivé du mot latin salveo, qui signifie « guérir » ou « soigner »,

en référence aux propriétés médicinales attribuées a certaines plantes de ce genre. L’épithete
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spécifique rosmarinus signifie « rosée de la mer », en lien avec 1’habitat naturel de cette

Salvia Rosmarinus

espece, généralement situé a proximité des zones cotieres (Drew et al., 2017).

-Nom en arabe :Juall JaiS)

-Nom en francais (nom scientifique) : Saliva rosmarinus

-Nom en anglais : Rosemary

- Nom en amazigh : Azir, Ayazir ou Touzala (Hakim, Aziz & Karmo, 2013).

1-2 Caractéristique

Le romarin est classé selon le tableaO1

Tableau 01: Classification du romarin (Andrade ef al.,2018).

Regna Plantae
Divisions Magoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Saliva
Espéce Saliva rosmarinus

Période de floraison

Février a Avril

Couleur des fleurs Bleu/Mauve
Exposition Soleil
Hauteur 150 cm

Habitat et origine

Saliva rosmarinus , communément
appelé romarin, est une espece arbustive
vivace appartenant a la famille des
Lamiaceae. Originaire des zones arides et
rocheuses du bassin méditerranéen, il
s’adapte particuliérement aux sols bien
drainés et aux expositions ensoleillées.

Grace a sa tolérance modérée a la
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sécheresse et a sa préférence pour les
climats tempérés, il est aujourd’hui
largement cultivé dans plusieurs régions
du monde présentant des hivers doux.
Cependant, dans les zones a hiver
rigoureux, notamment dans les climats
nordiques, sa culture est généralement
annuelle ou confinée a des pots protégés,

en raison de sa faible résistance au gel.

1-3 Description botanique :

Le romarin est un arbuste vivace qui atteint généralement une hauteur de 0,6 a 2 metres
(soit environ 2 a 6,5 pieds). Ses feuilles vert foncé, brillantes, sont nombreuses, opposées,
sessiles et linéaires, mesurant environ 3,5 cm de long et 2 a 4 mm de large. Elles sont coriaces
et présentent des bords enroulés. Les petites fleurs bleudtres apparaissent en grappes axillaires
et attirent les abeilles. Le romarin est relativement résistant a la plupart des ravageurs et
maladies des plantes, bien qu’il soit sensible a I’oidium, en particulier dans les climats
humides, et qu’il serve souvent d’hote aux cicadelles mousseuses (Shylaja &Peter, 2021).
Ses graines sont de couleur brune. Le romarin (Saliva rosmarinus) se reproduit sexuellement
par les graines, qui sont semées en automne. Il se reproduit également de manicre végétative
par bouturage des extrémités ou des segments moyens, ainsi que par marcottage,

généralement au printemps ou en automne (Hawa, 2013).

Figure 02 : A-Fleurs, B-Feuilles, C-GrainesSaliva rosmarinus (Drew et al., 2017).
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1-4 Domaines d'application du romarin
1.4.1 Utilisations alimentaires

Le romarin (Saliva rosmarinus) joue un role important dans la cuisine traditionnelle
méditerranéenne (Veenstra& Johnson, 2021). ou ses feuilles sont largement utilisées pour la
préparation de tisanes. La saveur amere et astringente de ses feuilles fraiches ou séchées
permet de rehausser le golt d’une grande variété¢ d’aliments, notamment : poissons, viandes,
volailles, soupes, ragoits, sauces, vinaigrettes, conserves et confitures. De plus, lorsque les
feuilles de romarin sont briilées, elles dégagent une odeur caractéristique semblable a celle de
la moutarde, ce qui en fait un choix populaire pour aromatiser les aliments lors des barbecues.
Dans un contexte plus moderne, le potentiel du romarin est actuellement exploré pour le
contrdle des amines biogenes dans les matériaux d'emballage alimentaire, ce qui reflete
I’évolution de ses usages vers des solutions plus innovantes en matiére de conservation des
aliments. Le romarin se distingue également par son efficacité en tant que composé
antioxydant et antimicrobien, contribuant ainsi a prévenir 1’oxydation des lipides, ce qui
permet de prolonger la durée de conservation des produits alimentaires tout en préservant leur

qualité¢ (Meziane et al., 2024).
1-4-2 Utilisations Cosmétiques :

Le romarin est utilisé dans I'industrie des cosmétiques, notamment dans la fabrication de
savons, shampoings et parfums. Il entre également dans la composition de crémes cutanées
anti-rides et de produits de protection solaire. Ces applications sont principalement attribuées

a ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires remarquables (Meziane et al., 2024).
1-4-3 Utilisations du romarin en médecine traditionnelle et moderne:

Le romarin est d’'une grande importance dans le domaine médical. Il est utilis¢é comme
carminatif et stimulant de la circulation sanguine (Pardo-de-Santayana et al.,2020). Ses
feuilles sont traditionnellement employé€es pour leurs propriétés antibactériennes et
antispasmodiques. Elles sont administrées par voie orale pour traiter les troubles digestifs, et
en application externe pour soulager les douleurs rhumatismales et les troubles circulatoires
(Abu-Janah & Al-Mihishi, 2020 ). L’huile essentielle de romarin peut également améliorer les
fonctions cognitives. Elle est utilisée comme cholagogue, diaphorétique, digestive, diurétique,

régulatrice du cycle menstruel, laxative et tonique général. Elle est aussi indiquée dans le
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traitement des céphalées, des troubles menstruels, de la fatigue, de la faiblesse de mémoire,
des entorses et des ecchymoses ( Hameed& Mohammed,2017 ). Le romarin montre aussi une
capacité a réduire la formation des especes réactives de 1’oxygene (ROS) lors de 1’exposition
aux rayons ultraviolets (UV), et il est utilisé dans le traitement de 1’alopécie , la cicatrisation

des plaies, I’hépatotoxicité, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Macedo et al., 2020).
1-5 Composant actifs
1-5-1. Huiles essentielles :

Les huiles essentielles de Saliva rosmarinus sont extraites des feuilles et des sommités
fleuries (E1 Aghouani,2024). l'aide de différentes techniques telles que le dioxyde de
carbone supercritique, I’hydrodistillation, ou I’extraction assistée par micro-ondes, entre
autres. La quantité d’huile extraite varie selon 1’age de la plante et la saison de récolte. Le
volume d’huile essentielle est généralement exprimé en 10 ml/kg de plante séche. Les
principaux constituants de 1’huile essentielle sont : 1,8-Cinéole (Eucalyptol), Camphre, o-

Pinéne, Bornéol,a —Terpinéol.B-Pinéne . Camphene(Aziz et al., 2021).
Tableau 02 : Composition des Huiles Essentielles de romarin

"Sachant que ces proportions sont susceptibles de varier en fonction des

conditions."(Elyemni et al., 202).

La composé La concentration de (nom du composé) %
1,8-Cinéole 12.2
Camphre 14.6
Bornéol 10.6
a —Terpinéol 52
a-Pinene 5.4
Camphéne 7.2
B-Pinéne 8.5

1-5-2 Acides phénoliques :

Le romarin est une source riche en acides phénoliques. Parmi les composés les plus

importants figurent I’acide rosmarinique, I’acide caféique et I’acide carnosique, connus pour

10
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leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (GhasemzadehRahbardar &

Hosseinzadeh, 2020 ).
1-5-3. Composés phénoliques diterpéniques :

Egalement appelés lactones diterpéniques, ces composés constituent une fraction
bioactive majeure du romarin. Parmi les plus importants figurent : /’acide carnosique, le
carnosol, [’acide rosmarinique, [’acide ursolique, I’acide oléanolique et [’épirosmanol. Ces
molécules sont reconnues pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

remarquables (Ghasemzadeh Rahbardar & Hosseinzadeh, 2020).

1-5-4. Autres constituants :
Le romarin contient également d'autres composés tels que les tannins, saponines et résines,
ainsi que des substances inorganiques comme les ions de sodium, calcium, potassium,

magnésium, chlorure, nitrate, phosphate et sulfate (Meziane et al., 2024).
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Figure 03: Phyttocompounds present in Saliva rosmarinus(de oliveira ez al., 2019).

1-6 Répartition du romarin en Algérie :

Le romarin (Salvia rosmarinus) est une espéce originaire de la région méditerranéenne,
largement répandue en Algérie, notamment dans les zones semi-arides et arides. Il pousse
naturellement dans les régions montagneuses et rocheuses, en particulier dans les monts des
Aures comme Batna et Khenchela, ainsi que dans 1’Atlas tellien (Tébessa, Blida) et I’ Atlas

saharien (El Bayadh, Laghouat). On le retrouve également sur les Hauts Plateaux, tels que

11
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Sétif et M’Sila, ainsi que dans le Nord-Est algérien comme Jijel et Béjaia, et dans le Sud-
Ouest du pays, notamment a Béchar et Tindouf. Cette abondance est due a sa grande capacité
d'adaptation aux sols pauvres et aux conditions climatiques rigoureuses, ce qui en fait ’'une
des espéces aromatiques et médicinales dominantes en Algérie. Sa flexibilité écologique et sa
large répartition soutiennent son utilisation traditionnelle dans la médecine populaire a travers

les différentes régions du pays (Mostefai, A., Meziane, H., & Bouazza, M., 2015).

SPAIN Z Mediterranean Sea SICILY

=
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LIBYA

so

MAURITANIA Hogyar

MALS NIGER

Figure 04: Carte montrant les points de répartition du romarin en Algérie (01, ,02.03
désignent les plaines orientales ; K1, K3 désignent 1’ Atlas Tellien ; H1, H2 désignent les
Hauts Plateaux ; SM désigne les régions sahariennes) (Quézel & Santa, 1962-1963).

1-7 Répartition mondiale du romarin :

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une plante d’origine méditerranéenne, poussant
spontanément dans le bassin méditerranéen, depuis le Portugal et I’Espagne a 1’ouest jusqu’a
la Turquie a I’est, et du Maroc oriental, en passant par 1’Algérie, la Tunisie et la Libye,
jusqu’a la Cyrénaique au sud (Makhloufi, 2009 ; Zaouali et al., 2003). En raison de ses
multiples utilisations médicinales, aromatiques et culinaires, cette espéce s’est largement
diffusée en dehors de son aire d’origine, et est aujourd’hui cultivée dans de nombreuses
régions du monde bénéficiant d’un climat tempéré ou semi-aride similaire a celui du bassin
méditerranéen (Quézel & Meédail, 2003 ; Madadori, 1982). La culture du romarin est
¢galement présente en Europe centrale et septentrionale (comme le Royaume-Uni et la
Bulgarie), dans les iles de 1’Atlantique (Agores, Madére, Canaries), ainsi qu’aux Etats-Unis,
en Amérique centrale et du Sud, et en Australie. On retrouve également sa culture dans

certaines régions de I’Asie du Sud, notamment dans les zones montagneuses de I’Inde

12
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(Messaili, 1995 ; Makhloufi, 2009). Sa large capacit¢ d’adaptation s’explique par ses
caractéristiques écologiques, qui lui permettent de croitre dans des sols pauvres et rocailleux,

et de résister a la sécheresse ainsi qu’aux températures élevées.

Figure 05 : Carte montrant la répartition du romarin dans le monde (Gonzalez-Minero

et al., 2020).
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1- Définition du nitrate de sodium:

Le E251 (nitrate de sodium) est le composé chimique de formule NaNOs. Ce sel de
nitrate de métal alcalin est également connu sous le nom de salpétre du Chili (dont de grands
gisements ont été historiquement exploités au Chili) pour le distinguer du salpétre ordinaire,
le nitrate de potassium. La forme minérale est également connue sous le nom de nitratine,
nitratite ou nitre de soude. Le E251 (nitrate de sodium) est un solide blanc déliquescent tres
soluble dans I'eau. Le E251 (nitrate de sodium) est une source facilement disponible de I'anion
nitrate (NOs"), qui est utile dans plusieurs réactions réalisées a 1'échelle industrielle pour la
production d'engrais, de produits pyrotechniques, de bombes fumigenes et d'autres explosifs,
d'émaux de verre et de poterie, de conservateurs alimentaires (en particulier les viandes) et du
propergol solide pour fusée. Le E251 (nitrate de sodium) a été largement extrait a ces
fins(ATAMAN CHEMICALS, n.d). Le Comité mixte FAO/OMS d’experts sur les additifs
alimentaires a fixé une dose journaliére acceptable & un maximum de 3,7 mg d’ion nitrate

(NOs) ou 5 mg de nitrate de sodium/kg de poids corporel. (World Health Organization, 1995)

Serpciivayye itTrate

Reagent

Figure 6 : Nitrate de sodium
2- La dose létale du nitrate de sodium :

La dose létale (DL) est définie comme la quantité d'une substance susceptible de
provoquer la mort d’un organisme vivant. Elle est le plus souvent exprimée par la DLso,
représentant la dose induisant le décés de 50 % des sujets expérimentaux, et constitue un
parametre clé dans 1’évaluation de la toxicité aigué d’un composé. Ainsi, plus la DLso est

faible, plus la toxicité de la substance est élevée (OECD, 2001).
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Dans le cas du nitrate de sodium (NaNQO:s), la DLso orale varie selon 1’espéce, la voie
d’administration et les conditions expérimentales. Chez le rat, elle est estimée a environ
1267 mg/kg, bien que d'autres sources rapportent des valeurs comprises entre 343 et
3 500 mg/kg selon les souches animales testées (TOXNET ; Gosselin et al., 1984 ; OECD,
2001). Ces valeurs traduisent une toxicité modérée, justifiant le recours a des doses sublétales
dans les expérimentations animales, afin d’éviter une 1étalité aigué tout en induisant des

altérations physiopathologiques mesurables, telles que le stress oxydatif.

Il convient de noter que la valeur souvent citée de 150 mg/kg/jour pour le nitrate de
sodium ne correspond pas a une dose létale, mais plutdt a la limite maximale d’addition
autorisée dans certains produits alimentaires transformés. Cette quantité, bien que
potentiellement préoccupante a long terme, ne représente pas une dose mortelle en soi
(OECD, 2001).

3 - Représentation de la structure chimique

@

Figure 7 : Structure chimique du nitrate de sodium (PubChem, n.d.)

Tableau 03:Propriétés physiques et chimiques du nitrate de sodium(Laue et al., 2012)

Propriétés Valeur / Donnée
Nom chimique Nitrate de sodium (Sodium Nitrate)
Formule chimique NaNOs
Masse molaire 85.00 g/mol
Propriété 7631-99-4

Salpétre du Chili, Nitrate chilien (Chile
Autres noms
saltpeter, Chilean nitrate)

Enthalpie de formation AHf -466.8 kJ/mol

Enthalpie de fusion AHfus +15.7 kJ/mol

16




Chapitre 02

du nitrate de sodium

Point de fusion

306.8 °C

Transition de phase cristalline

Vers le groupe Dssd vers ~275 °C

Phase cristalline

Cristaux trigonaux incolores

Groupe d'espace (a 25 °C) Desd
Densité a 25 °C 2.261 g/cm?
Capacité calorifique Cp(298K) 93.1 J/mol-K

Indice de réfraction (a 589 nm)

nw = 1.587 ,ne =1.336

Hydratation

Ne forme pas de phases hydratées

Hygroscopicité

Hygroscopique

Solubilité dans 1'eau (a 25 °C)

92.1 g/100 g d'eau

Enthalpie de dissolution a dilution infinie

+20.5 kJ/mol

Solubilité dans I’ammoniac liquide

Forme NaNOs-4NHs en dessous de -42 °C

Solubilité dans le méthanol anhydre (a 25 °C)

2.8% en poids

Stabilité thermique du nitrate fondu dans l'air

Stable jusqu’a 500 °C

Libération d’oxygene et formation de nitrite

de sodium

Entre 600 et 750 °C, avec atteinte de

I’équilibre

Décomposition thermique du nitrite

Se décompose apres formation

Formation de nitrite dans les nitrates alcalins

Présente a partir de 300 °C

Pouvoir oxydant en solution aqueuse

Faible ; réduit en ammoniac par hydrogéne

naissant

4- Nitrate de sodium synthétique

La méthode la plus importante pour la production de nitrate de sodium synthétique est
la réaction des gaz résiduaires provenant des installations d’acide nitrique avec une solution
d’hydroxyde de sodium ou de carbonate de sodium. Cette méthode vise cependant
principalement a I’épuration des gaz résiduaires (€limination des oxydes d’azote) plutdt qu’a

la production de nitrate et de nitrite.

L’absorption des gaz résiduaires donne initialement un peu de nitrate de sodium et des
quantités plus importantes de nitrite de sodium. Les réactions qui produisent uniquement du

nitrite :

2 NaOH + NO: + NO — 2 NaNO: + H.0
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Na.COs + NO2 + NO — 2 NaNO: + CO2

Progressent plus rapidement que les réactions qui produisent a la fois nitrite et nitrate :
82 NaOH + 2 NO2 — NaNOs + NaNO: + H20

Na:CO; + 2 NO2 — NaNOs + NaNO: + CO:

Le processus d’absorption a contre-courant a lieu dans des colonnes en acier inoxydable
18-8 connectées en série. Dans 1’absorption avec le carbonate de sodium, les colonnes sont
remplies d’anneaux en céramique ; des anneaux en fer sont utilisés pour I’absorption avec
I’hydroxyde de sodium. Une solution alcaline fraiche est introduite dans la derniére colonne.
Le liquide est transféré par lots dans les colonnes successives, et finalement retiré avec une
teneur d’environ 500 g/L de nitrate et de nitrite de sodium. Le liquide produit contient a la fois

du nitrate et du nitrite, méme si 1’¢élimination du nitrite est appliquée.

Le nitrite est décomposé par inversion avec de I’acide nitrique a 50 °C dans une colonne

en acier 18—8 avant la récupération du nitrate :
3 NaNO: + 2 HNOs; — 3 NaNOs + 2 NO + H.0

Le monoxyde d’azote hautement concentré peut étre utilisé pour synthétiser d’autres
composés (par exemple, I’hydroxylamine) ou peut étre renvoyé a I’installation d’acide
nitrique. Le monoxyde d’azote résiduel est éliminé de la solution inversée avec de la vapeur
ou de I’air a environ 100 °C. La solution est ensuite neutralisée avec du carbonate de sodium
ou de I’hydroxyde de sodium, passée a travers un filtre pré-couché, et concentrée par lots dans
des évaporateurs en fer a plusieurs étages. Le premier étage fonctionne a 100-120 °C (p =
120-150 kPa dans 1’espace vapeur). La solution obtenue ne doit pas cristalliser et doit encore
dissoudre les dépots salins formés dans le second étage. Le second étage fonctionne sous vide
(p = 10-20 kPa) a 65-75 °C ; le produit est concentré pour former une boue contenant environ
20 % de nitrate de sodium précipité. Les cristaux sont séparés dans une centrifugeuse sans
refroidissement. Selon la qualité requise, ils sont lavés plus ou moins intensément a 1’eau
froide. Le nitrate de sodium issu de la centrifugeuse a une teneur en humidité de 2-3 % en
masse et est séché a environ 0,1 % d’humidité dans des tambours chauffés par des gaz de

combustion. Le produit est séché, refroidi et stocké dans des silos.
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La liqueur meére provenant de la centrifugation est recyclée vers le premier étage
d’évaporation avec I’eau de lavage. Le rejet de la liqueur n’est nécessaire que si 1’alcali utilisé
contient plus de chlorure que ce qui est permis par les normes de qualité du nitrate de sodium.

En conséquence, le processus ne produit généralement pas d’eaux usées(Laue et al., 2012).
5- Sources et utilisations du nitrate de sodium

Le nitrate est le contaminant chimique le plus courant dans les aquiféres
souterrains du monde (Spalding & L'aner, 1993). La majorité de I’apport en nitrate chez
I’individu provient des légumes, en particulier des épinards, de la laitue et de la betterave

rouge (Susin et al., 2006; Tamme et al., 2006).

Les engrais azotés utilisés dans les zones agricoles constituent la source principale ;
cependant, I’azote issu des déchets humains semble étre la source la plus importante dans les
zones urbaines dépourvues de systémes centralisés d’approvisionnement en eau et
d’assainissement adéquats (Ward et al., 2005). Le nitrate peut s’infiltrer dans le sol et

persister dans les eaux souterraines pendant plusieurs décennies (Spalding & Exner, 1993).
Les effets nocifs sur ’organisme peuvent étre causés par :
« les aliments contenant des additifs alimentaires (colorants, conservateurs) ;

e les produits ou substances alimentaires individuelles (protéines, acides aminés)

obtenus par synthése chimique ou microbiologique ;

e les produits agricoles issus de 1’utilisation irrationnelle d’engrais ou d’eaux

d’irrigation ;

e les produits d’¢levage (bétail et volaille) obtenus a partir d’aliments, d’additifs
alimentaires ou de conservateurs mal utilisés (additifs azotés minéraux ou non protéiques,

stimulants de croissance, antibiotiques, préparations hormonales, etc.) ;

\

e les substances nocives ayant migré vers les aliments a partir d’équipements

alimentaires, d’ustensiles, d’inventaires, d’emballages, etc. ;

e les substances nocives formées dans les produits alimentaires (appelées impuretés

d’origine endogene) en raison d’un traitement thermique, ébullition, rotissage, etc. ;
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eles produits contenant des métabolites de champignons microscopiques
(mycotoxines), formés en raison du non-respect des exigences sanitaires liées aux

technologies de production et de stockage des produits ;

e les produits contenant des substances nocives ayant migré de 1’air atmosphérique, du

sol ou de I’eau (Yerucham et al., 1997).

6- Toxicocinétique des nitrates dans I’organisme
Absorption, distribution et excrétion

Chez I’homme, le nitrate ingéré est rapidement absorbé au niveau de l’intestin gréle
proximal et distribué dans tout le corps. Il atteint ensuite le colon via la circulation sanguine,
ou il est rapidement transformé en nitrite, un composé tres réactif, en partie par les micro-
organismes fécaux. Le nitrite formé est réabsorbé dans le sang et réagit avec le fer ferreux
(Fe*") de la désoxyhémoglobine, formant de la méthémoglobine contenant du fer ferrique

(Fe*"), incapable de transporter I’oxygene (ATSDR, 2001).

Les nitrates sont rapidement métabolisés dans le foie en métabolites dénitrés et en
nitrites inorganiques, qui sont ensuite excrétés dans les urines. Environ 60 a 70 % de la dose
de nitrate ingérée est ¢liminée par voie urinaire dans les 24 premieres heures. Environ 25 %
sont excrétés dans la salive par un systéme actif de transport du nitrate sanguin, et peuvent
étre réabsorbés. La demi-vie des nitrates est généralement inférieure a une heure, tandis que

celle de leurs métabolites varie entre 1 et 8 heures (HSDB, 2001).

Le nitrate est concentré dans la salive, ou une partie est réduite en nitrite par les nitrate-
réductases bactériennes. Des chercheurs ont examiné si I’ingestion de nitrate inorganique
influencgait les niveaux de nitrite et de S-nitrosothiols, considérés comme des réservoirs
circulants de NO. Aprés ingestion de nitrate de sodium (10 mg/kg), les concentrations de
nitrate ont fortement augmenté dans la salive, le plasma et ['urine. Les niveaux salivaires de
S-nitrosothiols ont aussi augmenté, mais ceux du plasma sont restés stables. Une
multiplication par quatre du nitrite plasmatique a été observée, mais cette augmentation a été
évitée lorsque les sujets n’avalérent pas leur salive, ce qui montre I’origine salivaire du nitrite
plasmatique. Ces résultats suggerent que le nitrate est un substrat pour la génération
systémique de nitrite, et qu’il existe des voies pour la réduction de celui-ci en NO (Lundberg

et Govoni, 2004).
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Chez les moutons, le nitrite est rapidement éliminé du plasma (T%2 = 0,49 h). Trois
heures apres administration, 1’ion nitrite a disparu du plasma, tandis que du nitrate est apparu.
Apres administration intraveineuse de nitrite ou de nitrate, les paramétres cinétiques €taient
similaires (Kel = 0,15 h™"). L’excrétion urinaire du nitrite représentait environ 0,29 % + 0,22
de la dose administrée, tandis que celle du nitrate était de 13,80 % + 5,78 (apres nitrite) et
16,12 % =+ 6,95 (apres nitrate). L’¢élimination rapide du nitrite semble due a sa conversion en
nitrate, confirmé par des parameétres cinétiques similaires dans les deux cas (Lewicki et al.,

1994).

Le nitrate de sodium est pour 1’essentiel rapidement absorbé et excrété inchangé apres

ingestion orale (Gosselin et al., 1984).

7- Métabolisme / Métabolites

La transformation des nitrates en nitrites se produit généralement dans le tractus
digestif. Le nitrite constitue un produit intermédiaire dans la réduction des nitrates en
ammoniac dans le rumen des moutons et des bovins. Il semble qu’au-dela d’une certaine
concentration de nitrate, la vitesse de réduction du nitrite en ammoniac devient limitante,
entrainant une accumulation de nitrite. Le risque d’intoxication par les nitrates est considéré

comme faible si les nitrates sont rapidement réduits en ammoniac dans le rumen (Clarke et

al., 1981).

Une réduction bactérienne des nitrates en nitrites dans 1’estomac humain a été rapportée,
et la N-nitrosodiphénylamine a ¢été¢ identifiée dans le contenu gastrique de 31 sujets humains

ayant recu du nitrate de sodium et de la diphénylamine par voie intragastrique (Searle, 1976).

Lorsque des bactéries sont présentes et que I’environnement est anaérobie, les nitrates
peuvent étre réduits en nitrites. Ce processus se déroule principalement dans la bouche et
I’estomac, mais la formation de nitrites dans le gros intestin et la vessie (en cas d’infection
urinaire) peut également présenter un intérét toxicologique. Dans certaines conditions, les
bactéries peuvent ensuite réduire le nitrite en azote. Dans le sang, le nitrite transforme
I’hémoglobine en méthémoglobine, tout en étant oxydé en nitrate. Normalement, la
méthémoglobine est reconvertie progressivement en hémoglobine par des réactions
enzymatiques. Le nitrite posséde aussi des propriétés vasodilatatrices, probablement par

conversion en oxyde nitrique (NO) ou en une molécule contenant du NO jouant un rdle de
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signal dans la relaxation du muscle lisse. Le nitrite se transforme facilement en agent nitrosant
dans un milieu acide, et peut réagir avec divers composés, tels que 1’acide ascorbique, les
amines et les amides. La nitrosation peut é¢galement étre médiée par des bactéries, notamment
dans I’estomac. Certains produits de réaction sont cancérigénes, comme la plupart des

nitrosamines et nitrosoamides (IPCS, 1996).

Les sels de nitrate, en tant que tels, ne sont pas plus toxiques que d’autres sels neutres,
mais s’ils ne sont pas rapidement absorbés, ils peuvent étre réduits en nitrites par des bactéries

intestinales (Gosselin ef al., 1984).

L’ingestion d’une certaine quantité de nitrates et de nitrites fait naturellement partie du
cycle de I’azote chez ’humain. La conversion des nitrates en nitrites peut se produire in vivo
dans le tractus gastro-intestinal sous des conditions appropriées, ce qui augmente
considérablement leur potentiel toxique. La voie métabolique principale des nitrates consiste
en leur conversion en nitrites, puis en ammoniac. Les nitrates, nitrites et leurs métabolites sont

¢liminés par voie urinaire (T3DB, L1137).

8-Mécanisme d'action

Il existe chez I’homme un cycle azoté endogeéne actif impliquant le nitrate et le nitrite,
deux composés interconvertibles in vivo (IARC, 2010). Des agents nitrosants (Nitrosating
agents) sont produits a partir du nitrite dans des conditions gastriques acides ; ils réagissent
facilement avec des composés nitrosables, en particulier les amines secondaires et les amides,
pour former des composés N-nitrosés (N-nitroso compounds). Ces conditions nitrosantes sont
renforcées apres I’ingestion de quantités supplémentaires de nitrate, de nitrite ou de composés
nitrosables. Certains des composés N-nitrosés pouvant se former chez I’humain dans ces

conditions sont reconnus comme cancérogenes (IARC, 2010).

Le principal mécanisme de toxicité du nitrite réside dans sa capacité¢ a oxyder le fer
ferreux (Fe?*) de I’hémoglobine désoxygénée en fer ferrique (Fe**), conduisant a la formation
de méthémoglobine (Methemoglobin), une forme incapable de transporter 1’oxygene

(ATSDR, 2001).

Les principales préoccupations liées a une exposition chronique au nitrate et au nitrite
sont associées a la formation de composés nitrosés, dont la majorité sont cancérogenes. Ces

réactions peuvent avoir lieu dans tout site ou coexistent nitrite et composés nitrosables, mais
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elles sont favorisées par un environnement acide ou la présence de certaines bactéries. Le
tractus gastro-intestinal, et en particulier I’estomac, est considéré comme le principal site de
formation, mais des réactions de nitrosation peuvent également se produire dans la vessie en

cas d’infection (IPCS, 1996).

Les nitrates peuvent étre réduits en nitrites, lesquels peuvent ensuite réagir avec des
amines ou des amides pour former des composés N-nitrosés, contenant le groupe fonctionnel
(=N-N=0). Ces composés sont connus pour é&tre cancérogenes chez un large éventail
d’espéces animales, la plupart étant mutagénes dans des systémes d’essai, et certains ayant
montré des effets tératogénes chez les animaux. Il est fortement probable que ces composés
soient également cancérogenes chez I’homme. Par conséquent, I’exposition aux composés N-
nitrosés et a leurs précurseurs (nitrite, amines et amides) devrait étre réduite autant que

possible (European Chemicals Bureau, 2000).

TOXIC MECHANISMS OF NITRATES

Nitrites are absorbed from the intestine into the blood, oxidize
iron hemoglobin blood, turning it into an inactive
methemoglobin

Inside the colon q
nitrates under the [ T
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Figure 8:Mécanismes toxiques des nitrates de sodium (Sataieva et al., 2018)
9- Symptomes
1. Exposition par inhalation
Toux. Irritation de la gorge.
2. Exposition cutanée
Rougeur.

23



Chapitre 02 du nitrate de sodium

3. Exposition oculaire
Rougeur. Douleur.
4. Exposition par ingestion

Douleurs abdominales. Cyanose des lévres, des ongles et de la peau. Convulsions.
Diarrhée. Etourdissements. Céphalées. Difficultés respiratoires. Confusion. Nausées. Perte de
conscience. L’intoxication par les nitrates et les nitrites provoque une méthémoglobinémie.
Les symptomes incluent la cyanose, les troubles du rythme cardiaque, I’insuffisance
circulatoire et des effets progressifs sur le systéme nerveux central. Ces effets neurologiques
peuvent aller d’un simple étourdissement et une léthargie jusqu’au coma et aux convulsions

(ICSCs, 2001 ; T3DB, 2024).
10-L'effet toxique du nitrate de sodium sur les poumons

Lorsqu’ils sont ingérés, les nitrates sont convertis en nitrites dans le systeme digestif,
puis absorbés dans le sang, ce qui conduit a la formation de la méthémoglobinémie. Certaines
études récentes ont indiqué une prévalence élevée (de 40 % a 82 %) des cas d'infections
aigués des voies respiratoires chez les enfants consommant de I'eau contenant une

concentration élevée en nitrates.

L’action essentielle dans la formation de la méthémoglobine est 1’oxydation de 1’ion
ferreux (Fe*) en ion ferrique (Fe*'). Cette oxydation peut survenir de ’'une des manicres
suivantes : par l’action directe d’un oxydant, par I’action d’un donneur d’hydrogene en

présence d’oxygene, ou par auto-oxydation.

En présence de nitrites, I’ion ferreux de 1’hémoglobine est directement oxydé a 1’état

ferrique.
Normalement, la méthémoglobine formée est réduite selon la réaction suivante :
Hb** + Cyt b5 réduit = Hb* + Cyt b5

Le cytochrome b5 réduit est généré par I’enzyme cytochrome b5 réductase selon la

réaction suivante :

Cyt b5 oxydé + NADH — Cyt b5 réduit + NAD*
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Ainsi, D’enzyme cytochrome b5 réductase joue un rdéle fondamental dans la

neutralisation des effets de 1’ingestion de nitrates.

L'é¢tude expérimentale menée sur des lapins a démontré que la consommation chronique
de nitrate entraine une augmentation du rythme respiratoire et du rythme cardiaque,

accompagnée d'une perte de poids.

Une hyperplasie séveére accompagnée d’une desquamation de 1’épithélium respiratoire,
avec une infiltration inflammatoire marquée au niveau des alvéoles et une hypertrophie des
pneumocytes de type II ont été observées. Les résultats ont montré que les 1ésions du tissu
pulmonaire augmentent progressivement avec 1’¢lévation de la concentration en nitrates

(Sharma, Sharma & Bapna, 2011).

sur le (snels de la toxicité du nitrate de sodium (NaNOEffets histologiques et fonction

tissu pulmonaire

peut induire des (sL’exposition chronique ou aigué€ au nitrate de sodium (NaNO
altérations profondes au niveau du systéme respiratoire, notamment au niveau du parenchyme
raison de sa forte solubilité et de sa capacité a générer des especes réactives pulmonaire. En
peut traverser les sde I’azote (RNS) apres conversion en nitrite dans I’organisme, le NaNO

.(barricres épithéliales et interférer avec 1’intégrité cellulaire (Dawson, 2021

niveau histopathologique, des ¢études expérimentales ont montré que Au
entraine une congestion vasculaire alvéolaire, une nécrose des sl’administration de NaNO
cellules épithéliales bronchiques, ainsi qu’un cedéme interstitiel marqué. Des zones focales de
alvéolaires et une perte d’architecture alvéolaire normale sont -se, des hémorragies intrafibro
-également rapportées, suggérant une atteinte structurelle sévére du tissu pulmonaire (EI
ibroblastes, Wessemy, 2020). Ces lésions sont souvent accompagnées d’une hyperplasie des

.d’un épaississement septal et d’une distension emphysémateuse dans les zones périphériques

perturbe I’homéostasie sSur le plan fonctionnel, le stress oxydatif induit par le NaNO
u stress oxydatif, tels que le redox pulmonaire. Il en résulte une élévation des biomarqueurs d
nitrotyrosine et la myéloperoxydase (MPO). Simultanément, -malondialdéhyde (MDA), le 3
une diminution significative de 1’activité des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde
hion peroxydase (GPx1) a ¢été observée, ce qui dismutase extracellulaire (SOD3) et la glutat

.(compromet la capacité du tissu a neutraliser les radicaux libres (Patel, 2019
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En cas d’exposition prolongée, ces déséquilibres biochimiques sont a 1’origine d’une
par une infiltration massive de polynucléaires réponse inflammatoire chronique, caractérisée
neutrophiles, d’éosinophiles et de mastocytes dans les voies respiratoires distales. Cette
inflammatoires telles que -inflammation est médiée par la surexpression de cytokines pro
«(8-IL) 8-et I’interleukinea) -TNF)a facteur de nécrose tumorale lef), 1-IL)B 1-I’interleukine
favorisant le développement d’une bronchiolite oblitérante ou d’une fibrose pulmonaire
-localisée (Kim, 2022). La conséquence fonctionnelle est une altération de la diffusion alvéolo
ire, une hypoxémie persistante et une dégradation progressive des capacités capilla

ventilatoires.
11- Effet toxique du nitrate de sodium sur le ceeur

Le coeur est I’'un des organes vitaux les plus affectés par I’hypoxie induite par une
intoxication chronique au nitrate de sodium. L’analyse morphologique du myocarde révele
des altérations au niveau de I’appareil contractile des cardiomyocytes, se manifestant par une
atrophie et une lyse des myofibrilles. Ces modifications sont particuliérement marquées a la
périphérie des cellules myocardiques, a proximité des capillaires. Un tel état du
microvasculature accompagne tous les types de cardiomyopathies, indépendamment de leur
étiologie. Les interactions cellule-stroma dans un contexte d’ischémie myocardique chronique
entrainent des processus destructeurs dans le remodelage tissulaire du myocarde. L’issue
morphologique finale des Iésions cardiaques dues a I’hypoxie prolongée se traduit par une
dystrophie focale du myocarde, conduisant au développement d’une insuffisance cardiaque

chronique et a I’apparition d’arythmies potentiellement mortelles. (Sataieva et al., 2018)

Effets de la toxicité du nitrate de sodium (NaNOs) sur le tissu myocardique et la

fonction cardiaque

L’exposition prolongée au nitrate de sodium (NaNQOs) a été associée a des altérations
cardiaques structurelles et fonctionnelles significatives, en grande partie médiées par un
déséquilibre redox systémique et une réponse inflammatoire exacerbée. Une fois ingéré, le
nitrate peut €tre réduit en nitrite, puis en monoxyde d’azote (NO), ce qui, en exces, peut
contribuer a un stress nitrosatif, altérant les structures myocardiques sensibles a I’oxydation

(Ben Said et al., 2021).
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Au niveau histologique, des études sur modele animal ont révélé une dégénérescence
myofibrillaire, une perte de striation transversale, ainsi qu’une infiltration inflammatoire
périvasculaire et interstitielle. On observe également une fibrose myocardique focale,
marquée par une accumulation de collagéne autour des capillaires et entre les fibres
musculaires cardiaques, suggérant un remaniement pathologique du tissu conjonctif cardiaque

(Farouk et al., 2022).

Ces lésions tissulaires sont souvent corrélées a une altération des enzymes cardiaques
telles que la créatine kinase MB (CK-MB), la lactate déshydrogénase (LDH) et la troponine T,
indiquant une souffrance myocardique. Le stress oxydatif induit par NaNOs se manifeste par
une augmentation du malondialdéhyde (MDA) et une diminution des défenses antioxydantes,
telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx), compromettant

la viabilité des cardiomyocytes (Hashem et al., 2020).

Fonctionnellement, ces modifications se traduisent par une dysfonction cardiaque
diastolique et systolique, caractérisée par une baisse de la fraction d’éjection, un
¢épaississement pariétal asymétrique et une altération de la conduction électrique, avec des
anomalies a I’ECG telles que des troubles du segment ST ou de I'intervalle QT. L’exposition
chronique peut ainsi favoriser le développement d’une cardiomyopathie dilatée ou
hypertrophique, selon le niveau de dommage cellulaire et de remodelage tissulaire (Al-

Fartosy & Talib, 2020).
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1. Systeme Respiratoire :

I. Definition et Importance de L'appareil Respiratoire :

Le systéme respiratoire, un systémeorganique impliqué dans la respiration. Chez
I'humain, le diaphragme et, dans une moindre mesure, les muscles entre les cotes génerent une
action de pompage, déplacant 1'air dans et hors des poumons a travers un systéeme de conduits

(voies aériennes conductrices), (Encyclopaedia Britannica, 2024).

Le systéme respiratoire a pour principale fonction de fournir du dioxygéne (02) a
I’ensemble des cellules de I’organisme et de les débarrasser du dioxyde de carbone (CO2),
déchet de leur activité métabolique. Comme nous le verrons progressivement, la respiration
est un phénoméne complexe mettant en jeu a la fois le systémerespiratoire et le systéme
circulatoire, deux systémes étroitement liés. Le systéme respiratoire, a 1’origine de

déplacements d’air, est également impliqué dans I’olfaction et la parole (Editions EP&S,

2022).
I1. Anatomie et Histologie du Systeme Respiratoire :

Le systeme respiratoire est composé des voies respiratoires et des deux poumons. Les
voies respiratoires, également appelées voies aériennes, sont divis€ées en voies aériennes

supérieures et inférieures et comprennent les éléments suivants :
* voies aériennes supérieures : cavités nasales, pharynx et larynx ;
* voies aériennes inférieures : trachée et arbre bronchique.
Fonctionnellement, on distingue deux parties au sein du systéme respiratoire :

* La zone de conduction de I’air, portée par les cavités nasales, le pharynx, le larynx, la
trachée et une grande partie de I’arbre bronchique. Cette zone de conduction est a la fois extra

et intrapulmonaire.

* La zone des échanges gazeux : retrouvée au sein du poumon, a I’ extrémité terminale
de I’arbre bronchique, au niveau de zones spécialisées, les alvéoles pulmonaires (Editions

EP&S, 2022).
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Figure 9: Organes principaux du systéme respiratoire (Editions EP&S, 2022)

II1 . Les Voies Aeriennes Superieures :
Outre leur role dans la conduction de 1’air, les voies aériennes supérieures

permettent d’humidifier 1’air, de le réchauffer et de le purifier (Editions EP&S, 2022)

1.Nez et cavité nasale :

1.1 Situation et structure :

Les narines sont les orifices dans le nez et elles constituent la Principale voie d'entrée de

l'air dans le systéme respiratoire. Derriere chaque narine, il existe une grande cavité dont les

Parois sont formées par plusieurs os de la face. Les cavités Nasales droite et gauche sont

séparées par le septum nasal (fig.2) (Ross & Wilson, 2023)

30



Chapitre 03 SYSTEME RESPIRATOIRE

Lame criblée de
I'os ethmoide

Sinus dans
|'os frontal

Vomer

Lame perpendiculaire

de I'os ethmoide Sinus sphénoidal

Os nasal

Cartilage
hyalin

Maxillaire

Figurel0 : Structures formant le septum nasal (Ross & Wilson, 2023)
1.2 Les os formant la cavité nasale :

Le toit est formé par la lame criblée de 1'os ethmoide, 1'os sphénoide (avec le sinus

sphénoidal) en arriére, l'os frontal (avec le sinus frontal) et les os nasaux en avant.

Leplancher est constitué¢ par le toit de la cavité buccale, fait du palais dur en
avant(comportant lui-méme en avant le processus palatin de I'os maxillaire, en arri¢re la lame

horizontale de 1'os palatin) et du palais mou en arri¢re (fait de muscle lisse).

La paroi médiale est représentée par le septum nasal, une lame perpendiculaire,
composée d'os et de cartilage, formée par les os vomer et ethmoide ainsi que le cartilage

formant la partie antérieure du nez.

Les parois latérales sont constituées par le maxillaire, I'ethmoide et le cornet nasal
inférieur (fig.3). La paroi postérieure est formée par la paroi postérieure du pharynx (Ross

& Wilson, 2023)
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Figure 11 : Paroi latérale de la cavité nasale droite (Ross & Wilson, 2023).

1.3 Muqueuse de la cavité nasale:

La cavité¢ nasale est bordée par un épithélium cylindrique cilié treés vascularisé, qui

contient des cellules caliciformes sécrétant du mucus. Cet épithélium s'unit a la peau au

niveau des narines, et il s'étend en arriere dans la partie nasale du pharynx (nasopharynx).

Enavant, I'épithélium comporte des poils épais, recouverts de mucus collant (Ross & Wilson,

2023).

1.4 Orifices de la cavité nasale:

Les orifices narinaires antéricurs sont, en avant, les ouvertures de la cavité nasale

versl'extérieur. Les orifices narinaires postérieurs (ou choanes), en arriére, fontcommuniquer

la cavité nasale avec le pharynx (fig.3). Les sinus paranasaux sontquatre groupes de petites

cavités remplies d'air dans des os de la face et du crane. Ilscommuniquent avec la cavité

nasale et sont bordés par une muqueuse ciliaire encontinuité avec celle de la cavité nasale. Les

principaux sont :

* le sinus maxillaire dans chaque partie latérale ;

* les deux sinus frontaux et le sinus sphénoidal dans le toit;
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* le sinus ethmoidal a la partie supérieure de chaque paroi latérale.

Les sinus jouent un réle dans la phonation et ils allégent le crane. Le canallacrymonasal
va, de chaque coté, du sac lacrymal a la cavité nasale, ou il s'ouvre par unorifice situé¢ au-

dessous del'implantation du cornet nasal inférieur. Il draine les larmes(Ross & Wilson, 2023).
1.5 Fonctions :
¢ Fonction respiratoire du nez :

Le nez est la premicre des voies respiratoires suivies par l'airinspiré. Dans la

caviténasale, 'air est réchauffé, humidifié et filtré.

Les trois cornets, saillants (fig3et4), accroissent la surface muqueuse, et ilsentrainent
des turbulences faisant que 1'air inspiré est en contact avec la totalité de lasurface de la cavité
nasale. L'étendue de cette surface maximise le réchauffement, I'humidification et la filtration
de l'air.

o Réchauffement:

La muqueuse nasale est trés vascularisée et réchauffe rapidement le flux aérien a
sasurface. Cela explique aussi I'importance de la perte de sang quand un saignement nasal
(épistaxis) se produit.

¢ Filtration et nettoyage:

Les poils des orifices narinaires piegent de grosses particules. Les petites particules
telles que la poussicre et les bactéries adhérent au mucus. Celui-ci protege I'épithélium sous-
jacent del'irritation, et il empéche son dessechement. Les battements synchronisés des cils
transportent le mucus vers la gorge, ou il est dégluti ou expectoré (tousse).

e Humidification:

L'humidification se produit quand l'airpasse sur la muqueuse humide, et qu'il
devientsaturé en vapeur d'eau. L'irritationde la muqueuse nasale entrainel'éternuement,

phénomeéne réflexeexpulsant de force un irritant.
1.6 Sens de l'odorat :

Le nez est l'organe de 1'odorat (olfaction). Des chémorécepteurs spécialisés localisés

dans le toit de la cavité nasale, au niveau de la lame criblée de 1'ethmoide et du cornet nasal
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supérieur, détectent l'odeur (fig.4 ). Ilssont stimulés par des molécules de substances
chimiques odoriférantes dissoutes dans la muqueuse revétant la cavité nasale. Les signaux

nerveux qui en résultent sont transportéspar les nerfs olfactifs, et ils atteignent le cerveau, ou

la sensation d'odeur est percue (Ross & Wilson, 2023).
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Figurel2 : Les voies respiratoires supérieures (Ross & Wilson, 2023)

2.Pharynx :
Le pharynx, communément appelé la gorge, est divisé en trois régions principales : le

nasopharynx,l'oropharynxet le laryngopharynx. Voir la figure 5 (OpenStax College, n.d.)pour

une illustration des régions du pharynx(Ernstmeyer & Christman, 2024).
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Figure 13 : Régions du pharynx (OpenStax College,n.d.)

Au sommet du nasopharynx se trouve l'amygdale pharyngienne, également appelée
végétation adénoide. La fonction de I'amygdale pharyngienne est de piéger et de détruire les
agentspathogenes envahissants qui pénétrent dans les voiesrespiratoires lors de l'inhalation.
La pharyngite est une inflammation du pharynx, et la tonsillite est une inflammationdes

amygdales (Ernstmeyer & Christman, 2024).

Le palais mou et une structure bulbeuse appelée la luette se soulévent vers le haut
pendant la déglutition pour fermer le nasopharynx, empéchant ainsi les matieres ingérées de
pénétrer dans la cavité nasale. Les trompes d’Eustache relient les cavités de 1’oreille moyenne
au nasopharynx. Cette connexion explique pourquoi les infections des voies respiratoires

supérieures entrainent souvent des infections de ’oreille (Ernstmeyer & Christman, 2024).

L'oropharynx est délimité supérieurement par le nasopharynx et antérieurement par la
cavit¢ buccale. L'oropharynx contient deux groupes distincts d'amygdales appelés les
amygdales palatines et les amygdales linguales, qui piegent et détruisent également les agents
pathogenes entrant dans le corps par les cavités buccale ou nasale. Les végétations adénoides
sont des tissus lymphatiques situés entre l'arriére de la cavité nasale et le pharynx.

L'adénoidite désigne une inflammation des végétations adénoides, une affection médicale
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courante chez les jeunes enfants qui peut géner la parole et la respiration (Ernstmeyer &

Christman, 2024).

Le laryngopharynx se trouve juste en dessous de l'oropharynx. C’est une partie du
pharynx (la gorge) située derriére le larynx. Le laryngopharynx se divise en la trachée (le tube
allant vers le larynx) et l'cesophage (le tube allant vers l'estomac). L’épiglotte empéche les
aliments et les liquides de pénétrer dans la trachée pendant la déglutition (Ernstmeyer &

Christman, 2024)
3. Larynx

Le larynx est une structure cartilagineuse située en dessous du laryngopharynx qui relie
le pharynx a la trachée et aide a réguler le volume d’air entrant et sortant des poumons (Figure
6). La structure du larynx est formée par plusieurs pieces de cartilage. Trois grandes piéces
cartilagineuses—Ile cartilage thyroide (antérieur), I’épiglotte (supérieur) et le cartilage cricoide
(inférieur)—forment la structure principale du larynx. Le cartilage thyroide est la plus grande
picce de cartilage qui compose le larynx. Le cartilage thyroide se compose de la proéminence
laryngée, ou « pomme d’Adam », qui a tendance a étre plus proéminente chez les hommes. Le
cartilage cricoide épais forme un anneau, avec une région postérieure large et une région
antérieure plus mince. Trois cartilages plus petits, appariésles aryténoides, les corniculés et les
cunéiformess’attachent a 1’épiglotte ainsi qu’aux cordes vocales et aux muscles qui aident a

déplacer les cordes vocales pour produire la parole (OpenStax, 2023).
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Figure 14 :LarynxLe larynx s’étend du laryngopharynx et de I’os hyoide jusqu’a la
trachée (OpenStax, 2023).

L’¢piglotte, attachée au cartilage thyroide, est une picce trés flexible de cartilage
¢lastique qui couvre I’ouverture de la trachée . En position « fermée », 1’extrémité non
attachée de 1’épiglotte repose sur la glotte. La glotte est composée des plis vestibulaires, des
vraies cordes vocales, et de 1’espace entre ces plis (Figure 22.8). Un pli vestibulaire, ou fausse
corde vocale, est I’un des deux segments repliés de la membrane muqueuse. Une vraie corde
vocale est I’un des plis blancs et membraneux attachés par des muscles aux cartilages thyroide
et aryténoides du larynx sur leurs bords externes. Les bords internes des vraies cordes vocales
sont libres, permettant I’oscillation pour produire le son. La taille des plis membraneux des
vraies cordes vocales varie selon les individus, produisant des voix avec des gammes de
hauteurs différentes. Les plis chez les hommes tendent a étre plus grands que ceux chez les
femmes, ce qui crée une voix plus grave. L’acte de déglutition provoque une élévation du
pharynx et du larynx, permettant au pharynx de s’élargir et a I’épiglotte du larynx de basculer
vers le bas, fermant ’ouverture de la trachée. Ces mouvements créent une zone plus large
pour le passage des aliments, tout en empéchant les aliments et les boissons d’entrer dans la

trachée (OpenStax, 2023).

Esophage Fosse pyriforme

Trachée

. + » éritable corde vocale
Pli vestibulaire

Glotte-

Epiglotte

Figure 15 : Cordes vocalesLes vraies cordes vocales et les plis vestibulaires du larynx

sont vus par le bas depuis le laryngopharynx (OpenStax, 2023).
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La partie supérieure du larynx, en continuité avec le laryngopharynx, est tapissée d’un
épithélium pavimenteux stratifié, qui se transforme en wun épithélium cylindrique
pseudostratifi¢ cili¢ contenant des cellules caliciformes. Semblable a la cavité nasale et au
nasopharynx, cet épithélium spécialisé produit du mucus afin de piéger les débris et les agents
pathogenes lors de leur entrée dans la trachée. Les cils propulsent le mucus vers le haut en

direction du laryngopharynx, ou il peut étre avalé dans I’cesophage (OpenStax, 2023).
IV .Les Voies Aériennes Inférieures :
1. La trachée :

La trachée relie le larynx a 1’arbre bronchique etconstitue la premiére partie des voies

aériennesinférieures.
1.1 Anatomie de la trachée :

La trachée a la forme d’un cylindre d’une longueur d’environ 12 ¢cm sur un diamétre
d’environ 2cm. Elle traverse ainsi le cou et la partie supérieure duthorax et est disposée en
avant de I’esophage. A son extrémité inférieure, appelée caréne, la trachée se divise en deux
bronches principales, I’'une destinée au poumon droit, I’autre au poumon gauche (Editions

EP&S, 2022).

fl— —

; \/
larynx \
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tracheée ..
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Figure 16 : Anatomie du larynx, de la trachée et de 1’arbre bronchique (Servier

Medical Art, s.d.)
1.2 histologie de la trachée :

La trachée est formée de 16 a 20 anneaux cartilagineux incomplets en forme de fer a
cheval empilés les uns sur les autres et unis entre eux par dutissu conjonctif fibro-€lastique.
La partie postérieure de la trachée estfermée par une membrane transversale constituée de
fibres musculaireslisses, ou muscle trachéal, associées a du tissu conjonctif fibreux, reliantles
extrémités postérieures des anneaux cartilagineux. La présence du muscle trachéal permet

notamment de faire varier, en partie, la lumiéretrachéale.

Sa paroi est composée de trois tuniques différentes. On distingue ainsi, de I’intérieur

vers ’extérieur:
¢ Une tunique interne, la muqueuse
* Une tunique moyenne fibro-musculeux-cartilagineuse

* Une tunique externe, I’adventice, constituée de tissu conjonctif riche en vaisseaux

sanguins et en fibres nerveuses (Editions EP&S, 2022)
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Figure 17 : Organisation histologique de la trachée. a) représentation schématique, b)

coupe histologique apres coloration des tissus (adapté de Nathan, 2010 ; Medsi, 1979)
1.3 muqueuse trachéale:

La muqueuse trachéale est formée d’un épithélium prismatique pseudo-stratifié,cilié,
riche en cellulescaliciformes sécrétrices de mucus. Cet épithélium estséparé par une lame
basale du tissu conjonctif sous-jacent (chorion), riche en fibres ¢élastiques, en tissulymphoide
et en glandes séro-muqueuses. Ces glandesséro-muqueuses, appelées glandes trachéales, sont
formées de cellules glandulaires qui s’enfoncent engrappe dans le chorion et qui libérent du

mucus dans lalumiére trachéale (Editions EP&S, 2022).
*La tunique moyenne :

La tunique moyenne est formée d’une couche de sous-muqueuse qui se confond avec le
périchondre des anneaux de cartilage sous-jacent, des anneaux de cartilage, du muscle
trachéal etégalement du tissu fibro-élastique qui relient les anneaux entreeux (dans les

portions ot il n’y a pas d’anneaux de cartilage) (Editions EP&S, 2022).

épithélium
pseudostratifié cilié

membrane basale HigueLss

SOuUs muqueuse

périchondre

Figure 18 : Histologie de la trachée, coupe histologique apres coloration des tissus

(adapté de Medsi, 1979)
1.4 Lesysteme muco-ciliaire :

Les voies aériennes ont un rdéle important dans le controle de la qualité (en termes de

propret¢) de D’air parvenant aux alvéoles pulmonaires. Les particules oupoussieres
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indésirables provenant de 1’air inspiré sont continuellement piégées par la couche de mucus
qui tapisse la muqueuse des voies aériennes. Grace aux cilsde I’épithélium respiratoire, le
mucus et les particules piégées sont véhiculés de maniere continue en direction du pharynx

afin d’y étre éliminés (notamment déglutis) (Editions EP&S, 2022).

particules
indésirables
piégées
cellules caliciformes
cellules épithéliales ciliées
mucus

membrane basale

Isens de déplacement du mucus

Figure 19: Le systéme muco-ciliaire (Editions EP&S, 2022)
2.Arbre bronchique :

La trachée se divise en bronches primaires droite et gauche, lesquelles pénétrent
respectivement dans les poumons droit et gauche. Les bronches se ramifient en voies
respiratoires de plus en plus petites et nombreuses jusqu' a atteindre les alvéoles — il s' agit de
' extrémité de 1'arbre respiratoire et de la plus petite structure des voies respiratoires, ou se

produit I’échange gazeux avec le systéme cardiovasculaire.
2.1 Du haut vers le bas :

La bronche principale droite et la bronche principale gauche = bronches secondaires =
bronches tertiaires = bronchioles = bronchioles terminales = bronchioles respiratoires =

conduits alvéolaires, qui se terminent en amas appelés alvéoles.

Les alvéoles sont de minuscules sacs aériens tapissés d’un épithélium squameux mince.

Elles sont entourées a 90 % de capillaires, ou s’effectuent les échanges de O, et de CO,.
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A partir des bronches principales droite et gauche (1°), les bronches secondaires (2°)

sont des voies plus petites qui se ramifient a partir des bronches principales.

La bronche principale droite (1°) se divise en trois bronches secondaires (2°) (car il y a
trois lobes dans le poumon droit), et la bronche principale gauche (1°) se divise en deux

bronches secondaires (2°) (car il y a deux lobes dans le poumon gauche).

Les bronches secondaires (2°) se ramifient en bronches tertiaires (3°), qui se ramifient

ensuite en bronchioles plus petites.

Au niveau des bronchioles, les plaques de cartilage hyalin qui étaient présentes dans les
bronches tertiaires (3°) ont maintenant disparu, et les bronchioles sont désormais constituées
d’un épithélium respiratoire au niveau du revétement interne et possédent une couche externe
épaisse de muscle lisse, capable de se contracter et de se dilater, ce qui modifie de manicre

significative le flux d’air a travers ces voies respiratoires.

Le systéme nerveux autonome (SNA) régule le diamétre des bronchioles : la division
parasympathique provoque une constriction du diametre (| flux d’air), tandis que la division

sympathique entraine une dilatation du diameétre (1 flux d’air).

Les bronchioles offrent la plus grande résistance au flux d’air dans la portion

conductrice du systéme respiratoire (San Diego Miramar College, 2024).

Les bronchioles se ramifient en bronchioles terminales plus petites, qui représentent la «
fin » de la zone de conduction des voies respiratoires. Celles-ci se ramifient ensuite en
bronchioles respiratoires plus petites, qui représentent le « début » de la zone respiratoire des
voies respiratoires. C’est a ce niveau que le revétement interne commence a passer de
I’épithélium respiratoire (épithélium pseudostratifié¢ cili¢) a un épithélium cubique simple,
permettant le début réel des échanges gazeux a travers un revétement plus mince. La dernicre
section des voies aériennes est constituée des conduits alvéolaires menant aux sacs alvéolaires
qui contiennent de nombreuses alvéoles individuelles. Le revétement dans I’alvéole est un
épithélium squameux simple, une couche aplatie idéale pour les échanges gazeux (San Diego

Miramar College, 2024).
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Figure 20: Division de I'arbre bronchique(San Diego Miramar College, 2024)
3. Les alvéoles pulmonaires :

Les alvéoles pulmonaires représentent la structure qui, au sein des poumons, permet les
échanges air/sang. Ce sont de petits sacs ou débouche 1’air amené par les voies respiratoires et
ou ont lieu les échanges gazeux (02, N2, CO2). Leur paroi est €lastique et tapissée de liquide
et de surfactant. Le role de ce liquide est de dissoudre les gaz avant leur diffusion au travers
des parois. Quant au surfactant, il est sécrété par certaines cellules de la paroi alvéolaire, afin
d’éviter que les alvéoles ne s’affaissent sur elles-mémes et collapsent lors d’une expiration
forcée. Les fibres de la paroi d’une alvéole étant €lastiques, le diaméetre de celle-ci peut passer
a 0,1 mm en cas d’expiration forcée et atteindre 0,3 a 0,5 mm lors d’une inspiration forcée.
Les deux poumons comptent en moyenne 700 millions d’alvéoles toutes en contact étroit avec
les capillaires pulmonaires. En effet, la surface de contact dans les alvéoles est d'environ 100a
150 m2 et I'épaisseur de la paroi alvéolo-capillaire est inférieure a 1 !m (figure 8) Toutefois,

chez I'homme, seulement les deux tiers des alvéoles sont fonctionnelles.
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Figure 21: Schéma des alvéoles pulmonaires(Blausen gallery, 2014)
4. Poumon :
4.1 Définition et fonction du poumon:

Les poumons jouent un role primordial dans le systéme respiratoire. Par des cycles
d’inspiration et d’expiration, ils permettent l’oxygénation sanguine mais ¢également
I’¢limination du dioxyde de carbone. Par ailleurs, les poumons étant directement en contact
avec I’extérieur, ils sont pourvus de nombreuses cellules inflammatoires qui ont pour réle de

protéger I’organisme(Bessaguet & Desmouliére, 2020) .

La fonction principale des poumons est de faciliter les échanges gazeux. L’oxygéne
entre dans la circulation sanguine depuis 1’environnement a travers les alvéoles. Le dioxyde
de carbone issu du métabolisme des tissus quitte le corps par les poumons. La vascularisation

pulmonaire est organisée pour soutenir ces fonctions (Sun et al., 2021).

Les poumons sont protégés par la cage thoracique a I’intérieur de la cavité thoracique,
flanquant le cceur de chaque coté. Des membranes pleurales a double couche recouvrent

chaque poumon. Le parenchyme pulmonaire se forme a partir du ramification complexe des
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voies aériennes. Le contrdle neural complexe dans les poumons assure une régulation
appropriée de la fonction respiratoire, y compris le calibre des voies respiratoires, la

ventilation et les réflexes de protection(Chaudhry, Omole, & Bordoni, 2024).
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Figure22: Poumons(Wisconsin Technical College System, n.d.)
4.2 Anatomie macroscopique des poumons

Les poumons sont des organes appariés en forme de pyramide qui sont reliés a la
trachée par les bronches droite et gauche ; a leur surface inférieure, les poumons sont bordés
par le diaphragme. Le diaphragme est un muscle plat en forme de dome situé a la base des
poumons et de la cavité thoracique. Les poumons sont entourés par les plévres, qui sont
attachées au médiastin. Le poumon droit est plus court et plus large que le poumon gauche, et
le poumon gauche occupe un volume plus petit que le poumon droit. L’incisure cardiaque est
une indentation sur la surface du poumon gauche, permettant de laisser de la place pour le
cceur (Figure 10). L’apex du poumon est la région supérieure, tandis que la base est la région
opposée, proche du diaphragme. La surface costale du poumon est en contact avec les cotes.

La surface médiastinale est tournée vers la ligne médiane (Lumen Learning, n.d.) .

Chaque poumon est constitué d’unités plus petites appelées lobes. Des scissures
séparent ces lobes les uns des autres. Le poumon droit est composé de trois lobes :<les lobes
supérieur, moyen et inférieur. Le poumon gauche est composé¢ de deux lobes : les lobes
supérieur et inférieur. Un segment broncho-pulmonaire est une division d’un lobe, et chaque
lobe contient plusieurs segments broncho-pulmonaires. Chaque segment recoit de 1’air via sa
propre bronche tertiaire et est alimenté en sang par sa propre artére. Certaines maladies

pulmonaires affectent généralement un ou plusieurs segments broncho-pulmonaires, et dans
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certains cas, les segments malades peuvent étre retirés chirurgicalement sans grande
conséquence sur les segments voisins. Un lobule pulmonaire est une subdivision formée
lorsque les bronches se ramifient en bronchioles. Chaque lobule recoit une grande bronchiole
qui comporte plusieurs ramifications. Un septum interlobulaire est une paroi composée de

tissu conjonctif qui sépare les lobules les uns des autres (Lumen Learning, n.d.).
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Figure 23: Poumons in situ - vue antérieure(Kenhub, n.d.).

4.3 Plévre :

Chaque poumon est enveloppé et contenu dans un sac pleural séreux qui se compose de
deux membranes continues.
e La plevre viscérale ou pulmonaire enveloppe les poumons.
eLa plevre pariétale tapisse les cavités pulmonaires et adhére a la paroi
thoracique, au médiastin et audiaphragme.

e La plevre pariétale se compose de quatre parties :
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la plévre costale, qui tapisse la surface interne de la paroi thoracique,la plévre
médiastinale, qui tapisse la face latérale du médiastin,la plévre diaphragmatique, qui recouvre
la face supérieure du diaphragme de chaque c6t¢ du médiastin,la plévre cervicale, qui s’étend
a travers I’ouverture thoracique supérieure jusqu’a la base du cou, formant un dome en forme

de coupe au-dessus de 1’apex du poumon (Drake et al., 2010).

Muscle
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Paroi thoracique
(cage et vertebres thoraciques, sternum,
tissu connectif, muscles intercostaux)

Figure 24: Plevres pariétale et viscérale des poumons (Lumen Learning, n.d.)
4.4. Cavité pleurale :

La cavité pleurale est ’espace potentiel situé entre les feuillets viscéral et pariétal de la
plévre. Elle contient une fine couche capillaire de liquide séreux pleural, qui lubrifie les
surfaces pleurales et permet aux deux feuillets de glisser en douceur I’un contre I’autre
pendant la respiration. La tension de surface créée au sein de la cavité pleurale assure la
cohésion maintenant la surface pulmonaire en contact avec la paroi thoracique (Scanlon &

Anders, 2011).
4.5 Défenses des Poumons :

Il existe plusieurs structures qui protégent les poumons des organismes et des particules

inhalées :
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1. Muqueuse nasale et poils : réchauffent et humidifient 1'air inhalé et filtrent les
particules.

2. Cellules caliciformes et glandes séromuqueuses bronchiques : produisent du
mucus qui contient des immunoglobulines A, des cytokines et d'autres substances
cytolytiques, avec une production extensive de monoxyde d'azote par le nez et les
sinus paranasaux ; tous ces ¢léments ont une activité antimicrobienne puissante, pour
protéger les tissus sous-jacents et piéger le00s organismes et les particules. Les
bactéries sont détruites par la lysozyme dans le mucus. De plus, une protection
supplémentaire contre les bactéries est fournie par les lymphocytes qui peuplent en
grand nombre la lamina propria. La lamina propria contient de grands vaisseaux
sanguins qui aident a réchauffer l'air( Gaga et al., 2001)

3. De plus, la concha inférieure posséde un plexus veineux particulierement large
appelé le tissu érectile. Toutes les 30 a 60 minutes, le tissu érectile d'un coté se gorge
et restreint le flux d'air a travers cette fosse, ce qui permet a l'air de se rediriger a
travers les autres narines et fosses, permettant ainsi au coté gorgé de se récupérer du
dessechement. Le flux d'air se déplace entre les narines droite et gauche une a deux
fois par heure. La production de mucus est augmentée par I'inflammation (par exemple
dans des conditions comme l'asthme et la bronchite) et sa composition peut étre
modifiée par des maladies(Gaga et al., 2001).

4. Cils : les structures déplacent le noyau vers la caréne et la gorge via le
transport mucociliaire. Le transport mucociliaire est altéré par l'inhalation de gaz
toxiques (par exemple, la fumée de cigarette et la pollution de l'air), l'inflammation
aigué, l'infection, 1'anesthésie, etc (Gaga et al., 2001).

5. Pneumocytes de type II : produisent du surfactant qui proteége les tissus sous-
jacents et répare 1'épithélium alvéolaire endommageé

6. Macrophages alvéolaires : engloutissent des matieres étrangéres et des
bactéries. Leur activité peut étre entravée par la fumée de cigarette, la pollution de
l'air, I'hypoxie alvéolaire, les radiations, la thérapie par corticostéroides et la
consommation d'alcool

7. Lymphocytes B : produisent des gamma-globulines pour la production
d'anticorps afin de résister aux infections.

e Leucocytes polymorphonucléaires : engloutissent et tuent les organismes

gram-négatifs transportés par le sang (Gaga et al., 2001).
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4.6 Echange gazeux :

Le pharynx, ou gorge, recoit l'air par la bouche ou le nez et le transfére immédiatement
vers le pharynx. Apres avoir traversé le larynx, ou larynx, il pénétre ensuite dans la trachée.
La trachée est un tube robuste, protégé par des anneaux cartilagineux. Elle se divise en
bronches gauche et droite, situées dans les poumons. Ces dernieres sont elles-mémes divisées
en bronchioles, des ramifications plus petites. Les plus petites bronchioles se terminent par de
minuscules sacs aériens, appelés alvéoles. A l'inspiration, elles se dilatent et a I'expiration,
elles se dégonflent. L'oxygeéne est transféré des poumons a la circulation sanguine lors des
échanges gazeux. Le dioxyde de carbone est transporté simultanément de la circulation
sanguine vers les poumons. Cela se produit dans les poumons, entre les alvéoles et un réseau
d'artéres sanguines microscopiques, les capillaires, situées dans les parois des alvéoles. On
observe le passage des globules rouges dans les capillaires. Les parois alvéolaires et
capillaires partagent une membrane. Cela permet a l'oxygéne et au dioxyde de carbone de
passer facilement du systéme respiratoire a la circulation sanguine. Les molécules d'oxygene
se lient aux globules rouges lors de leur retour au cceur. Parallélement, lors de l'expiration, les
molécules de dioxyde de carbone présentes dans les alvéoles sont expulsées du corps.
L'organisme utilise les échanges gazeux pour réapprovisionner en oxygeéne et ¢liminer le

dioxyde de carbone. Ces deux processus sont essentiels a la survie (Chaurasia, 2010)
Maladies pulmonaires :

Il existe de nombreuses affections pulmonaires différentes. Certaines sont mineures et
temporaires, tandis que d’autres sont chroniques et plus graves.

e Asbestose : L'inhalation de fibres d'amiante provoque des cicatrices sur les poumons
et les tissus pleuraux.

e Asthme : Le rétrécissement des voies respiratoires rend la respiration difficile.

e Bronchectasie : Des bronches enflammées provoquent une toux avec production de
mucus et des difficultés respiratoires.

e Bronchite : Cette affection se caractérise principalement par une toux. La bronchite
peut étre aigu€ ou chronique.

e Maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) : Il s'agit d'un trouble respiratoire

progressif qui ne peut pas étre inversé.
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¢ COVID-19 : Cette infection peut provoquer une maladie respiratoire Iégére ou sévere.

e Laryngotrachéite (croup) : Cette infection respiratoire survient chez les enfants de
moins de 5 ans.

e Mucoviscidose : Cette maladie héréditaire provoque une accumulation de mucus épais
dans les poumons et d'autres organes.

o Grippe (Influenza) : Cette maladie pulmonaire, connue sous le nom de grippe, est
causée par un virus.

e Cancer du poumon : Un facteur de risque majeur du cancer du poumon est le
tabagisme.

e Mésothéliome : Ce type de cancer est principalement causé par l'inhalation de fibres
d'amiante.

¢ Pneumonie : Cette infection pulmonaire entraine une accumulation de liquide dans les
poumons et peut nécessiter une hospitalisation.

e Fibrose pulmonaire : La formation de cicatrices dans les poumons provoque des
difficultés respiratoires. Elle est incurable.

e Nodules pulmonaires : Ces masses dans les poumons sont principalement bénignes
(non cancéreuses).

e Virus respiratoire syncytial (VRS) : Cette infection respiratoire peut affecter aussi bien
les enfants que les adultes.

e Tuberculose : Cette infection affecte les poumons, mais peut également toucher

d'autres parties du corps.(Cleveland Clinic, n.d.)
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Anatomie du ceeur :

1-Description générale du cceur:

Le cceur est un organe musculaire creux de forme conique .ressemblant & une pomme de
pin, avec une base large située en haut et un rétrécissement progressif vers I’apex(Gray,
1918). Il constitue I’élément fondamental responsable de la propulsion du sang dans
I’ensemble de 1’organisme(Green& Chiaramida, 2014, p. 4). Sa taille moyenne équivaut
approximativement a celle d’un poing. Il mesure environ 12 cm de longueur, 8 cm de largeur
et 6 cm d’épaisseur. Le poids du cceur varie selon le sexe : chez la femme, il oscille entre 250
et 300 grammes, alors qu’il se situe entre 300 et 350 grammes chez ’homme. Chez les
athletes, ce poids peut étre nettement plus élevé en raison de 1’augmentation des
myofilaments, induite par I’exercice physique, entrainant une hypertrophie des cellules
musculaires sans augmentation de leur nombre, un processus connu sous le nom
d’hypertrophie. Une hypertrophie pathologique peut également survenir, notamment dans les
cas de cardiomyopathie hypertrophique. Le cceur est logé dans la cavité thoracique, entre les
deux poumons, au sein d’une région appelée médiastin. Il est séparé des autres organes par
une membrane fibreuse résistante appelée péricarde (ou sac péricardique), et il repose dans
une cavité spécifique connue sous le nom de cavité péricardique. La face postérieure du cceur
est en contact avec la colonne vertébrale, tandis que sa face antérieure est située derricre le
sternum et les cartilages costaux. La partie supérieure du cceur, appelée base, est le point de
connexion des grandes veines (veine cave supérieure et inférieure) et des principales arteres
telles que 1’aorte et le tronc pulmonaire. Cette base se projette approximativement au niveau
du troisiéme cartilage costal. Quant a la partie inférieure, elle est appelée apex et se situe a
gauche du sternum, entre les quatriéme et cinquiéme cotes, pres des cartilages costaux. Le
coté droit du coeur est orienté vers 1’avant, tandis que le c6té gauche est dirigé vers ’arriere,
ce qui crée une légere dépression dans le lobe inférieur du poumon gauche, connue sous le

nom d’incisure cardiaque (Betts et al., 2022).

52



Chapitre 04 Le cceur

Figure 25 : A-schéma anatomique du cceur .B-La forme du cceur (Betts ef al., 2022).

2-I’anatomie du ceeur :
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Figure 26 : Anatomie du cceur (Aptekar, 2025)

Le cceur humain est un muscle a quatre cavités creuses (Green& Chiaramida,2014, p.
4). une oreillette droite et une oreillette gauche situées a la base du ceeur, et un ventricule droit
et un ventricule gauche situés a I’apex du ceeur, en plus de diverses structures valvulaires et

des vaisseaux sanguins (Mori & Shivkumar, 2022).
2-1 Oreillette droite

L’oreillette droite constitue I'une des quatre cavités du cceur, en occupant la position
supérieure droite. Sa fonction principale est la réception du sang veineux systémique (c’est-a-
dire provenant de I’ensemble des organes), un sang riche en dioxyde de carbone (CO,) et
pauvre en oxygene (O,). Trois principaux vaisseaux sanguins se jettent dans I’oreillette droite
: La veine cave supérieure, qui draine le sang de la partie supérieure du corps (téte, cou,
membres supérieurs et région thoracique) ; La veine cave inférieure, qui draine le sang de la

partie inférieure du corps (membres inférieurs, abdomen et pelvis) ; Le sinus coronaire, une
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veine spécifique qui recueille le sang provenant du myocarde lui-méme (car le cceur nécessite
également une irrigation propre). Ce dernier s’ouvre dans 1’oreillette droite, juste au-dessus de
I’orifice de la veine cave inférieure, avec une légere inclinaison médiale. La paroi interne de
I’oreillette droite est globalement lisse, a 1’exception de la paroi antérieure ou I’on observe des
muscles pectinés (ressemblant a un peigne ou a des ondulations). L’auricule droite, qui est une
extension en forme de poche, présente également ces mémes structures musculaires. Sur la
paroi médiale interne, on note la présence de la fosse ovale, reliquat d’un orifice
embryonnaire essentiel a la circulation feetale. Lors de la systole auriculaire, I’oreillette droite
se contracte pour propulser le sang dans le ventricule droit, a travers la valve tricuspide, qui
empéche le reflux sanguin vers I’oreillette droite durant la contraction ventriculaire(Betts et

al., 2022).
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Figure 27: Anatomie de l'oreillette droite du cceur(Netter,2018).
2-2 Le ventricule droit :

Le ventricule droit représente la cavité inférieure droite du ceeur. De forme
triangulaire, il s’étend de I’extrémité inférieure de I’oreillette droite jusqu’a 1’apex du cceur.
Sa face antéro-supérieure, convexe, constitue la majeure partie de la surface sternocostale,
tandis que sa face inférieure, aplatie, repose sur le diaphragme, formant une petite portion de
la surface diaphragmatique. La paroi postérieure est formée par le septum interventriculaire,

qui fait saillie dans la lumicre ventriculaire, donnant a celle-ci un aspect semi-lunaire en
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coupe transversale. Dans 1’angle supérieur gauche, on retrouve le conus arteriosus, une poche
conique d’ou émerge le tronc pulmonaire. Ce conus est relié¢ a 1’aorte par une bande fibreuse
appelée le tendon du conus arteriosus. La paroi du ventricule droit est notablement plus fine
que celle du ventricule gauche, dans un rapport d’environ 1 pour 3, avec une épaisseur
maximale a la base qui diminue progressivement vers 1’apex. Sa capacité volumique est
estimée a environ 85 ml de sang. Sur le plan interne, le ventricule droit présente plusieurs
structures caractéristiques. Il contient trois muscles papillaires — antérieur, postérieur et
septal — qui sont reliés aux cuspides de la valve tricuspide par des cordages tendineux
(Chordae tendineae), jouant un role essentiel dans la prévention du reflux sanguin vers
I’oreillette droite lors de la systole. De plus, les parois internes sont tapissées de trabécules
charnues (Trabeculae carneae), des reliefs musculaires irréguliers qui facilitent la contraction
sans accolement des parois. Une structure spécifique au ventricule droit est la bande
modératrice (ou trabecula septomarginalis), qui relie le septum interventriculaire au muscle
papillaire antérieur. Elle contient des fibers du systeme de conduction cardiaque, permettant
une transmission rapide de I’influxélectrique, garantissant ainsi une tension adéquate des

cordages tendineux pendant la contraction ventriculaire (Betts et al,2022).

Figure 27 :A-Anatomie du ventricule droit du cceur(Netter,2018). B-Coupe frontale et
latérale droite du cceur (Moir & Shivkumar,2022).
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2-3 Loreillette gauche

L’oreillette gauche est I’une des quatre cavités du cceur, située dans la partie supérieure
gauche. Sa fonction principale est de recevoir le sang riche en oxygene (O,) provenant des
poumons via les quatre veines pulmonaires. Le sang passe ensuite vers le ventricule gauche a
travers la valve mitrale (Gray,1918). L’ oreillette gauche est plus petite que 1’oreillette droite,
mais ses parois sont plus épaisses, mesurant environ 3 mm. Elle se compose de deux parties
principales : la cavité principale et I’auricule (auricule gauche). La cavité principale, de forme
cubique, est située derriere le tronc pulmonaire et 1’aorte, et séparée de 1’oreillette droite par le
septum interauriculaire a I’avant droit. Deux veines pulmonaires s’ouvrent de chaque coté
dans cette cavité. Quant a 1’auricule gauche, c’est une extension en forme de poche, plus
longue, plus étroite et plus courbée que celle du coté droit, avec des bords plus dentelés ; elle
est orientée vers 1’avant et la droite, recouvrant la racine de 1’artére pulmonaire
(Aptekar,2025).

2-4 Ventricule gauche :

Ventricule gauche C’est la cavité inférieure gauche du cceur, dont les parois sont
beaucoup plus épaisses que celles du ventricule droit. Le ventricule gauche contient des
trabécules charnues, mais ne possede pas de bande modératrice. La valve mitrale est reliée
aux muscles papillaires par des cordages tendineux. Du c6té gauche, il n’y a que deux
muscles papillaires : antérieur et postérieur <contrairement au c6té droit qui en possede trois.
Leventricule gauche constitue la principale chambre de pompage de la circulation systémique
; 1l éjecte le sang dans ’aorte a travers la valve sigmoide aortique pour I’envoyer vers tous les

organes du corps(Better et al.,2022).
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Figure 28: A- Schéma anatomique de la partie gauche du coeur (Netter,2018). B-
Coupe transversale de la partie gauche du cceur en vue supérieure (Mori & Shivkumar

,2022)
2-5.Les valves cardiaques:
2-5-1. La valve tricuspide :

Elle est située entre 1’oreillette droite et le ventricule droit du cceur. Elle est constituée
de trois cuspides ou feuillets souples ressemblant a de petites portes, formés par I’endocarde
et renforcés par du tissu conjonctif supplémentaire. Ces feuillets sont reliés aux cordages
tendineux, lesquels sont eux-mémes attachés aux muscles papillaires qui controlent
I’ouverture et la fermeture de la valve. La valve s’ouvre pour permettre le passage du sang de
I’oreillette droite vers le ventricule droit pendant la diastole (relaxation du cceur). Elle se
ferme hermétiquement grace aux cordages tendineux et aux muscles papillaires afin
d’empécher le reflux du sang vers l’oreillette droite lors de la systole (contraction du

cceur)(Aptekar,2025).
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Figure 29: Valve tricuspide en vue supérieure(Mori & Shivkumar,2022).
2-5-2. La valve pulmonaire:

La valve pulmonaire : Cette valve est située du coté droit du cceur, entre le ventricule
droit et le tronc pulmonaire, une grande artére qui émerge du ceceur et se divise ensuite en
arteres pulmonaires gauche et droite, lesquelles transportent le sang non oxygéné vers les
poumons. Elle est également connue sous le nom de valve sigmoide droite(Tan &
Harley,2013). Elle est constituée de trois cuspides (ou valvules) formées d'endothélium,
renforcées par du tissu conjonctif. Lors de la relaxation du ventricule droit, la différence de
pression entralne un reflux du sang depuis le tronc pulmonaire vers le
ventricule(Aptekar,2025). Ce reflux remplit les poches en forme de croissant des cuspides,
provoquant ainsi la fermeture hermétique de la valve, ce qui géneére un son audible.
Contrairement aux valves atrioventriculaires, la valve pulmonaire ne posséde ni muscles

papillaires ni cordages tendineux(Betts et al.,2022).

Figure 30: A-Valve pulmonaire en vue supérieure(Mori & Shivkumar,2022). B-

Anatomie de la valve pulmonaire (Mayo Clinic.n,d).
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2-5-3 .La valve mitrale

La valve mitrale (valve bicuspide) , également appelée valve bicuspide ou valve
atrioventriculaire gauche, se situe entre 'oreillette gauche et le ventricule gauche. Elle permet
au sang oxygéné de passer de l'oreillette vers le ventricule tout en empéchant son reflux lors
de la systole. Cette valve est constituée de deux cuspides triangulaires, formées par des replis
de l'endothélium renforcés par un tissu conjonctif fibreux et contenant un faible nombre de
fibres musculaires. Les cuspides sont de tailles inégales, plus grandes, plus épaisses et plus
résistantes que celles de la valve tricuspide. La cuspide antérieure, également appelée cuspide
aortique, se situe a l'avant et a droite, entre les orifices atrioventriculaire et aortique. La
cuspide postérieure, plus petite, se trouve a l'arriere et a gauche de l'orifice. Deux petites
cuspides supplémentaires peuvent parfois étre observées aux angles de jonction des cuspides
principale ( StatPearls, 2023). Les cuspides sont reliées par des cordages tendineux aux
muscles papillaires, qui émergent de la paroi du ventricule gauche. Ces cordages sont
similaires a ceux du coté droit, mais sont plus épais, plus solides et moins nombreux

(McAlpine WA, 1975).
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Figure 31 : Schéma anatomique de la valve mitrale (StatPearls,2023).
2-5-4. La valve aortique :

La valve aortique est une structure anatomique essentielle située entre le ventricule
gauche et I’aorte ascendante. Elle est constituée de trois cuspides €paisses et robustes : la
cuspide droite, la cuspide gauche, et la cuspide non coronaire. Ces valves s’ouvrent pendant la
systole pour permettre 1’éjection du sang vers 1’aorte, et se ferment pendant la diastole pour

empécher tout reflux vers le ventricule. Chaque cuspide est associée a un sinus de Valsalva, et

59



Chapitre 04 Le cceur

I’ensemble de ces sinus avec les cuspides forme ce qu’on appelle la racine aortique. Cette
racine présente une architecture tridimensionnelle complexe, comprenant plusieurs structures
clés : L’anneau basal virtuel , un plan imaginaire reliant la base des trois cuspides, servant de
référence pour les mesures anatomiques. La zone centrale de coaptation , ou les cuspides se
rejoignent pour assurer une fermeture étanche de la valve. La jonction sino-tubulaire , qui
marque la transition entre les sinus de Valsalva et [’aorteascendante. Cette organisation
anatomique précise permet d’assurer une fonction valvulaire optimale et un flux sanguin

unidirectionnel efficace(Mori et al., 2019).

Figure 32 : A- Vue supérieure en imagerie 3D de trois variantes anatomiques de la
valve aortique (Mori et al., 2019). B-Schéma de la localisation de la valve aortique dans le
cceur (Mayo Clinic .n,d).

2-6 Les vaisseaux sanguins :

Les vaisseaux sanguins font partie du systéme cardiovasculaire. Ils assurent le transport
du sang depuis le ceeur vers I’ensemble du corps, ou son retour vers le coeur. Il existe trois

types principaux de vaisseaux sanguins : les arteéres, les veines et les capillaires.

2-6-1 .Les arteéres :
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La Structure d'une Paroi artérielle
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Figure 33 :A-Le trajet des artéres dans le corps humain.B-La structure de la paroi

artérielle (Aptekar,2025).

Les arteres sont définies comme des vaisseaux sanguins qui transportent le sang du
ceeur vers les différents tissus et organes du corps. Le sang y circule sous une pression élevée
générée par la contraction du muscle cardiaque, ce qui permet un €coulement efficace. En
général, le sang artériel est riche en oxygeéne, a I’exception de I’artére pulmonaire, qui
transporte le sang non oxygéné du ventricule droit vers les poumons, ou s’effectue 1’échange
gazeux (élimination du dioxyde de carbone et absorption de I’oxygene). La paroi des artéres
est constituée de trois couches principales, chacune ayant une structure et une fonction
spécifiques : La tunica intima (couche interne) : fine et lisse, elle est composée de cellules
endothéliales spécialisées qui réduisent la friction du sang contre la paroi vasculaire, facilitant
ainsi son écoulement. La tunica media (couche moyenne) : c’est la couche la plus épaisse,
composée de fibres €lastiques et de muscles lisses, permettant aux artéres de se contracter et
de se dilater pour réguler la pression et le débit sanguins. La tunica externa (ou adventitia,
couche externe) : formée de tissu conjonctif, elle assure la protection et le soutien structural
du vaisseau, tout en le reliant aux tissus environnants. L’aorte est la plus grande arteére du
corps humain. Elle émerge du ventricule gauche du cceur et distribue le sang oxygéné a
I’ensemble de I’organisme. Elle se ramifie progressivement en artéres plus petites, puis en
artérioles, qui assurent la distribution du sang au niveau des capillaires. Dans ce contexte, on
distingue également les artéres coronaires, responsables de I’irrigation du muscle cardiaque
lui-méme. Ces vaisseaux parcourent la surface externe du ceeur et n’interviennent pas dans le

trajet du sang a I’intérieur des cavités cardiaques (Betts et al., 2022).

2-6-2 Les veines :
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Figure34 :A-Le trajet des veines dans le corps humain.B-Les valvules

veineuses(Aptekar,2025).

Les veines sont des vaisseaux sanguins qui ramenent le sang depuis les différents tissus
de I’organisme vers le coeur. Contrairement aux arteres, le flux sanguin veineux ne dépend pas
directement de la pression des contractions cardiaques, mais résulte plutot de la compression
des muscles squelettiques lors de la marche ou de la respiration, ce qui engendre une pression
relativement basse. Afin de garantir 1’écoulement unidirectionnel du sang vers le cceur et
d’empécher son reflux, les veines sont munies de valvules unidirectionnelles La paroi
veineuse est constituée de trois couches similaires a celles des arteres, mais qui different en
termes d’épaisseur et de fonction : La tunica intima (couche interne) : fine et tapissée d’un
endothélium, elle est généralement plus mince que celle des arteres. La tunica media (couche
moyenne) : moins épaisse que dans les arteres, elle contient une quantité réduite de fibers
musculaires lisses et ¢élastiques, ce qui limite la capacité de contraction des veines La tunica
externa (ou adventitia, couche externe) : souvent la plus épaisse des trois, elle est composée
de tissu conjonctif offrant un soutien structurel et une protection, et contient de petits
vaisseaux sanguins ainsi que des nerfs. Dans la majorité des cas, les veines transportent du
sang désoxygéné vers le ceeur, comme la veine cave supérieure et la veine cave inférieure.
Une exception notable est représentée par les veines pulmonaires, qui rameénent le sang
oxygéné des poumons vers ’oreillette gauche. Les veines peuvent étre classées en plusieurs
types, parmi lesquels figurent les veines cardiaques et les veines coronaires. Les premieres
participent au drainage du sang provenant des organes et des muscles, tandis que les secondes
assurent 1’évacuation du sang désoxygéné de la paroi externe du cceur vers le sinus coronaire

(sinus coronarius)(Aptekar,2025).
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2-6-3Les capillaires sanguins :

Capillaires

Capillaires

Figure 35 : La forme des capillaires sanguins(Aptekar,2025).

Les capillaires sanguins sont les plus petits vaisseaux du systéme cardiovasculaire. Ils
sont si fins qu’un seul globule rouge peut y passer a la fois, et cela nécessite méme que la
cellule se déforme 1égérement pour pouvoir traverser. Les capillaires relient les artérioles aux
petites veines (les veinules), comme illustré dans I’image () Les capillaires forment souvent
un réseau ramifié¢ de vaisseaux appelé lit capillaire, qui offre une grande surface permettant

les échanges de substances entre le sang et les tissus environnants (Aptekar,2025).

3. Structure externe et stratifiée du coeur :

3.1 Le péricarde :

Le cceur est entouré d’une membrane a double couche appelée péricarde (Pericardium),
composée du péricarde fibreux et du péricarde séreux(Gray,1918). Le péricarde fibreux
représente la couche externe ; il est épais, résistant et formé de tissu conjonctif dense. Sa
fonction principale est de protéger le cceur contre les chocs et de le maintenir en position dans
la cavité thoracique afin d’éviter tout déplacement. Quant au péricarde séreux, il constitue la
couche interne, plus fine et plus délicate, et se divise en deux parties : la couche pariétale, qui
est adhérente au péricarde fibreux, et la couche viscérale, €galement appelée épicarde
(Epicardium), qui est directement attachée au cceur et constitue une partie de sa paroi. Entre
ces deux couches se trouve la cavité péricardique, un espace rempli d’un liquide séreux
agissant comme lubrifiant, ce qui permet de réduire les frottements entre les couches lors des
mouvements du cceur, notamment durant la contraction (systole) et la relaxation

(diastole)(Betts et al.,2022).
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Figure36 : Les membranes péricardiques et les couches de la paroi du cceur (Bettset

al.,2022).
3-2 Les couches de la paroi du cceur :

La paroi du cceur est constituée de trois couches d’épaisseurs inégales, disposées de
I’extérieur vers I’intérieur : I’épicarde, le myocarde et I’endocarde. L’épicarde, également
appelé péricarde viscéral, forme la couche externe de la paroi cardiaque et, en méme temps, la
couche interne du péricarde. Il joue un rdle protecteur et contient des vaisseaux sanguins ainsi
que des fibres nerveuses qui irriguent la surface du coeur. Le myocarde, qui est la couche la
plus épaisse, est composé principalement de cellules musculaires cardiaques responsables de
la contraction du cceur. Il repose sur un réseau de fibres collagéniques, accompagné de
vaisseaux sanguins et de fibres nerveuses qui régulent son activité. L’endocarde, la couche la
plus interne, tapisse les cavités et les valvules du cceur. Il est constitué d’un épithélium
pavimenteux simple soutenu par un tissu conjonctif fin, ce qui facilite I’écoulement du sang,
réduit les frottements et prévient la formation de caillots. Le myocarde présente une structure
musculaire complexe : ses cellules musculaires s’enroulent en spirale autour des cavités du
cceur, formant un motif en forme de chiffre 8 autour des oreillettes et a la base des gros
vaisseaux. Les fibres profondes des ventricules suivent le méme motif et convergent vers
I’apex du cceur, tandis que les couches superficielles entourent les deux ventricules. Cette
disposition hélicoidale complexe permet au coeur de pomper le sang plus efficacement qu’un

agencement linéaire simple (Betts et al.,2022).
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Figure 37: La musculature cardiaque(Betts ef al.,2022).
3-3 Les cloisons cardiaques :

Les cloisons cardiaques sont des parois musculaires qui séparent les cotés droit et
gauche du cceur, empéchant ainsi le mélange du sang oxygéné avec le sang pauvre en
oxygene. On distingue principalement deux types de cloisons : le septuminterauriculaire, qui
est plus mince et composé d’un tissu musculaire relativement fin en raison de la faible
pression sanguine dans les oreillettes. Ce septum présente des vestiges embryonnaires, tels
que la fosse ovale (Fossa ovalis), résidu de I’ouverture feetale qui reliait les deux oreillettes
pendant la vie intra-utérine. En revanche, le septum interventriculaire est beaucoup plus épais
et robuste, constitué de muscle cardiaque puissant, car les ventricules, en particulier le
ventricule gauche, doivent générer une force importante pour propulser le sang vers la

circulation pulmonaire et systémique (Gray,1918).
4- Le cycle cardiaque :

Le cycle cardiaque correspond a I’intervalle de temps qui commence par la contraction
des oreillettes et se termine par la relaxation des ventricules. Il comprend une série
d’événements électriques et mécaniques coordonnés permettant une circulation efficace du
sang a travers le cceur et vers le reste du corps. Il se divise en deux phases principales : la
systole, durant laquelle les cavités cardiaques se contractent pour €jecter le sang, et la diastole,
pendant laquelle elles se relachent pour se remplir a nouveau (Betts ez al.,2022). Au début du
cycle, les oreillettes et les ventricules sont en diastole, permettant au sang de passer des veines
vers les oreillettespuis vers les ventricules a travers les valvules atrioventriculaires ouvertes
L’onde P de [I’¢lectrocardiogramme (ECG) représente la dépolarisation auriculaire,

déclenchant leur contraction et entrainant 1’éjection d’un volume supplémentaire de sang vers
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les ventricules, appelé « coup de pied auriculaire » (atrial kick). La systole ventriculaire suit,
illustrée par le complexe QRS, débutant par une contraction isovolumétrique durant laquelle
la pression intraventriculaire augmente sans ouverture des valves, suivie de la phase
d’¢jection, ou le sang est propulsé vers I’artére pulmonaire (ventricule droit) et 1’aorte
(ventricule gauche) a travers les valvules sigmoides (pulmonaire et aortique), une fois que la
pression ventriculaire dépasse celle des artéres. Ensuite, la diastole ventriculaire commence,
coincidant avec 1’onde T, par la fermeture des valvules sigmoides, suivie d’une phase de
relaxation isovolumétrique, puis d’un remplissage passif lorsque les valvules
atrioventriculaires s’ouvrent a nouveau, marquant le début d’un nouveau cycle. Cette
coordination précise entre les événements électriques et mécaniques témoigne de la régulation

fine de I’activité cardiaque a chaque battement (Aptekar,2025).
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Figure 38:A-La circulation sanguine du cceur. B-Relation entre le cycle cardiaque et

I'ECG. C- Suivi du cycle cardiaque a I’aide de I’ECG(Betts et al.,2022).
5-Le controle nerveux de ’activité cardiaque:

Le cceur est un organe musculaire capable de générer spontanément des impulsions,
mais son activité est finement modulée par le systéme nerveux autonome, composé¢ de deux
branches: le systéme sympathique et le systéme parasympathique La stimulation
parasympathique provient du centre cardio-inhibiteur situé dans le cerveau, et les impulsions
sont transmises par le nerf vague (nerf cranien X) vers le nceud sino-auriculaire (SA), le nceud
auriculo-ventriculaire (AV), ainsi que vers certaines parties des oreillettes et des
ventricules(Aptekar,2025). Ce systeme libére le neurotransmetteur acétylcholine (ACh), qui
ouvre les canaux potassiques et ralentit la dépolarisation spontanée, prolongeant ainsi la
repolarisation et réduisant la fréquence cardiaque En 1’absence de toute stimulation nerveuse,

le nceud SA établirait un rythme sinusal d’environ 100 battements par minute. Le fait que les
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fréquences cardiaques au repos soient nettement inférieures a cette valeur montre bien 1’effet
inhibiteur du parasympathique Cela peut étre comparé a un conducteur maintenant son pied
sur la pédale de frein pour ralentir la voiture. Lorsque la stimulation parasympathique
diminue, la libération d’ACh diminue également, ce qui permet a la fréquence cardiaque
d’augmenter jusqu’a son niveau intrinséque. Pour toute augmentation au-dela de ce seuil, une
activation du systéme sympathique est nécessaire. Cette régulation nerveuse illustre
parfaitement la coordination entre le cerveau et le cceur dans le maintien de 1’équilibre

physiologique du corps (Betts et al.,2022).

Le nerf vague

(parasympathique)
diminue le coeur
taux.

/Nerk cardiaques sympathiques
a fréquence cardiac

augmente | c ue
"

Figure 39 : controle nerveux de I’activité cardiaque(Betts ef al.,2022).
6- Les maladies cardiovasculaires:

Les maladies cardiovasculaires représentent 1’une des principales causes de morbidité et
de mortalit¢ dans le monde, et se déclinent en plusieurs formes aux mécanismes
physiopathologiques variés. La cardiopathie ischémique est I’'une des plus fréquentes ; elle
résulte du rétrécissement ou de 1’obstruction des artéres coronaires par accumulation de
lipides, entrainant une ischémie myocardique, pouvant se manifester par une angine de
poitrine ou un infarctus du myocarde (Libby et al., 2019 ; Braunwald,2013). L’insuffisance
cardiaque est une autre affection majeure, correspondant a 1’incapacité du coeur a pomper
efficacement le sang. Elle peut toucherle coté gauche ou droit du cceur, et étre systolique ou

diastolique (Ponikowski ez al.,2016). Les troubles du rythme cardiaque sont également
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fréquents, incluant la tachycardie, la bradycardie et les arythmies telles que la fibrillation
auriculaire (Zipes etJalife, 2013). Par ailleurs, les valvulopathies affectent le bon
fonctionnement des valves cardiaques, causant un rétrécissement (sténose) ou une
régurgitation (insuffisance valvulaire) (Nishimura ef al., 2014). Les cardiomyopathies, qui
altérent la structure ou la fonction du muscle cardiaque, se présentent sous différentes formes :
dilatée, hypertrophique ou restrictive (Maron et al., 2006). En outre, les inflammations
cardiaques (ou cardites) regroupent des affections telles que la myocardite, la péricardite et
I’endocardite, généralement d’origine infectieuse (Kindermann ef al., 2012). Les
cardiopathies congénitales, quant a elles, sont des malformations présentes des la naissance,
allant des communications interauriculaires ou interventriculaires a des anomalies complexes
comme la tétralogie de Fallot (Hoffman & Kaplan, 2002). On distingue également la
cardiopathie hypertensive, due a une pression artérielle élevée chronique, entrainant souvent
une hypertrophie du ventricule gauche (Drazner, 2011). Les cardiopathies rhumatismales,
résultant de complications d’un rhumatisme articulaire aigu, endommagent durablement les
valves, surtout chez 1’enfant (Carapetiser al., 2005). Enfin, certaines maladies cardiaques
sont secondaires a d'autres pathologies systémiques telles que le diabéte, les troubles
thyroidiens ou l'insuffisance rénale, soulignant ainsi la complexité multifactorielle des

maladies cardiaques (Kannel,1998 ; Boudina & Abel, 2007).
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Figure 40: L'angine de poitrine est une douleur thoracique due a une réduction du flux
sanguin dans les artéres coronaires, ce qui empéche le muscle cardiaque de

recevoirsuffisamment d'oxygene (Aptekar, 2025).

69



PARTIE EXPERIMENTALE



MATERIEL ET METHODES



MATERIEL ET METHODES

1. Cadre et objectifs de 1'étude

Cette étude a été réalisée entre février et mai 2025 au niveau du laboratoire de

toxicologie de l'université echahid Hamma lakhder d' Eloued .

Au cours de cette étude , nous sommes intéressés a évaluer 1’effet thérapeute et
protecteur d’extrait de Rosmarinus sur la pneumo toxicité et la cardio toxicité induite par le

Nitrate de sodium.
2. Matériels

2.1.Matériels biologique

I1 s’agit des souches de rats wistar albinos de sexe male, et dont le poids est de 250 a
300 g, ils ont presque le méme age /3mois/ ,ils ont été¢ fourni de 1’animalerie de docteur
Guehef Ali , un médecin vétérinaire exergant dans sa clinique privée dans la commune de

Guemar sous son numéro d'agrément vétérinaire national :171094.

Les rats obtenus ont été répartis en six rats par lot. Ils ont été soumis a une période
d’adaptation de 15 jours dans I'animalerie de notre faculté , dont les conditions d’élevage sont

les suivants :

Les cages utilisés sont spéciaux en polyéthyléne tapissés de litiere constituée par des
coupeaux du bois renouvelés chaque jour jusqu'a la fin de I’expérimentation, équipés par des
biberons d’eau et un acces libre a la nourriture, la température de 1’animalerie voisine de

25°C, une photopériode naturelle de 12/12h.
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Figure 41 : Les conditions d’¢élevage des rats (Photo personnelle).
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2.2.Matériels végétal
Dans cette étude, on a utilisé des feuilles de Salvia rosmarinus , qui ont été collecté sur
les hauteurs de la montagne de Bourommane, située dans la commune de Bekkarya, wilaya de

Tébessa, au nord-est de 1’ Algérie.

Figure 42 : La localisation de la wilaya de Tébessa (Wikipédia)

Apres le transport du matériel végétal dans des sacs en tissu jusqu’a la wilaya d'El oued
et identifi¢ par Dr CHARRADA Nizar botaniste a I’'université d'El oued, ont immédiatement
été préparées pour le séchage et les analyses. Elles ont d’abord été soigneusement rincées a
I’eau du robinet afin d’éliminer les impuretés superficielles, puis étalées en fines couches dans

un espace bien aéré pendant deux semaines.

Une fois le séchage complet, les feuilles ont été broyées manuellement pour obtenir une
poudre homogene, préte a étre utilisée. Cette poudre végétale, appelée « drogue », a ensuite
été conservée a 1’abri de la lumiére dans des flacons en verre ambré jusqu’aux

expérimentations.
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Figures 43/44 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de 1’expérimentation.)
Préparation du matériel végétal et conditionnement de la drogue dans un flacon en verre

ambreé.
2.3. Appareillage et matériel chimiques :
2.3.1. Appareillage :

Etuve ; balance de précision ; spectrophotométre ; des tubes a essais en verre et en
plastique ; des portoirs ; des béchers ; des fioles ; agitateur magnétiques ; centrifugeuse ; bain
marie ; réfrigérateur ; des bains de glace, congélateur, ph métre, thermomeétre, pipette,
automate histologique , appareil d’inclusion , microtome , bac de coloration , microscope ,
lame bistouris , lames porte —objet et lamelles couvre- objet , boite a instruments de dissection

(pinces , ciseau , aiguilles,...), canule ou sonde de gavage , flacons ambrés , les gants .
2.3.2. Matériel chimique :

Tableau 04 : Produits chimiques utilisés dans les expérimentations (données

personnelles).

Substances chimiques utilisées :

Formules chimiques :

Acide ascorbique CeHgOp
Chlorure ferrique FeCl;
Acide chlorhydrique HCI 1%
Acide acétique CH3;COOH
Acide sulfuriqu e H,SO,
Chloroforme CHCI;
Tris-HCI (Tampon tris hydrochloride) Tris-HCI
Albumine sérique bovine (BSA) —
Chlorure ferrique (solution a 0,1%) FeCl; 0,1%

Tampon phosphate (pH 6,6)

Ferricyanure de potassium (1%)

K3[Fe(CN)o] 1%

TSA (Tryptic Soy Agar) 10%

Carbonate de sodium

Na,CO;

Acide gallique

C;H¢Os

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
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Méthanol CH5;OH
Peroxyde d'hydrogéne H,O,
Tampon phosphate (pH 6,0 ; 0,1 mol/L) —
CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzéne) CeH3CI(NO,),
GSH (Glutathion réduit) C10H17N304S
Ethanol C,HsOH
Tampon phosphate (pH 7,4 ; 0,1 mol/L) —
Acide phosphorique H3;PO,
Chlorure de sodium NaCl
Acide trichloroacétique (TCA) CCI;COOCOH
Acide thiobarbiturique (TBA) C4HiN;0,S
BHT (Butylhydroxytoluéne) Ci5H240
Acide salicylique (solution a 25%) C,HsO03 (25%)
EDTA (acide éthylénediaminetétraacétique) CioHi16N20s
DTNB (Ellman's reagent) C14HgN2;Na,0gS,(0,01mol/L)
Eau distillée H,O
Réactif de Folin-Ciocalteu — (mélange complexe)
PBA . (phosphate buffered saline) —
Formaldehyde CH,0
Trichloromethane CHCl3
Serum physiologique Na Cl 0.9%
Diclofinac C14H10CI,NNaO,
Nitrate de sodium NaNO3

3. METHODES :

3.1. Méthode in-vitro :

3.1.1 Méthode d’extraction du romarin par décoction suivie d’un séchage a I’étuve pour

I’obtention d’un extrait sec.
3.1.1.1. Principe général :

L’extraction par décoction consiste a faire bouillir le matériel végétal dans 1’eau afin

d’extraire les composés hydrosolubles tels que les polyphénols, flavonoides et antioxydants
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naturels. Cette méthode est simple, économique et particuliérement adaptée aux plantes

médicinales comme Salvia rosmarinus.[Bouterfas et al., 2010 ; Nieto et al., 2013].
3.1.1.2. Protocole expérimental :

A. Préparation de la décoction :

Matériel végétal : Feuilles séchées de Salvia rosmarinus.

Quantité : 50 g de feuilles finement broyées.

Solvant : 500 mL d’eau distillée.

Etapes :

1. Introduire les feuilles dans 1’eau froide dans un bécher en verre.

2. Porter a ébullition et maintenir I’ébullition pendant 20 a 30 minutes.

3. Laisser refroidir a température ambiante.

4. Filtrer a ’aide d’un papier filtre (Whatman n°1) ou d’une gaze stérile pour éliminer

les résidus végétaux. [Nieto et al., 2013]

Figure 45/46 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de I’expérimentation.)

Etapes de préparation de I’extrait végétal par décoction.
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B. Concentration et séchage du filtrat :
Concentration préalable (optionnelle) :

Le filtrat peut étre 1égérement concentré dans un bain-marie a 50 °C afin de réduire le

volume sans altérer les composés actifs. [Souza et al., 2007]
Séchage final a I’étuve :
1. Verser le filtrat (ou le concentré) dans des coupelles en verre ou en aluminium.
2. Placer les coupelles dans une étuve ventilée réglée a 45-50 °C.
3. Laisser sécher jusqu’a évaporation compléte de I’eau (2448 heures en moyenne).

4. Récupérer la matiére séche obtenue (extrait brut sec), la broyer si nécessaire et la
conserver dans un flacon opaque et hermétique a 1’abri de la lumiére et de I’humidité. [Souza

etal.,2007]

Figures 47/48 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de I’expérimentation.)

Etapes de concentration préalable, séchage et broyage du matériel végétal.
3.1.1.3. Objectif de l1a méthode :

L’objectif est d’obtenir un extrait aqueux sec standardisé, stable et facile a manipuler
pour des applications biologiques, pharmacologiques ou toxicologiques, notamment dans les
études évaluant I’effet protecteur ou curatif contre la toxicité induite par le nitrate de sodium.

[Zeggwagh et al., 2007]
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Figure 49 : (A) et (B) Organigramme et schéma pour la préparation des infusions en

utilisant la décoction (Miralrio & Véazquez, 2020).
3.1.1.4. Le rendement d’extraction :
Le rendement d’extraction a ensuite été calculé selon la formule suivante :
Rendement (%) = (masse d’extrait sec / masse de plante séche initiale) x 100

Ce parametre permet d’évaluer 1’efficacité du procédé d’extraction dans des conditions
données, et peut servir a comparer différents protocoles ou solvants. Plusieurs facteurs
peuvent influencer ce rendement, notamment la température, la durée de décoction, la

granulométrie de la plante, ainsi que la nature du solvant utilisé (Stalikas, 2007).

Les données rapportées dans ce travail sont issues de nos expérimentations

personnelles, réalisées dans des conditions controlées de laboratoire .
3.1.2.Les analyses photochimiques de la plante :

Tests biochimiques préliminaires

- Recherche des Saponosides

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de l'indice de mousse, degré

de dilution d'un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
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déterminées. Deux grammes de matériel végétal sec et broyé sont utilisés pour préparer une
décoction avec 100 ml d'eau. On porte a ébullition pendant 30 mn. Apres refroidissement et
filtration, on réajuste le volume a 100 ml. Dans une série de 10 tubes a essai, répartir 1 ml de

I’extrait dans le tube n° 1, 2 ml dans le tube n° 2, ..., 10 ml dans le tube n°® 10.

Le volume final dans chaque tube étant de nouveau réajust¢ a 10 ml avec de 1'eau

distillée. (Dahou et al.,2023).

Les tubes sontagités fortement en position horizontale pendant 15 secondes. Aprés un
repos de 15 minutes en position verticale, on reléve la hauteur de la mousse persistante en cm.
Si elle est proche de 1 cm dans le X¢tube, alors l'indice de mousse est calculé selon la formule

suivante :

_ Hauteur de mousse (en cm) dans le x" tube x 5
B 0.0x

I : Indice de mousse

La présence des saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100

(Dahou et al, 2003)
* Recherche des tanins

- on prend 5 ml de I'infusé, aux quelle on ajoute goutte a goutte 1 ml d'une solution de
Chlorure ferrique (FeCl3) a 1%. L'apparition d'une coloration verdatre indique la présence des

tanins catéchiques, bleu noiratre, tanins galliques.

- A 30 ml de l'infusé, on ajoute 15ml de réactif de Stiasny (Formol a 30% + HCI
concentré 3-1 v/v). Apres chauffage de 30 mn au bain marie, 'observation d'un précipité

orange indique la présence des tanins catéchiques. (Harborne , 1998).
*Recherche des anthocyanes

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur de l'infusé a 10 %

avec le changement de pH :

On ajoute quelques gouttes d'HCI, puis quelques gouttes d’Ammoniac (NH40OH). Le

changement de la couleur indique la présence des anthocyanes.(Mabry et al. ;1970).
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* Recherche des leuco anthocyanes

Un volume de 5 ml de I’infusé est mélangé a 4 ml d'alcool chlorhydrique (Ethanol/ HCI
pur 3/1 v/v). Aprés chauffage au bain marie a 50°C pendant quelques minutes, 1'apparition

d'une couleur rouge cerise indique la présence des leuco anthocyanes (Solfo, 1973).
*Recherche des flavonoides :

La recherche des flavonoides débute par une macération de 10g de drogue pulvérisée

dans 150 ml d’acide chlorhydrique (HCI1 1 %) pendant 24h.

Apres filtration, on récupére 10 ml du filtrat auquel on ajoute une solution basique de
(NH4OH), si apres 3h, il y a apparition d'une couleur jaune claire dans la partie supérieure du

tube, ceci indique la présence de flavonoides (Markham, 1982).
* Recherche des alcaloides :

Aprés macération de Sg de feuilles séchées et broyées dans 50 ml d'HCI a 1 %, on filtre
la solution obtenue et on lui ajoute quelques gouttes de réactif de Mayer qui provoque un

précipité blanc indiquant la présence des alcaloides (Bouquet, 1972).
* Recherche des Terpénes et des Stérols

5 g de la poudre sont macérés dans 20 ml d'éther de pétrole, Apres filtration, la phase
organique est évaporée dans un bain de sable a une 0°C de 90°C. Le résidu est dissout dans
0.5 ml d'acide acétique (CH3COOH) en ajoutant 1 ml d'Acide Sulfurique (H2SO4) concentré,

dans la zone de contact entre les deux liquides.

S’il y a apparition d’un cercle violé ou marron devenant gris par la suite, ceci indique la

présence des terpenes et stérols.(Trease & Evans , 1989).
* Recherche des Cardinolides :

On réalisé le macération de la drogue pulvérisée (1g) dans de I’eau distillée (20 ml),
pendant 3h, apres filtration du macérat, on préleve 10 ml auxquels on ajoute 10 ml du

mélange de la solution (Chloroforme (CHCI3), Ethanol (C2H50H)).

L’évaporation de la phase organique dans un bain de sable a une 0°C de 90°C. le

précipité est ensuite dissout dans 3 ml de ’acide acétique glacial (CH3COOH), enfin, on
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ajoute quelques gouttes de Chlorure Ferrique (Fe Cl3) puis 1 ml d'H2SO4 concentré sur les

parois de tube.

L'apparition d'une couleur verte bleue dans la phase acide indique la présence des

Cardinolides. (Sofowora 1993)
3.1.3.Dosage des polyphénols totaux :
Principe :

Les composées phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est
composé dun mélange d'acide phosphotunstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PW012040) qui se réduit, lors de I’oxydation des polyphénols, en
oxyde bleu de tungstéene (W8023) et de molybdene (Mo8023). Cette réaction développe
une coloration bleu qui est proportionnelle au taux des composées phénoliques qui peut étre
dosée par spectrophotométriec UV — VIS de type .[Singleton & Rossi, 1965; Ainsworth &
Gillespie, 2007]

Mode opératoire :

A 1 ml de chaque extrait sont ajoutés 1 ml de Folin — Cicalteau's, aprés 5 min de repos,
10 ml de carbonate de sodium (7 %) est additionne, et finalement 25 ml d'eau distillée sont

ajoutée.

Aprées 1 heure de la réaction, a température ambiante, 1'absorbance est mesurée a 750
nm. La teneur en composés phénoliques est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage
obtenue avec 1’acide gallique (EAG) par 100 g d’échantillon.[Waterhouse, 2002; Prior et al.,
2005]

Préparation de la gamme d’étalonnage :
-On pese 200 mg d’acide gallique.

-Les dissoudre dans 100 ml d’éthanol, soit une solution (S1) avec une concentration de

2 mg/ml.

-Diluer la solution mére comme suit :
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-Prélever 5 ml de la solution meére puis ajouter 5 ml d’eau distille et I’on obtient la dilution

S/2.
-Prélever 5 ml de la solution S/2 puis rajouter 5 ml d’eau distille et 1’on obtient la dilution S/4.
-Refaire la méme procédure pour les autres dilutions. (Velioglu ef al., 1998).

Tableau 05 : Dilutions des concentrations préparées pour 1’¢laboration de la gamme

d’étalonnage. (Velioglu et al., 1998).

Dilution S S/I2 S/4 S/8 S/16 S/32 S/64

Concentration
2 1 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03

(mg/ml)

3.1.4. Les activités biologiques in vitro
e L’activité anti-oxydante (anti-radicalaire)

Principe :

Du point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour
des composés contenant SH, NH et OH groupes (Salah et al., 1995). 1l s’effectue a
température ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des
molécules thermolabiles. Le test est largement utilis€ au niveau de I’évolution des extraits
hydrophiles tres riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006 ; Hatzidimitriou et

al., 2007).

L’activité antiradicalaire des différents extraits a tester a été déterminée selon la
méthode de Sanchez-Moreno (2002) qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement
stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde A de 517 nm. La technique consiste a
mettre le radical libre DPPH (de couleur violette), en présence de 1’antioxydant (extrait brut
méthanolique, extrait flavonoidique, extrait tannique) va étre réduit et virer vers le jaune. Ce
changement se traduit par une diminution de l’absorbance. La réaction de DPPH est
représentée dans la figure suivante : (Juin 2022 Ghassan M. Sonji, Mohammed Ahmad Assi,

Nada M Sonji[...] , Mohammed Rahal)
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Figure 50 :Réaction de réduction du radical DPPH- par les antioxydants : un indicateur
spectrophotométrique de 1'activité antioxydante (Blois, 1958).
Mode opératoire :
La solution du DPPH est préparée a I’avance par solubilisation de 2,4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol absolu. 25 pul de ’extrait a différentes concentrations sont ajoutés a
975 ul de DPPH. Des solutions d’antioxydant de référence ou acide ascorbique sont

également préparées dans les mémes conditions pour servir de témoin positif.

Le témoin négatif est constitué uniquement de DPPH et du méthanol. Le mélange est
laiss¢ a D’obscurit¢ pendant 30 min jusqu’a décoloration. Le dosage est réalis€¢ par

spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm.
Pourcentage de ’activité antiradicalaire est estimé selon 1’équation ci-dessous :
% de Pactivité antiradicalaire = [(Al - A2) /A1] * 100
Al : Absorbance du témoin négatif sans extrait

A2 : Absorbance en présence de 1’extrait.

. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits :
. Pouvoir réducteur du fer :
Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power):

Le test FRAP repose sur la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe*")
contenu dans le complexe ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g) en fer ferreux (Fe?*). Cette
réaction se manifeste par un changement de couleur, passant du jaune pale (Fe**) a un bleu-
vert intense (Fe?*), dont I’intensité est proportionnelle a la capacité réductrice de 1’échantillon.

L’absorbance de cette coloration est mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur
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d’onde de 700 nm, ce qui permet d’évaluer indirectement le potentiel antioxydant de 1’extrait

testé.[ Yildirim et al., 2001]

Le mécanisme réactionnel impliqué dans ce test est illustré par la réduction du
complexe ferrique-tripyridyltriazine [Fe(Ill)-TPTZ] en complexe ferreux [Fe(I)-TPTZ], en
présence d’un donneur d’hydrogéne tel qu’un antioxydant (AH). Ce changement d’état
d’oxydation est accompagné d’une variation spectrale mesurable, traduisant le degré

d’activité réductrice de ’extrait.[ Yildirim ef al., 2001]

QE““'&)”/O . *\Y(j
Qx\ g Q*/ 5

Fe’ -TPTZ + reducing antioxidant . *_TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 51 : Réduction du complexe Fe**-TPTZ par des antioxydants : Formation du

complexe Fe*"-TPTZ et développement d’une coloration bleue intense a 595 nm (Prior et al.,

2005)

Pour la mise en ceuvre expérimentale du test FRAP, nous avons suivi le protocole décrit
par Yildirim et collaborateurs (2001). Ce protocole consiste a mélanger 0,5 ml d’extrait (brut
méthanolique, flavonoidique ou tannique) avec 1,25 ml d’un tampon phosphate 0,2 M (pH =
6,6) et 1,25 ml d’une solution de K3Fe(CN)g a 1 %. Apres incubation a 50 °C pendant 20
minutes, les échantillons sont refroidis, puis 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10 % sont
ajoutés pour arréter la réaction. Le mélange est ensuite centrifugé a 3000 tours/min pendant
10 minutes. Ensuite, 1,25 ml du surnageant est combiné avec 1,25 ml d’eau distillée et 250 ul

d’une solution de FeClz-6H,0 a 0,1 %.

L’absorbance est mesurée a 700 nm. Des controles positifs contenant de [’acide
ascorbique sont utilisés comme référence.[Yildirim et al., 2001].

e Test de I'hémolyse des globules rouges :

L’objectif de ce test est d’évaluer la capacité protectrice de 1’extrait végétal Anabasis

articulata contre les substances oxydantes et les radicaux libres responsables de la lyse des
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globules rouges, en déterminant le pourcentage d’hémolyse. La méthode adoptée est celle

décrite par Abirami et al. (2014).

Un volume de sang de rat est prélevé puis dilué dans un volume équivalent de solution
saline tamponnée (NaCl 0,9 %). Les globules rouges sont ensuite isolés par centrifugation a

3000 tours/min pendant 15 minutes.

Le culot obtenu est lavé trois fois avec une solution saline isotonique et resuspendu dans

un volume adapté.

Pour chaque test, 2 mL de suspension de globules rouges sont incubés avec différentes
concentrations de I’extrait d’Anabasis articulata pendant 5 minutes a 37°C.( Abirami et

collaborateurs, 2014)

Ensuite, on ajoute a chaque échantillon 40 pL de solution de peroxyde d’hydrogene
(H203, 30 mM), 40 pL de chlorure ferrique (FeCls, 80 mM) et 40 nuL d’acide ascorbique (50

mM). Le mélange est incubé pendant une heure a 37°C.( Abirami et al., 2014)

Apres incubation, les échantillons sont centrifugés a 700 tours/min pendant 10 minutes.
L’absorbance des surnageants est mesurée a 540 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre pour

évaluer I’intensité de I’hémolyse.( Abirami et collaborateurs, 2014)
Le pourcentage d’hémolyse est calculé selon la formule suivante :

Hémolvse % = Abs controle % 100
CMOYSE Y0 = Abs échantillon

Abs contrdle : Absorbance de I’échantillon sans extrait.

Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon contenant 1’extrait végétal.

e évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro :
Test de la dénaturation thermique des protéines

L’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire in vitro a été réalisée a ’aide du test de

dénaturation thermique des protéines, selon la méthode décrite par Karthik ez al. (2013).

Ce test repose sur la capacité des extraits a inhiber la dénaturation des protéines

soumises a une température ¢élevée (72 °C), un phénomene impliqué dans les mécanismes
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inflammatoires chroniques, tels que la production de médiateurs pro-inflammatoires (Karthik

etal., 2013).

Préparation des solutions

1. Tampon Tris-HC1 0,05 M, pH = 6.8

Le tampon a été préparé en dissolvant une quantité appropriée de Tris dans 200 mL
d’eau distillée, puis le pH a été ajusté a 6,8 a 1’aide d’HCI concentré. Ce tampon assure un

environnement stable pour le maintien de la structure protéique.

2. Préparation des blancs

Deux types de blancs ont été utilisés :

*Blanc a : 1 mL d’extrait végétal dans le tampon Tris-HCI, sans BSA (permet de

corriger I’absorbance spécifique des extraits).

*Blanc b : 1 mL de BSA 4 0,2 % dans le tampon Tris-HCI, sans extrait (sert de controle

négatif, représentant la dénaturation naturelle sans inhibition).

3. Préparation de la solution de BSA (0,2 %)

Dissolution de 0,2 g de BSA dans 100 mL de tampon Tris-HCI (pH 6,8). La BSA
(Albumine Sérique Bovine) est souvent utilisée comme modele de protéine sensible a la

chaleur dans les essais in vitro.

4. Préparation des extraits végétaux

Les extraits ont été préparés a une concentration de 10 mg/mL, dissous dans le solvant

appropri¢ (aqueux ou hydroalcoolique), selon le protocole d’extraction établi.

5. Préparation du standard : Diclofénac sodique

Une solution standard de diclofénac sodique a été préparée a une concentration de 0,5
mg/mL. Ce composé est largement reconnu pour ses propriétés anti-inflammatoires et utilisé

comme contrdle positif dans ce type de test.
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Protocole expérimental

Dans un tube a essai, 1 mL de chaque concentration d’extrait végétal est mélangé a 1
mL de BSA (0,2 %). Le mélange est incubé a 72 °C pendant 15 minutes, ce qui induit une
dénaturation thermique des protéines. Aprés refroidissement a température ambiante,

I’absorbance est mesurée a 660 nm a ’aide d’un spectrophotométre.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines est calculé¢ selon la
formule:
Abs échantillon - Abs blanc extrait

4 0 —_— X
HemOIYSe A) 1 AbS BSA _ Abs blanc BSA 100

Un pourcentage ¢€levé d'inhibition refléte une meilleure capacité anti-inflammatoire de

'extrait testé.

¢ Analyse des parameétres de la coagulation sanguine : TP et TCK

Dans le cadre de cette ¢étude, des analyses hématologiques ont été réalisées afin
d'évaluer l'effet potentiel de I’extrait de Salvia rosmarinus sur les parametres de la coagulation
sanguine. Plus précisément, les temps de prothrombine (TP) et de céphaline kaolin (TCK) ont
été mesurés selon des méthodes standardisées couramment utilisées en hémostase (Tavares et

al., 2010; Owumi et al., 2020).

L’analyse du TP permet d’apprécier I'intégrité de la voie extrinseéque et commune de la
coagulation, tandis que le TCK explore la voie intrinseque. Ces deux paramétres sont
essentiels pour détecter d’éventuels effets anticoagulants ou procoagulants induits par des
substances naturelles. Les mesures ont été effectuées a 1’aide d’un coagulométre semi-
automatique, apres incubation du plasma riche en plaquettes avec les réactifs spécifiques

correspondants (Doualla-Bell et al., 2013).

L’¢évaluation de ces temps de coagulation vise a détecter toute interférence de I’extrait
végétal avec les facteurs plasmatiques de la coagulation, en particulier les facteurs II, V, VII,
VIII, IX, X, XI et XII, dans le but de mieux comprendre ses propriétés biologiques et
thérapeutiques potentielles (Omoregie & Pal, 2016).

Méthodes deprotocole des Analyses des paramétres de la coagulation sanguine : TP
et TCK
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1. Méthodes de Dosage du Temps de Prothrombine (TP)

Principe :

Le temps de prothrombine (TP) est un test hémostatique fondé sur I’activation de la
voie extrinseque de la coagulation. Il évalue la capacité du plasma a former un caillot apres
I’ajout de thromboplastine tissulaire (facteur III) et de calcium, ce qui permet d’explorer les
facteurs de coagulation II, V, VII et X ainsi que la fibrinogénémie (Doualla-Bell ef al., 2013 ;
Owumi et al., 2020).

Protocole expérimental :

Un échantillon de sang total a été prélevé sur un tube contenant du citrate de sodium a
3,2 % (rapport 1:9) pour prévenir la coagulation. Apres centrifugation a 3000 tours/min
pendant 10 minutes, le plasma pauvre en plaquettes a été séparé.Dans un tube de réaction, 100
puL de plasma ont été incubés a 37 °C pendant 2 minutes, puis 200 puL de thromboplastine
préchauffée contenant du calcium ont été ajoutés. Le temps écoulé jusqu’a la formation du

caillot a été mesuré a 1’aide d’un coagulomeétre semi-automatique (Tavares ef al., 2010).

2.1. Dosage du Temps de Céphaline Kaolin (TCK)

Principe :

Le TCK, ou temps de céphaline activé avec du kaolin, est un test d’évaluation de la voie
intrinséque de la coagulation. Il repose sur I’activation de la coagulation par un agent de
contact (le kaolin) en présence de céphaline (source de phospholipides) et de calcium. Il
permet d’analyser I'intégrité des facteurs VIII, IX, XI et XII, ainsi que des voies communes

(Omoregie & Pal, 2016).

Protocole expérimental :

Comme pour le TP, le sang a été prélevé dans un tube contenant du citrate de sodium.

Apres centrifugation, le plasma a été récupéré.

Dans un premier temps, 100 pL de plasma ont ¢été incubés avec 100 pL de réactif

céphaline-kaolin a 37 °C pendant 3 minutes. Ensuite, 100 pL de solution de chlorure de
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calcium (CaCl, 0,025 M) préchauffée ont été ajoutés, et le temps de formation du caillot a été
immédiatement mesuré a 1’aide du coagulométre (Doualla-Bell et al., 2013 ; Owumi et al.,

2020).
3.2. Méthode in-vivo :
3.2.1. Protocole de traitement expérimental des rats

Un total de 30 rats males adultes a été réparti aléatoirement en six groupes

expérimentaux (n = 6 par groupe), comme suit :

*Groupe 1 (Témoin sain): Rats non traités, servant de groupe controle négatif

[Bouzenna et al., 2017].

*Groupe 2 (NaNQg): Rats traités par nitrate de sodium (NaNOj3) administré par voie

orale a une dose de 150 mg/kg/jour pendant 24 jours, afin d'induire un stress oxydatif
systémique [Di Stasi et al., 2004 ; Hassan et al., 2012].

*Groupe 3 (NaNQOz + Extrait): Rats ayant regu une co-administration par voie orale de

NaNOs3 (150 mg/kg/jour) et de I’extrait végétal étudié (100 mg/kg/jour) pendant 24 jours, en
vue d’évaluer ’effet préventif de 1’extrait contre la toxicité induite par les nitrates [Bouaziz et
al., 2018].

*Groupe 4 (NaNO3 + Vitamine C): Rats ayant re¢u par voie orale une association de

NaNOs3 (150 mg/kg/jour) et de vitamine C (acide ascorbique, 75 mg/kg/jour) pendant 24
jours, ce qui permet de comparer ’efficacité antioxydante de la vitamine C comme référence

[Sanchez-Gonzalez et al., 2005].

*Groupe 5 (Extrait seul): Ce groupe a recu exclusivement I’extrait végétal étudié a

une dose de 100 mg/kg/jour par voie orale pendant 24 jours, sans administration concomitante
de nitrate de sodium. Ce protocole vise a évaluer 1'effet potentiel bénéfique, neutre ou toxique
de l'extrait administré seul, ainsi que son profil d’innocuité in vivo [Bouaziz et al., 2018 ;

OECD, 2008].

*Groupe 6 (Traitement curatif par extrait végétal): Deux rats issus du groupe 2,

ayant été préalablement exposés au nitrate de sodium (150 mg/kg/jour) pendant 24 jours, ont

été affectés a ce groupe en vue d’évaluer D’effet curatif d’un extrait de Salvia rosmarinus
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administré a la dose de 100 mg/kg/jour pendant 21 jours [Bouaziz et al., 2018]. Les animaux

ont été maintenus dans les mémes conditions expérimentales que les autres groupes.

*Groupe 7 (Traitement curatif par vitamine C): Deux autres rats provenant

¢également du groupe 2 ayant subi la méme exposition au NaNOj3 (150 mg/kg/jour, 24 jours)
ont été affectés a ce groupe pour recevoir un traitement a base de vitamine C, administrée par
voie orale a la dose de 75 mg/kg/jour durant 21 jours [Sanchez-Gonzalez et al., 2005]. Le

protocole d’¢élevage et de suivi a été identique a celui des autres groupes

Figure 52 : (Image personnelle réalisée dans le cadre de I’expérimentation.) Illustration
représentant I’administration thérapeutique chez les rats par voie orale a 1’aide d’une canule

gastrique (gavage),

Parallélement a 1’administration des traitements, le poids corporel des rats ainsi que la
consommation alimentaire et hydrique ont été rigoureusement surveillés de maniére
périodique tout au long de la période expérimentale. Ces parametres ont été enregistrés afin
d’évaluer [1’état général des animaux et de détecter d’éventuelles variations
physiopathologiques induites par les substances administrées. (OECD, 2008 ; Turner et al.,
2011)

3.2.2. Sacrifice des animaux et prélévement des organes

A 1a fin de la période expérimentale (soit 24 jours pour les groupes 1 a 5, et 21 jours
supplémentaires pour les groupes 6 et 7), les rats ont été sacrifiés par décapitation,
conformément aux recommandations éthiques pour les expérimentations animales [Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals, 8th edition, NRC, 2011].
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Les organes suivants ont été soigneusement prélevés pour analyses ultérieures :

poumons, cceur, reins et foie.

e

S <
e

Figure 53 : (Image personnelle réalisée dans le cadre de 1’expérimentation.)

Méthode de sacrifice des rats par décapitation, réalisée conformément aux normes

éthiques en vigueur.

Apres D’euthanasie des rats par décapitation, un prélevement sanguin a été réalisé
individuellement chez chaque animal pour des examens biochimiques ultérieurs.( Diehl et al.,

2001 ; OECD, 2008).
Les analyses hématologiques et sériques :

Dans le cadre de cette étude expérimentale, des échantillons sanguins ont été prélevés
chez les rats immédiatement apres le sacrifice, afin d’évaluer certains parametres
biochimiques indicateurs de 1’état physiopathologique des animaux. Le sang a été recueilli
dans des tubes adaptés contenant un anticoagulant (EDTA ou héparine selon les analyses
visées), puis transporté rapidement et dans des conditions adéquates de température (4 °C)
vers les laboratoires spécialisés pour effectuer les analyses biochimiques. Ces conditions de
collecte et de conservation visent a préserver 1’intégrité des constituants sanguins et a garantir

la fiabilité des résultats analytiques obtenus (Benmehdi et al., 2021 ; Derouiche et al., 2018).
3.2.3.Analyses biochimiques

e Analyses biochimiques sériques

Les analyses biochimiques ont été réalisées sur le sérum afin d’évaluer les fonctions

métaboliques, rénales et hépatiques.

Les parameétres mesurés incluent :

*Glycémie (GLY) : taux de glucose sanguin.
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*Urée (UREA) et créatinine (CREA) : indicateurs de la fonction rénale.

*Acide urique (AU) : marqueur du métabolisme des purines.

*Cholestérol total (CTH), triglycérides (TRI), HDL et LDL : indicateurs du profil
lipidique.

*Transaminases (TGO/AST, TGP/ALT) et phosphatase alcaline (PAL) : enzymes
hépatiques indicatrices d’éventuelles cytolyses ou cholestases.

*Lactate déshydrogénase (LDH ou A-LDH) : enzyme non spécifique reflétant les
dommages cellulaires.

* les analyses des Electrolytes (Na*, K*, CI) : essentiels a 1’équilibre hydro-

¢lectrolytique et a la fonction cellulaire (Kaneko et al., 2008 ; Tietz, 2006).

Méthodes de Dosages biochimiques sur sérum:

Principe :

Les dosages sériques mesurent des marqueurs métaboliques, hépatiques et rénaux dans
le sérum, par le biais de réactions colorimétriques ou enzymatiques spécifiques. Chacun de
ces dosages repose sur un substrat qui, en présence de I’enzyme cible, provoque une réaction

mesurable par spectrophotométrie .

Méthode expérimentale :

1. Préparation du sérum : Les tubes de sang coagulé ont été centrigués a 3000 % g

pendant 10 minutes, recueillant le surnageant clair.

2. Dosages réalisés : Glycémie, urée, créatinine, acide urique, cholestérol total,
triglycérides, HDL, LDL, transaminases (AST/TGO, ALT/TGP), phosphatase alcaline, lactate
déshydrogénase (LDH), ainsi que les électrolytes (Na*, K*, CI7).

3. Protocoles standards : Chaque dosage s’est appuyé sur un kit commercial valid¢,

suivant les instructions du fabricant, et effectué en double exemplaire.

4. Lecture spectrophotométrique : Les absorbances ont été enregistrées aux longueurs

d’onde spécifiées, avec étalonnage sur courbe standard.

5. Expression des résultats : Résultats exprimés en unité standard (mg/dL ou U/L)

[Kaneko et al., 2008].
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. Analyses hématologiques : Les parameétres hématologiques ont été

déterminés a 1’aide d’un analyseur automatique a partir du sang total recueilli avec
EDTA. Ces parametres comprennent :
*Globules blancs (GB) : cellules de la défense immunitaire.
*Globules rouges (GR), hémoglobine (HGB), hématocrite (HCT) : paramétres liés a
I’oxygénation des tissus.

*Plaquettes (PLT) : impliquées dans I’hémostase et la coagulation sanguine (Jain, 1993).

L’ensemble de ces analyses a été effectué selon les protocoles standards des laboratoires

de biochimie clinique et d’hématologie expérimentale .

Méthodes de Analyses hématologiques du sang total

Principe :

Les analyses hématologiques quantifient les éléments figurés du sang (globules blancs,
globules rouges, hémoglobine, hématocrite et plaquettes) a 1’aide d’un compteur automatique

fondé sur des principes d’impédance ou optiques.

Méthode expérimentale :

1. Collecte du sang : Prélevement sanguin dans des tubes contenant EDTA, en évitant

toute hémolyse.

2. Homogénéisation : Les tubes ont été mélangés 10 fois doucement pour assurer la

dispersion des cellules.

3. Analyseur utilis¢é : Appareil hématologique automatique calibré selon les

spécifications constructeur.

4. Parametres mesurés : Nombre de leucocytes (GB), érythrocytes (GR), concentration

en hémoglobine (HGB), hématocrite (HCT) et nombre de plaquettes (PLT).

5. Qualité et contrdle : Etapes de contrdle interne validées avant et aprés chaque série

d’analyse [Jain, 1993].Dosages des enzymes hépatiques.

3.2.4.Dosages des enzymes hépatiques
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Les enzymes hépatiques représentent des biomarqueurs essentiels de 1’intégrité
fonctionnelle du foie. Dans cette étude, les activités sériques de I’alanine aminotransférase
(ALT/TGP), de I’aspartate aminotransférase (AST/TGO), de la phosphatase alcaline (PAL) et
de la lactate déshydrogénase (LDH) ont été quantifiées afin d’évaluer les atteintes hépatiques
potentielles induites par la toxicité ou modulées par les traitements administrés [Burtis et al.,

2012].

Méthodes de Dosages des enzymes hépatiques :

Principe :

Les enzymes hépatiques, notamment les transaminases (ALT/TGP et AST/TGO), la
phosphatase alcaline (PAL) et la lactate déshydrogénase (LDH), sont des biomarqueurs
sensibles des altérations hépatiques. Leur activité enzymatique est mesurée par voie
spectrophotométrique a partir de réactions catalytiques spécifiques, dans lesquelles la
formation ou la consommation d’un substrat est proportionnelle a 1’activité enzymatique dans

I’échantillon [Burtis et al., 2012].

Méthode expérimentale :

1. Echantillons : Le sérum a été extrait a partir du sang total coagulé aprés

centrifugation a 3 000 rpm pendant 10 minutes.

2. Technique : Les dosages ont été effectués en utilisant des kits enzymatiques

commerciaux conformes aux normes IFCC (International Federation of Clinical Chemistry).

3. Dosages réalisés :

e ALT (Alanine Aminotransférase) : Mesurée par la conversion de 1’alanine et
I’a-cétoglutarate en pyruvate et glutamate.

e AST (Aspartate Aminotransférase) : Mesurée via la transformation de
I’aspartate et de I’a-cétoglutarate en oxaloacétate et glutamate.

e PAL (Phosphatase Alcaline) : Activité mesurée a pH alcalin par la libération de
phosphate a partir d’un substrat coloré.

e LDH (Lactate Déshydrogénase) : Détection basée sur la conversion du lactate

en pyruvate, couplée a la réduction du NAD* en NADH.
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4. Lecture : Les absorbances ont été lues a 340 nm (LDH), 405 nm (PAL), et 546 nm

(transaminases), selon les recommandations du fabricant.

5. Controle de qualité : Inclusion de témoins internes pour valider la reproductibilité des

mesurcs.

6. Résultats : Exprimés en unités internationales par litre (UI/L) [Tietz, 2006].

3.2.5.Analyse de la formule sanguine compléte (FNS)

Dans le cadre de notre étude, une analyse hématologique approfondie a été réalisée sur
les échantillons sanguins prélevés des rats appartenant a [’ensemble des groupes
expérimentaux. Cette analyse, couramment appelée formule sanguine complete (FNS), a
permis de quantifier plusieurs parameétres clés reflétant 1’état physiologique et hématologique
des animaux. Les paramétres évalués incluaient notamment le nombre total de globules blancs
(WBC), de globules rouges (RBC), la concentration en hémoglobine (HGB), ’hématocrite
(HCT) ainsi que le nombre total de plaquettes (PLT), a I’aide d’un analyseur hématologique

automatiseé.

Ces données sont essentielles pour détecter d’éventuelles altérations hématopoiétiques,
inflammatoires ou hémorragiques induites par 1’exposition expérimentale ou modulées par les
traitements administrés (Zhou et al., 2018 ; Wang et al., 2017). En effet, la FNS constitue un
outil de diagnostic incontournable en toxicologie expérimentale, permettant d’évaluer
I’impact systémique d’un agent toxique ou protecteur sur 1’hématopoiese et la fonction

immunitaire (Teixeira ef al., 2020).

Méthodes deAnalyse hématologique (FNS) : Principe et protocole expérimental

Principe :

L’analyse de la formule sanguine complete (FNS) constitue une méthode de référence
en hématologie expérimentale permettant d’évaluer les principaux parametres cellulaires du
sang périphérique, notamment les globules blancs (WBC), les globules rouges (RBC),
I’hémoglobine (HGB), I’hématocrite (HCT) et les plaquettes (PLT). Cette analyse repose sur

la cytométrie d’impédance couplée a la spectrophotométrie pour la quantification des cellules
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et la mesure de la concentration en hémoglobine (Teixeira et al., 2020 ; Wang et al., 2017).
Ces mesures offrent des indices sensibles de 1’état inflammatoire, de 1’oxygénation tissulaire

et de I’intégrité de I’hématopoiese chez les animaux de laboratoire.

Protocole expérimental :

A la fin de la période expérimentale, les animaux ont été anesthésiés légérement, puis
un prélévement sanguin a été effectué par ponction intracardiaque a I’aide de seringues
héparinées afin d’éviter la coagulation. Environ 1 a 2 mL de sang total ont été recueillis et
immédiatement transférés dans des tubes contenant de I’EDTA (1 mg/mL) comme
anticoagulant (Zhou et al., 2018). Les échantillons ont été maintenus a 4°C et analysés dans
les deux heures suivant le prélévement. L’analyse a été réalisée a 1’aide d’un automate
d’hématologie vétérinaire (par exemple : Mindray BC-2800Vet ou équivalent), calibré selon
les spécifications du fabricant pour les rongeurs. Tous les parameétres hématologiques
standards ont ét¢ mesurés automatiquement selon les courbes d’étalonnage prédéfinies pour

les rats de laboratoire (Teixeira et al., 2020).
3.2.6.Analyse de ’ionogramme

Dans le cadre de cette étude, une analyse de I’ionogramme plasmatique a été effectuée
afin d’évaluer les concentrations des principaux ¢€lectrolytes circulants, notamment le sodium
(Na"), le potassium (K*) et le chlorure (CI7). Ces ions jouent un rdle fondamental dans le
maintien de ’homéostasie cellulaire, 1’excitabilité neuromusculaire, 1’équilibre hydrique et la
régulation acido-basique (Sabatier ef al., 2011 ; He et al., 2016). Toute perturbation de leur
niveau peut indiquer une atteinte rénale, une déshydratation, ou un désordre métabolique
secondaire a une exposition toxique. L’ionogramme s’impose ainsi comme un outil
biochimique indispensable pour interpréter les effets systémiques de traitements ou

substances testées sur 1’équilibre ionique des organismes expérimentaux (Carli et al., 2018).
Méthodes de Ionogramme : Principe et protocole expérimental
Principe :

L’ionogramme plasmatique est un examen biochimique fondamental permettant de
mesurer les concentrations des principaux électrolytes circulants, tels que le sodium (Na™*), le

potassium (K*), le chlorure (CI7), le calcium (Ca?") et parfois le magnésium (Mg?"). Ces ions
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jouent un rdle crucial dans le maintien de I’équilibre hydrique, I’activité neuromusculaire, la
régulation acido-basique et les fonctions enzymatiques cellulaires (Sabatier et al., 2011 ; He et
al., 2016). Toute perturbation de leur concentration peut traduire un dysfonctionnement rénal,
métabolique ou cardiovasculaire, souvent induit par des substances toxiques ou des

déséquilibres physiopathologiques.

Protocole expérimental :

Aprés euthanasie des animaux selon un protocole éthique validé, des échantillons
sanguins ont été prélevés par ponction intracardiaque et recueillis dans des tubes secs (sans
anticoagulant). Les échantillons ont ensuite été centrifugés a 3000 tours/min pendant 10
minutes a 4°C afin d’obtenir le plasma. Ce dernier a été soigneusement transféré dans des
tubes Eppendorf stériles et conservé a —20°C jusqu’a l’analyse. Les concentrations
plasmatiques des électrolytes (Na*, K*, CI7) ont été déterminées a 1’aide d’un analyseur
d’¢électrolytes automatisé basé sur la méthode de 1’¢lectrode sélective d’ions (ISE : Ion
Selective Electrode), technique de référence pour sa précision et sa sensibilité dans les

matrices biologiques (He et al., 2016 ; Carli et al., 2018).
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Figures 54/55 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de I’expérimentation.)

Collecte du sang total chez le rat aprés décapitation.

3.2.7.Analyse des paramétres du stress oxydatif :
3.2.7.1. Préparation des échantillons biologiques et des homogénats tissulaires

Une dissection longitudinale thoraco-abdominale a ensuite été effectuée avec rigueur,
permettant I’extraction des organes vitaux : le cceur, les poumons, le foie et les reins. Chaque
organe a ét¢ immédiatement rincé avec une solution physiologique stérile a 0,9 % de NaCl

pour éliminer les résidus sanguins

. Les organes ont ensuite été sectionnés en deux parties : la premiere a été fixée dans du

formol tamponné a 10 % et conservée a 4 °C a des fins d’analyse histopathologique, tandis

98



MATERIEL ET METHODES

que la seconde a été congelée a -80 °C en vue des dosages biochimiques des marqueurs de

stress oxydatif (Weckbeker & Cory, 1988).

Figures 56/57 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de I’expérimentation.)
Ouverture de la cavité thoraco-abdominale chez le rat pour le prélévement des organes.

Préparation des homogénats des organes

* Principe

L’homogénéisation des tissus est une étape essentielle pour libérer les constituants
cellulaires, permettant I’analyse des biomarqueurs du stress oxydatif. Elle doit étre réalisée
dans un tampon physiologique a pH contrdlé, afin de préserver 1’activité enzymatique et

prévenir I’oxydation prématurée des composants intracellulaires (Habig et al., 1974).

* Protocole expérimental

Un gramme de tissu provenant de chaque organe vital (foie, rein, coeur, poumon,
cerveau) est homogénéisé a froid dans 9 ml de solution Tris-Buffered Saline (TBS) (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4). Apres homogénéisation, la suspension est centrifugée a 3000
tr/min pendant 15 minutes a 4 °C. Le surnageant est collecté et conservé a -20 °C jusqu’aux

dosages biochimiques (Habig et al., 1974).

99



MATERIEL ET METHODES

Figures 58/59 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de ’expérimentation.)
Etapes de préparation des homogénats tissulaires : broyage et ajustement du pH .
3.2.7.2. Dosage des protéines tissulaires
*Principe

Le dosage des protéines par la méthode de (Bradford,1976) permet de déterminer
desconcentrations tissulaires de protéines. C’est une méthode colorimétrique, qui utilise le
bleu de Coomassie comme réactif qui s’associe au groupement amine (-NH2) des résidus
protéiques pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue refléte

le degré d'ionisation du milieu acide et I'intensité correspond a la concentration des protéines).

L'absorption est mesurée a 595nm a l'aide d'un spectrophotométre d'absorption

atomique de type SHIMADZU AA-6200. (Bradford, 1976).

*Protocole expérimental

100 pl d’homogénat tissulaire sont mélangés a 5 ml de réactif de Bradford. Aprés
agitation douce et incubation de 5 minutes a température ambiante, I’absorbance est mesurée
a 595 nm a I’aide d’un spectrophotometre. La concentration est calculée a I’aide d’une courbe

d’¢étalonnage réalisée avec de 1’albumine sérique bovine (Bradford, 1976).

3.2.7.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)
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* Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de
couleur rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré
parspectrophotométrie d’absorption a 532nm a I'aide d'un spectrophotomeétre d'absorption

atomique de type SHIMADZU AA-6200 (Yagi, 1976).

*Mode opératoire

Prélever 100ul d'échantillon (homogénat) et 400ul de réactif TBA (Thiobarbiturique)
dans les tubes a essai en verre et a vis, et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain
Marie de type MEMMERT 4 100°C pendant 15 minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau
froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts pour permettre 'évacuation des gaz
formés lors de la réaction. Aprés centrifuger par centrifugeuse horizontale de type SIGMA a
3000 tours/minutes pendant Sminutes et lire 1'absorbance du surnageant a 532 nm a 1'aide

d'un spectrophotométre d'absorption atomique de type SHIMADZU AA-6200.

HO N SH s N OH HO N sSH
¥ f awm L (w=euno = o il
—N N
OMO 2H,O S =~

OH OoOH
MDA TBA MDA-TBA

Figure 60 : Réaction du malondialdéhyde (MDA) avec 1’acide thiobarbiturique (TBA)
formation du complexe coloré MDA-TBA utilisé dans I’évaluation du stress oxydatif

(Ohkawa et al., 1979 ; Draper et Hadley, 1990)

*Expression des résultats

La concentration de TBARS (Thiobarbiturique Substance Réactif) a été déterminée en
utilisant le coefficient d'extinction moléculaire du MDA (a = 1,53 105 M-1 cm-1). Les
résultats ont été¢ exprimés en umol/l.

MDA (umol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 10°)/mg de protéine. (Yagi, 1976).
3.2.7. 4. Dosage du glutathion réduit (GSH)
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* Principe

Le dosage du GSH est bas¢ sur la méthode colorimétrique de Wechberker et Cory
(1988). Le principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par 1’acide 5,5’- Dithiobis 2-
nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant 4 412 nm .

*Mode opératoire

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution
d’¢éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée].
Afin de protéger les groupements thiol du glutathion, I’homogénat doit subir une
déprotéinisation par 1’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau
distillée] ou 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Apres agitation, le
mélange est plongé dans un bain de glace pendant 15 min, puis centrifugé a 1000 trs/min
(Centrifugeuse SIGMA 6k15) pendant 5 min. Une partie aliquote de 500 ul de surnageant
récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon tris/EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g
EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml
méthanol absolu]. La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm
(Spectrophotometre GENENSYS 8) aprés 5 min de repos pour la stabilisation de la couleur

contre un blanc ou le surnageant est remplacé par de 1’eau distillée.

DNB 2- TNB2 (faune foncé

Figure 61 :Réaction de réduction du DNB?™ en TNB?™ (Habig et al., 1974) : base du
dosage de I’activité de la glutathion-S-transférase (GST)

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

ADo Vd o Vt ; ”
= X —_— _
13,1 Vh " Vs /mg de protéines

X : Micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM / mg de protéines).
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A Do : Différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
13,1 : Coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 m]l ASS +

0,8 ml homogénat].
Vh : Volume de I’homogénat utilis¢ dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

Vt : Volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris/EDTA + 0,025
ml DTNB].

Vs : Volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.
3.2.7.5.Dosage du glutathion S-transférase (GST)
*Principe

La mesure de D’activit¢ de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al., (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzeéne) et mesurée a une longueur d’onde de 340

nm par spectrophotométrie visible/UV.

*Mode opératoire

Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6), puis
centrifugé a 14000 trs/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira comme source
d’enzyme. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange
CDNB (1 mM)/GST (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml
tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1 mn
pendant 5 min a une longueur d’onde de 340 nm (Spectrophotometre GENENSYS 8) contre

un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la quantité du surnageant.

NO. NO
GSH + GST + = + HCI
2 O
' sG
CDNB SG-DNB
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Figure 62 : Mécanisme réactionnel du GST (PARKER et WILICE, 1994).
L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

_ ADo/mnXVt q i
= 96 Vs /mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (WM/mn/mg de

protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction

du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange

CDNB/GSH]

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.0. 5. Dosage de la glutathion S-

transférase (GST).
3.2.7.6.Dosage de la catalase (CAT)
*Principe

L'activité enzymatique de la catalase est évaluée selon la méthode décrite par Clairborne
(1985). Cette méthode repose sur la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H,0;) en eau et en
oxygene sous l'action de la catalase, a une température de 25 °C. La réaction enzymatique

s’exprime comme suit :
Catalase
2 Hzoz - 2H20 + 02

La diminution de la concentration en H,O, est suivie par la baisse de 1’absorbance a
240 nm, ce qui permet de quantifier ’activité catalasique dans 1’échantillon biologique.(

Clairborne, 1985)

*Mode opératoire
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Le mélange réactionnel est préparé en ajoutant successivement : 750 pl de tampon
phosphate (0,1 M, pH 7,4), 200 ul de H,O, fraichement préparé (500 mM), et 50 pul de
I'homogeénat tissulaire contenant I'enzyme a doser. L'évolution de 1’absorbance est mesurée a
240 nm toutes les 15 secondes pendant une durée définie a 1’aide d’un spectrophotometre de

type GENESYS 8.

L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en micromoles de H,O, dégradées
par minute et par milligramme de protéines totales (umol/min/mg protéines), en utilisant le
coefficient d’extinction molaire du H,O, a 240 nm, qui est de 0,040 cm™-pmol™"-ml.

(Clairborne, 1985).
3.2.8. Prélévement et traitement histologique des biopsies tissulaires

*Protocole général de préparation des coupes histologiques des organes (cceur,

reins, poumons, foie)*
3.2.8.1.Préléevement et fixation des tissus

Apres le sacrifice des animaux expérimentaux selon les normes éthiques, les organes
(cceur, reins, poumons et foie) sont rapidement prélevés, rincés a 1’aide d’une solution saline
tamponnée (PBS, pH 7,4) pour éliminer le sang, puis immédiatement fixés dans une solution
de formol tamponné a 10 % pendant 24 a 48 heures a température ambiante. Cette étape
permet de préserver les structures cellulaires et tissulaires en inhibant I’autolyse et la

putréfaction.

(Carson, F. L., & Hladik, C. (2009). Histotechnology: A Self-Instructional Text. ASCP

Press).
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Figures 63/64/65 : (Images personnelles réalisées dans le cadre de 1’expérimentation.)
Prélevement et dissection des organes pour les analyses toxicologiques et biochimiques Apres

le sacrifice des animaux expérimentaux par décapitation selon les normes éthiques en vigueur,
3.2.8.2.Déshydratation

Les tissus fixés sont ensuite déshydratés progressivement a travers une série croissante
de bains d’éthanol (70 %, 90 %, 95 %, puis 100 %) afin d’éliminer complétement 1’eau.
Chaque bain dure environ 1 heure, selon la taille et la densité de 1’organe. ( Kiernan, J. A.

(2008). Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice. Scion Publishing).

Figures 66 : (Image personnelle réalisée dans le cadre de I’expérimentation.)

Déshydratation des tissus biologiques a I’aide d’un appareil histologique automatisé.
3.2.8.3Claircissement (diaphanisation)

Les échantillons déshydratés sont ensuite immergés dans un solvant organique
compatible avec la paraffine, généralement du xyléne ou du toluéne, pendant deux bains
successifs d’environ 30 minutes chacun. Cette étape rend les tissus translucides et permet
I’infiltration de la paraffine. (Prophet, E. B., Mills, B., Arrington, J. B., & Sobin, L. H. (1992).
Laboratory Methods in Histotechnology. AFIP).

3.2.8.4.Infiltration et inclusion en paraffine

Les tissus clarifiés sont ensuite immergés dans de la paraffine fondue a 58-60 °C
pendant plusieurs heures (2 a 4 h) pour permettre I’imprégnation compléte du tissu. Par la
suite, les échantillons sont inclus dans des blocs de paraffine a I’aide d’'un moule métallique,

en veillant a orienter I’échantillon de maniére a obtenir des coupes optimales selon la
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structure de chaque organe. (Bancroft, J. D., & Gamble, M. (2008). Theory and Practice of
Histological Techniques. Churchill Livingstone).

Figures 67/68 :( Images personnelles réalisées dans le cadre de 1’expérimentation.)

Infiltration et inclusion des tissus biologiques en paraffine
3.2.8.5.Microtomie

Les blocs de paraffine sont sectionnés a 1’aide d’un microtome rotatif pour obtenir des
coupes fines de 4 a 5 um d’épaisseur. Les coupes sont ensuite étalées sur une lame de verre
enduite d’adhésif (comme la poly-L-lysine) apres flottement sur un bain d’eau chaude a 40 °C
pour assurer leur déplissement. (Titford, M. (2009). The long history of hematoxylin.
Biotechnic & Histochemistry, 84(4), 159-165).

3.2.8.6Coloration (Hématoxyline-éosine)

Les coupes sont déparaftinées (par xyléne), réhydratées (par une série décroissante
d’éthanol), puis colorées a ’hématoxyline de Harris pour révéler les noyaux (bleus), suivie
d’une contre-coloration a 1I’éosine pour marquer le cytoplasme et les structures extracellulaires
(roses). Apres ringage, les lames sont déshydratées a nouveau, clarifiées, puis montées a I’aide

d’un baume de montage.

(Suvarna, S. K., Layton, C., & Bancroft, J. D. (2018). Bancroft's Theory and Practice of

Histological Techniques. Elsevier).
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Figures 69 :(Image personnelle réalisée dans le cadre del’expérimentation.).Coloration

des coupes histologiques & I’Hématoxyline-Eosine.
3.2.8.7.Montage et observation

Les lames préparées sont recouvertes d’une lamelle et laissées a sécher. Elles sont
ensuite prétes pour I’observation microscopique a différents grossissements selon les objectifs
de I’analyse histopathologique.(Culling, C. F. A., Allison, R. T., & Barr, W. T. (1985). Cellular
Pathology Technique. Butterworth-Heinemann).

Figure 70 :( Image personnelle réalisée dans le cadre de I’expérimentation.) Lames

histologiques montées sur lame porte-objet.
3.3. Analyse statistique

Afin de garantir la fiabilité scientifique des résultats obtenus, une analyse statistique

rigoureuse a €té appliquée. L’ensemble des données expérimentales a été trait¢ a 1’aide du
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logiciel SPSS (version XX), conformément aux standards pédagogiques enseignés a
I’Université Echahid Hamma Lakhdar — El Oued. Les résultats sont exprimés sous forme de

moyenne + écart type (mean £ SD).

Pour comparer les moyennes entre les groupes, nous avons utilisé le test ’ANOVA
unifactorielle, qui permet de détecter des différences significatives globales. En cas de
différence significative, un test post-hoc de Tukey a été réalisé afin d’identifier précisément
les groupes concernés. Le seuil de signification statistique a été¢ fixé a p < 0,05, ce qui
correspond au niveau de confiance généralement accepté dans les études biologiques

expérimentales.

Cette approche statistique vise a renforcer la crédibilité des résultats et a assurer une
interprétation objective et reproductible des effets observés au cours des traitements. (SPSS,

version XX; Motulsky, 2018)
3.4. Analyse comparative des résultats et interprétation

Cette étape méthodologique cruciale vise a évaluer D’efficacité prophylactique et
thérapeutique de 1’extrait de Salvia rosmarinus face au stress oxydatif induit par le nitrate de
sodium (NaNQO3), agent utilisé ici comme modele expérimental représentatif des diverses
expositions oxydatives auxquelles 1’organisme humain est quotidiennement confronté

(Gangolli et al., 1994 ; Sindelar & Milkowski, 2012).

Les analyses biochimiques ont révélé une perturbation significative de 1’homéostasie
redox chez les sujets exposés au NaNQOs, caractérisée par une augmentation marquée du
malondialdéhyde (MDA) et une inhibition des systémes enzymatiques antioxydants (GSH,
GPx, CAT, GST), avec une atteinte prédominante des tissus cardiaque et pulmonaire,

témoignant de leur vulnérabilité face a I’oxydation (Patel ef al., 2014).

Le traitement concomitant a 1’extrait de Salvia rosmarinus a démontré une restauration
significative du profil antioxydant, surpassant 1’efficacit¢ de la vitamine C en termes de
réduction du stress oxydatif et de récupération enzymatique. Cet effet est attribuable a la
richesse phytochemique en polyphénols (acide rosmarinique, carnosol, flavonoides), dotés de
puissantes propriétés antiradicalaires et cytoprotectrices (Boukhatem et al., 2014 ; Raskovi¢ et

al., 2014).
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Ces résultats confirment le potentiel remarquable de cet extrait végétal en tant qu’agent
naturel capable d’atténuer et de prévenir les dommages oxydatifs, particuliecrement dans des
organes critiques tels que le cceur et les poumons, soulignant son intérét thérapeutique dans la

gestion des toxicités oxydatives.
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1. Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement de l'extraction par décoction de l'extrait brut de Salvia rosmarinus a
permis d’obtenir 1,8 g d’extrait a partir de 10 g de poudre végétale, ce qui correspond a un
rendement d’extraction de 18 %. Ce rendement est supérieur a ceux rapportés dans la
littérature, notamment ceux de Redempta et al. (2020) (13,18 %) et Balouiri (2011) (15,8 %),
et largement au-dessus des valeurs rapportées dans d’autres études telles que celles de El-
Kamli et al. (2017) (2,14 %), Karimi et al. (2014) (1,5 %) et Fadili et al. (2015) (13,6 %).

Cela met en évidence 1’efficacité notable de notre protocole d'extraction.

Il est important de souligner que le rendement d’extraction peut étre modulé par
plusieurs facteurs, tels que la durée d’extraction, la température, les caractéristiques
géographiques de la plante, ainsi que la période de récolte et les conditions climatiques (Su ef
al., 2006). De plus, la durée de stockage, la nature du solvant utilis¢ (Zhao et al., 2006) et la
méthode d'extraction appliquée (Wojdylo et al., 2007) peuvent également influencer ce

rendement.

En outre, de nombreuses études ont démontré que les extraits de Salvia rosmarinus, ou
certains de leurs constituants bioactifs, possedent des propriétés thérapeutiques prometteuses,
telles que des effets antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux. Ces résultats
soutiennent 1I’hypothese selon laquelle Salvia rosmarinus pourrait jouer un role majeur dans la
prévention et le traitement de l'oxydation cellulaire, en particulier au niveau cardiaque et
pulmonaire. Ainsi, cette plante pourrait constituer un remede naturel potentiel contre les effets
délétéres du stress oxydatif, qui sont reconnus comme des facteurs clés dans la pathologie

cardiovasculaire et respiratoire
2.Les analyses photochimiques de la plante :

Tests biochimiques préliminaires

Conformément au protocole expérimental décrit dans la section « Matériel et Méthodes
», une analyse phytochimique qualitative a été menée sur la partie aérienne verte de Salvia
rosmarinus. Ce dépistage phytochimique s’est appuyé sur des réactions de coloration et de
précipitation spécifiques, permettant d’identifier la présence ou I’absence de différentes

familles de métabolites secondaires.
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Les résultats obtenus, présentés dans le Tableau n°06, mettent en évidence une richesse
remarquable en composés bioactifs, notamment les saponosides, tanins, anthocyanes, leuco-
anthocyanes, terpenes et stéroides, cardénolides, flavonoides et composés phénoliques. En
revanche, certains groupes métaboliques comme les alcaloides se sont révélés absents ou trés
faiblement représentés. Ces résultats confirment les données de la littérature, qui soulignent la
diversité chimique de cette espece et son potentiel biologique significatif (Yesil-Celiktas et

al., 2007 ; Boutekedjiret et al., 2003 ; Bouhdid et al., 2010).

Cette diversit¢ métabolique pourrait étre a 1’origine des nombreuses propriétés
pharmacologiques attribuées a S. rosmarinus, notamment ses activités antioxydante, anti-
inflammatoire et antimicrobienne, telles que fréquemment rapportées dans des travaux
antérieurs (Rafieian-Kopaei, 2014 ; Karimi et al., 2014). Nos résultats concordent avec ceux
de Fadili et al. (2015), qui ont identifié chez cette espéce la présence de composés
phénoliques, flavonoides, tanins et stérols. D'autres études, comme celle de Kalinda et al.
(2020), ont rapporté la détection de saponines, bien que ce résultat n’ait pas été

systématiquement confirmé dans nos conditions expérimentales.

Tableau 06 : Screening phytochimique de S.Rosmarinus

Principes actifs Présence ou absence
Saponosides +++
Tanins +++
Anthocyanes +++
leuco-anthocyanes +
Alcaloides -
terpénes et stéroides +
Cardinolides +
Flavonoides ++

(+) Présence faible ; (+++) Présence forte ; (++) Présence moyenne ; (-) Absence.

Les variations observées dans les profils phytochimiques d’une étude a 1’autre peuvent
étre expliquées par plusieurs facteurs, notamment la période de récolte, I’origine
géographique de la plante, la partie analysée, la nature du solvant utilisé, ou encore la

méthode d’extraction (Whitehead et al., 2022).
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Sur le plan pharmacologique, les composés phénoliques identifiés dans notre extrait
sont largement reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, capables de neutraliser les
radicaux libres et de réduire les dégats oxydatifs, notamment au niveau du cceur et des
poumons, deux organes particulierement vulnérables au stress oxydatif (Marouf & Reynaud,
2008). Les anthocyanes, bien que faiblement représentées, exercent des effets vasoprotecteurs
par inhibition des enzymes de dégradation du collagéne, contribuant ainsi a la préservation de
I’intégrité¢ vasculaire (Bruneton, 1999). Par ailleurs, la présence de flavonoides, riches en
phytoestrogeénes, renforce le potentiel anti-inflammatoire, antiviral et antibactérien de

I’extrait, (Kansole et al., 2015).

Ces résultats confortent 1’objectif central de cette étude, a savoir : 1’évaluation du
potentiel de Salvia rosmarinus dans la prévention et le traitement du stress oxydatif, en
particulier au niveau des tissus cardiopulmonaires, soulignant ainsi la pertinence de son

utilisation comme source naturelle de molécules bioactives a visée thérapeutique.

3.Analyse des activités biochimiques et antioxydantes des extraits de Salvia

rosmarinus :

3.1. Analyse des résultats du test DPPH :

25

15

ABS

0.5

acide ascorbique extrait de la plante

Figure 71 Comparaison des valeurs de I’ICso (mg/ml) de 1’acide ascorbique et de

Pextrait de Salvia rosmarinus dans le test DPPH

L’¢évaluation de l'activité antioxydante par le test DPPH a révélé des résultats

significatifs pour les deux substances testées. La courbe obtenue pour I’acide ascorbique
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montre une relation linéaire étroite entre la concentration et le pourcentage d'inhibition,
décrite par I’équation : y = 17,8345x + 14,0868, avec un coefficient de détermination R? =

0,9411, indiquant une homogénéité et une fiabilité élevées des données.

Quant a P’extrait de Salvia rosmarinus, une linéarité comparable a été observée, avec
I’équation : y = 18,9144x + 17,2634 et un coefficient de détermination R* = 0,8577. Bien que
ce dernier soit Iégérement inférieur, la pente plus marquée de la droite suggere un pouvoir

inhibiteur supérieur a concentration croissante
Les valeurs d’ICsy, calculées pour chaque échantillon, sont les suivantes
*Acide ascorbique : ICs = 2,01 mg/ml
*Extrait de Salvia rosmarinus : 1Csy= 1,73 mg/ml

Ces résultats indiquent que 1’extrait végétal parvient a inhiber 50 % des radicaux libres
a une concentration plus faible que le composé de référence, témoignant ainsi de sa forte

efficacité en tant qu’antioxydant naturel.
Discussion scientifique des résultats

Les données issues du test DPPH confirment le potentiel élevé de I’extrait de Salvia
rosmarinus a neutraliser les radicaux libres. La valeur plus basse de I’ICsq, comparée a celle
de la vitamine C, met en évidence la présence de composés bioactifs efficaces méme a faible

concentration, ce qui renforce 1’intérét pharmacologique de cet extrait.

L’extrait a été obtenu selon une méthode hydroalcoolique optimisée, favorisant

I’extraction des composés phénoliques et terpéniques actifs, notamment :

L’acide rosmarinique, connu pour son activité antioxydante puissante via 1’inhibition de

la peroxydation lipidique.

Le carnosol et I’acide carnosique, aux effets antioxydants et anti-inflammatoires

synergiques démontrés.

Les extraits de Salvia rosmarinus montrent une capacité inhibitrice remarquable, parfois

équivalente voire supérieure a celle de certains antioxydants synthétiques (Nieto et al., 2018).
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Sur le plan expérimental, ces résultats sont cohérents avec 1’objectif du protocole visant
a évaluer I’efficacité de 1’extrait dans un contexte de stress oxydatif induit par les nitrates. La
performance légérement supérieure a celle de 1’acide ascorbique appuie 1’hypothése selon
laquelle Salvia rosmarinus pourrait représenter une alternative naturelle sire, ou un
complément thérapeutique potentiel, pour atténuer les dommages oxydatifs, notamment au

niveau hépatique et pulmonaire.
Ces observations soulévent également des questions pertinentes :

L’effet antioxydant est-il attribuable a un seul composé dominant ou a une synergie de

plusieurs constituants ?

Dans quelle mesure cette activité se maintient-elle in vivo, en comparaison aux résultats

obtenus in vitro ?

Toutefois, le test DPPH a ici clairement démontré 1’efficacité supérieure de 1’extrait
testé par rapport au standard, ce qui renforce sa valeur dans la prévention des dommages

oxydatifs causés par les nitrates et d’autres agents pro-oxydants.

3.2. Analyse des résultats du dosage des polyphénols totaux (TPC) selon la méthode de

Folin—Ciocalteu :

L’¢évaluation du contenu en polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode
colorimétrique de Folin—Ciocalteu, qui repose sur la réaction d’oxydoréduction entre les
composés phénoliques et le réactif, aboutissant a la formation d’un complexe coloré
mesurable a 765 nm (Singleton & Rossi, 1965). Les courbes obtenues illustrent la relation
entre 1’absorbance (ABS) et la concentration (mg/ml) pour I’extrait de Salvia rosmarinus

d’une part, et pour le standard de référence, I’acide gallique, d’autre part.
Extrait de Salvia rosmarinus :

La droite d’étalonnage correspondant a l’extrait présente 1’équation suivante : y =
0,2626x + 0,4629, avec un coefficient de détermination R?=0,7669, indiquant une corrélation

modérée mais exploitable entre la concentration et 1’absorbance.
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Acide gallique (standard) :

La courbe de référence a été décrite par 1’équation :y = 0,2931x + 0,5701, avec R? =
0,726, ce qui montre ¢galement une linéarité acceptable permettant le calcul des équivalents

en acide gallique.
Calcul de I’équivalent en acide gallique (mg EAG/ml)

A partir de I’absorbance moyenne de ’extrait, par exemple 1,2, et en utilisant I’équation
de la courbe de calibration de I’acide gallique, la concentration en équivalents d’acide

gallique (EAG) peut étre estimée comme suit :

1,2-0,5701_ 0,6299
X = ~ ~2,15 mg EAG/ml
0,2931 0,2931

Ainsi, la teneur en polyphénols totaux de I’extrait est estimée a environ 2,15 mg

EAG/ml.

Contrairement aux tests d’activité antioxydante (comme le DPPH), cette méthode ne
permet pas de calculer une valeur d’ICs, car elle ne repose pas sur une inhibition, mais sur la

mesure directe des composés phénoliques présents.

Discussion scientifique des résultats du dosage des polyphénols totaux (TPC) de

I’extrait de Salvia rosmarinus

Les résultats du dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin—Ciocalteu ont
mis en €évidence une teneur appréciable en composés phénoliques dans ’extrait de Salvia
rosmarinus. La courbe de calibration obtenue a montré une relation linéaire entre la
concentration de 1’extrait et ’absorbance, traduisant une réponse analytique proportionnelle a
la quantité de composés réducteurs présents. Cette linéarité, bien que légérement inférieure a
celle de I’acide gallique utilis¢ comme standard de référence, reste suffisamment significative

pour valider la fiabilité de la méthode employée.

La valeur estimée de 2,15 mg EAG/ml confirme que I’extrait est riche en substances
phénoliques, connues pour leurs propriétés antioxydantes marquées. Ces composés jouent un
role essentiel dans la neutralisation des especes réactives de 1’oxygene (ROS) via des
mécanismes de transfert d’¢lectrons et de chélation des ions métalliques pro-oxydants

(Giilgin, 2011). Plusieurs travaux ont souligné que des molécules comme [’acide
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rosmarinique, ’acide carnosique et la lutéoline, majoritairement présentes dans Salvia
rosmarinus, contribuent activement a I’effet antioxydant global de la plante (Yesil-Celiktas et

al., 2007 ; Borgi et al., 2008).

Ces résultats soutiennent la pertinence du protocole d’extraction appliqué, qui semble
avoir préservé les constituants bioactifs sensibles a la chaleur et a 1’oxydation. De plus, la
concentration mesurée corrobore les données rapportées dans la littérature pour des extraits

similaires obtenus dans des conditions d’extraction comparables.

Sur le plan fonctionnel, cette richesse en polyphénols renforce I’hypothése selon
laquelle I’extrait de Salvia rosmarinus pourrait jouer un rdle protecteur contre le stress
oxydatif induit, notamment dans des modeles biologiques soumis a des agents pro-oxydants

tels que les nitrates.

3.3Analyse des résultats de I'essai d'inhibition de I'hémolyse :
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Figure 72 :Comparaison des valeurs de I’ICso (mg/ml) de 1’acide ascorbique et de

I’extrait de Salvia rosmarinus dans le test d’inhibition de ’hémolyse

La courbe initiale illustre la relation entre la concentration de 1’extrait de Salvia
rosmarinus (romarin) et le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse. Cette courbe suit une
équation linéaire :y = 1,6722x + 3,8237, avec un coefficient de détermination R? = 0,6516,
indiquant une corrélation modérée entre la concentration et 1’activité inhibitrice. Le
pourcentage d’inhibition augmente progressivement de 0 % a environ 13 % a la concentration

maximale de 5 mg/ml. A partir de cette équation, la valeur de ICs, (concentration inhibant 50
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% de I’hémolyse) a été estimée a 27,57 mg/ml, ce qui refléte une activité anti-hémolytique

modérée a faible de 1’extrait.

En comparaison, la courbe de I’acide ascorbique (substance de référence) suit 1’équation
'y = 12,9998x + 20,7554, avec un coefficient R? = 0,7813, indiquant une corrélation forte. Le
taux d’inhibition atteint environ 85 % a la concentration de 5 mg/ml. La ICs, correspondante
est estimée a 2,24 mg/ml, révélant ainsi une activité inhibitrice puissante et rapide contre
I’hémolyse. Ces résultats suggerent que I’extrait végétal agit comme stabilisateur de
membrane, bien que son efficacité soit moindre comparée a celle de 1’antioxydant de

référence (Shinde et al., 1999).
Discution et analyse comparative de I’essai d’inhibition de I’hémolyse

Les résultats obtenus lors du test d'inhibition de I’hémolyse révelent que I’extrait de
Salvia rosmarinus (romarin) présente une activité modérée dans la prévention de la lyse des
érythrocytes. Le taux d’inhibition maximal atteint environ 13 % a la concentration de 5
mg/ml, avec une valeur de ICso estimée a 27,57 mg/ml. Ce profil traduit une capacité
stabilisatrice membranaire mesurée, permettant de limiter les effets oxydatifs et

inflammatoires sur les globules rouges, bien que de fagon modérée (Tung et al., 2010).

En revanche, I’acide ascorbique utilis¢é comme référence antioxydante démontre une
efficacité nettement supérieure, avec un taux d’inhibition atteignant 85 % au méme dosage et

une ICs de 2,24 mg/ml, traduisant une action rapide et puissante contre la lyse cellulaire.

Malgré cette différence marquée, 1’intérét pharmacologique de 1’extrait végétal réside
dans sa richesse en composés phénoliques et terpéniques, qui agissent comme un systeme de
défense endogene contre le stress oxydatif. En effet, des travaux antérieurs ont montré que les
extraits de Salvia rosmarinus peuvent inhiber I’hémolyse a hauteur de 20 a 25 % dans des
conditions comparables (Tung et al., 2010), ce qui situe les résultats de notre étude dans une
plage attendue, en tenant compte de facteurs tels que la méthode d'extraction, la concentration

en polyphénols, ou encore le type de matrice biologique (Yesil-Celiktas et al., 2007).

D’autres études ont également souligné la capacité de cet extrait a renforcer la stabilité
membranaire des hématies, notamment via une réduction de la perméabilité membranaire et
une limitation de la formation des radicaux libres responsables de la cytolyse (Yesil-Celiktas

et al.,2007 ; Lopez-Jimenez et al., 2021).
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Cette activité peut étre attribuée a la présence de composés bioactifs tels que 1’acide
rosmarinique et le carnosol, reconnus pour leur role dans la protection des membranes
biologiques contre les altérations oxydatives, ce qui pourrait expliquer, au moins en partie,
I’effet inhibiteur observé malgré des concentrations plus élevées requises par rapport a

I’antioxydant standard.

Ainsi, bien que I’efficacité de I’extrait de Salvia rosmarinus soit inférieure a celle de la
molécule de référence, il représente néanmoins une alternative naturelle prometteuse,
notamment dans une approche synergique ou préventive face aux conditions impliquant un

stress oxydatif et des dommages cellulaires.

3.4. Analyse des résultats de l'activité anti-inflammatoire :

2.5
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Declofinac extrait de la plante

Figure73 Comparaison des valeurs de 1’ICso (mg/ml) du diclofénac et de I’extrait de

Salvia rosmarinus dans le test d’inhibition de ’inflammation in vitro.
Activité anti-inflammatoire du diclofénac (référence)

Le mode¢le linéaire obtenu pour le diclofénac, utilis¢é comme anti-inflammatoire de
référence, est exprimé par I’équation: y = 16,4385x + 26,053 avec un coefficient de
détermination R? = 0,7423, traduisant une corrélation solide entre la concentration et 1’effet
inhibiteur. Le pourcentage d’inhibition maximal a dépassé¢ 108 % a la concentration de 5
mg/mL, tandis que la valeur de I’'ICso a été estimée a environ 1,46 mg/mL, confirmant
I’efficacité marquée de ce médicament anti-inflammatoire de synthese. Ces résultats sont en

accord avec les données rapportées par Tung et al. (2010), qui ont souligné la puissance du
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diclofénac dans la suppression des réponses inflammatoires via 1’inhibition des enzymes

COX.
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Activité anti-inflammatoire de ’extrait de Salvia rosmarinus

L’¢évaluation de I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait brut de Salvia rosmarinus a révélé
une réponse dose-dépendante claire. L’équation de régression linéaire correspondante est: y =
12,4504x + 25,8458, avec R? = 0,686, indiquant une corrélation statistiquement significative.
A la concentration maximale de 5 mg/mL, 1’extrait a induit une inhibition de 88 %, et la
valeur de I'lCso a été évaluée a 1,93 mg/mL, traduisant une activité anti-inflammatoire
appréciable. Ce potentiel peut tre attribu¢ a la présence abondante de composés phénoliques
et diterpéniques comme [’acide rosmarinique et le carnosol, connus pour leur capacité a
bloquer les enzymes pro-inflammatoires telles que COX-2 et 5-LOX (Yesil-Celiktas et al.,
2007 ; Nunes et al., 2017).

Discussion de P’activité anti-inflammatoire

Le test d’inhibition de la dénaturation des protéines a permis de démontrer I’efficacité
anti-inflammatoire marquée de 1’extrait de Salvia rosmarinus, avec une inhibition de 88 % a 5
mg/mL et une ICso de 1,93 mg/mL, modélisée par I’équation y = 12,4504x + 25,8458 (R* =
0,686). En comparaison, le diclofénac a montré une inhibition supérieure (108 %), avec une

ICso plus faible (1,46 mg/mL), confirmant sa puissance comme référence pharmaceutique.

Malgré cette différence, I’extrait végétal se distingue par sa nature naturelle et son profil
métabolique riche, combinant des flavonoides, phénols, et diterpeénes. Ces substances agissent
en synergie pour moduler I’inflammation, notamment par [’inhibition des voies de
signalisation des prostaglandines et des cytokines pro-inflammatoires (Ghasemi et al., 2019 ;
Nunes et al., 2017). Les résultats obtenus sont ainsi en cohérence avec ceux de Ghasemi et al.
(2019), qui ont observé une inhibition de prés de 85 % avec un extrait de romarin a 2 mg/mL,

soit une performance voisine de la notre.

En conclusion, bien que le diclofénac reste plus puissant en termes d’efficacité brute,
I’extrait de Salvia rosmarinus représente une alternative phytothérapeutique prometteuse,
potentiellement valorisable en tant qu’anti-inflammatoire naturel, surtout en tenant compte de

sa sécurité et de ses effets secondaires moindres.
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3.5. Analyse de ’activité antioxydante par le test FRAP
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Figure 74 Comparaison des valeurs de 1’ICso (mg/ml) de I’acide ascorbique et de

I’extrait de Salvia rosmarinus dans le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) a permis d’évaluer la capacité
réductrice de I’extrait de Salvia rosmarinus en comparaison avec un standard de référence,
I’acide ascorbique. Ce test repose sur la réduction du complexe ferrique (Fe**—~TPTZ) en
complexe ferreux (Fe?*~TPTZ) par les antioxydants présents dans 1’échantillon, traduite par

une augmentation de 1’absorbance mesurée a 593 nm.

Le profil dose-réponse de ’acide ascorbique a révélé une relation linéaire bien définie,
décrite par 1’équation : y = 0,1507x + 0,1294, avec un coefficient de corrélation R? = 0,8544.
La concentration inhibitrice médiane (ICs) a été estimée a 3,6 mg/ml, ce qui témoigne d’une

bonne capacité réductrice du composé de référence.

De maniére intéressante, 1’extrait de Salvia rosmarinus a affiché une courbe de

régression tout aussi linéaire, représentée par 1’équation :

y = 0,1332x + 0,1125, avec un R? = 0,8962, et une ICs, calculée a 3,3 mg/ml. Ces
résultats indiquent que 1’extrait végétal présente une capacité de réduction du fer comparable,
voire légerement supérieure a celle de 1’acide ascorbique, bien que la pente du modele soit

légerement inférieure.
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Cette performance peut étre attribuée a la richesse de 1’extrait en composés phénoliques
et flavonoides, bien connus pour leur pouvoir donneur d’¢électrons et leur aptitude a réduire
les métaux de transition, contribuant ainsi a la neutralisation des espeéces réactives de

I’oxygene (ROS) (Zhang et al., 2015).

Ainsi, les données obtenues suggerent que 1’extrait de Salvia rosmarinus posseéde une
activité antioxydante notable dans le systéme FRAP, confirmant son potentiel en tant qu’agent
réducteur naturel, potentiellement utile dans les formulations antioxydantes alimentaires ou

pharmaceutiques.
Discussion des résultats du test FRAP

L’essai FRAP, utilis¢ pour évaluer la capacité antioxydante des composés bioactifs a
réduire les ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?*), a permis de démontrer que 1’extrait de
Salvia rosmarinus possede une activité réductrice notable. En effet, la valeur de 1I’'ICsq
observée (3,3 mg/ml) était 1égerement inférieure a celle de 1’acide ascorbique (3,6 mg/ml),

indiquant une meilleure efficacité de I’extrait dans ce systéme (Benzie & Strain, 1996).

Cette capacité antioxydante peut €tre attribuée a la richesse de 1’extrait en phénols
totaux, flavonoides et autres métabolites secondaires, connus pour leur aptitude a transférer
des électrons et a neutraliser les radicaux libres (Zheng & Wang, 2001). Plusieurs études
antérieures ont confirmé cette corrélation directe entre la teneur en composés phénoliques et
I’intensité de D’effet réducteur, suggérant une synergie entre les différents constituants de

I’extrait (Prior et al., 2005).

Par ailleurs, la valeur élevée du coefficient de détermination (R? = 0,8962) obtenue pour
la courbe de I’extrait refléte non seulement une relation linéaire solide entre la concentration
et ’absorbance, mais également une constance dans la réponse antioxydante en fonction de la
dose. Cette stabilité suggeére un comportement pharmacologique fiable et reproductible,

favorable a un éventuel usage thérapeutique ou nutraceutique.

En comparaison avec 1’acide ascorbique — standard bien établi dans le domaine des
antioxydants hydrosolubles — I’extrait étudi¢ a démontré une performance équivalente, voire
légerement supérieure dans ce contexte, renfor¢ant ainsi son positionnement en tant que

candidat naturel prometteur dans la prévention du stress oxydatif et des pathologies associées.
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3.6. Analyse et discussion des résultats — TP et TCK

Les analyses hématologiques effectuées sur I’extrait de Salvia rosmarinus ont révélé un
allongement modéré des temps de coagulation, aussi bien pour le temps de prothrombine (TP)
que pour le temps de céphaline kaolin (TCK). En effet, les valeurs enregistrées pour le TP
varient entre 64,9 s et 74,9 s, avec une moyenne estimée a 69,7 secondes, alors que le TCK
oscille entre 38,0 s et 45,5 s, avec une moyenne de 41,2 secondes. Parallélement, I’INR
moyen a ¢été calculé a 1,32, traduisant un ralentissement modéré de la voie extrinseque de la

coagulation.

Ces résultats traduisent une action anticoagulante discréte mais significative de 1’extrait,
probablement due a la richesse en flavonoides et acides phénoliques connus pour leurs effets
inhibiteurs sur certaines étapes enzymatiques de la cascade de coagulation. Cette modulation
de I’hémostase pourrait présenter un intérét pharmacologique, notamment dans la prévention

des états pro-thrombotiques liés a I’inflammation ou au stress oxydatif.

En conclusion, Salvia rosmarinus semble exercer une activité anticoagulante douce,
sans provoquer de perturbation excessive de 1’équilibre hémostatique, ce qui pourrait
renforcer son intérét en tant qu’agent thérapeutique complémentaire dans les pathologies

associées a une hypercoagulabilité.
4. Variation du poids corporel des rats

L'évolution du poids corporel constitue un indicateur essentiel de 1’état physiologique
général et de l'effet des substances administrées chez les animaux de laboratoire. Dans le
cadre de cette étude, le poids des rats a été enregistré au début et a la fin de I’expérimentation
afin d’évaluer les impacts éventuels du nitrate de sodium (NaNO3), ainsi que les effets
préventifs ou curatifs de 1’extrait végétal étudié et de la vitamine C. Le tableau 07 ci-dessous

synthétise les variations observées entre les groupes expérimentaux.
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Tableau07 : comparatif des variations de poids des rats par groupe

Poids initial | Poids final | Variation | Variation _
Groupe Observation
(9) (9) (9) (%)
G1 (Témoin 256,5+17. Léger amaigrissement
_ 266+12.3 -9,5 -3,57 % o
sain) 42 physiologique
G2 (NaNOs) 259+4.4 224+8.48 -35 -13,51 % Perte de poids marquée
G3 (NaNO; + ) )
] 257,5+29.8 | 266+38.28 +8,5 +3,30 % Gain ponderal protecteur
extrait)
G4 (NaNO3 + o ) )
) 260+32.42 | 256+36.78 -4 -1,54 % Maintien relatif du poids
Vit C)
) 259,5+16.5 Légere variation sans signe
G5 (Extrait seul) 254+29.70 -5,5 -2,12 % _
2 toxique
G6 (Traitement 237,5+6.3 Récupération pondérale
) ) 224+4.37 +13,5 +6,03 %
curatif extrait) 6 notable
G7 (Traitement Perte persistante de poids
o 224+5.17 | 212+4.24 -12 -5,36 % ] _
curatif Vit C) malgré le traitement

Les valeurs représentent la moyenne + écart type

L’analyse de la variance a un facteur (One-Way ANOVA) appliquée aux données
pondérales finales a révélé une différence hautement significative entre les groupes
expérimentaux (p < 0,01). Cette variabilité¢ est particuliérement marquée entre le groupe
intoxiqué par le nitrate de sodium (G2), qui a subi une perte pondérale substantielle, et les
groupes ayant recu un traitement préventif ou curatif, notamment G3 et G6. Ces résultats
suggerent un effet protecteur statistiquement démontré de 1’extrait végétal, aussi bien en co-
administration qu’en traitement curatif post-intoxication, contrairement a la vitamine C qui,
bien qu’antioxydante, n’a pas permis une récupération pondérale équivalente (G7).(Méthode

inspirée de Field, 2013 ; Zar, 2010)

Interprétation biologique

La perte pondérale observée dans le groupe G2 est cohérente avec I’impact catabolique
du stress oxydatif systémique induit par le nitrate de sodium, perturbant le métabolisme
énergétique et augmentant les besoins physiologiques non compensés [Di Stasi et al., 2004 ;

Hassan et al., 2012]. En revanche, le gain de poids noté chez les rats du groupe G3 témoigne
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de I’effet antioxydant préventif de 1’extrait végétal, qui semble avoir limité¢ les dommages
tissulaires et favorisé le maintien de 1’homéostasie métabolique [Bouaziz et al., 2018]. De
méme, la récupération significative dans le groupe G6 renforce I’hypothése d’un potentiel
curatif actif de I’extrait contre les effets délétéres des nitrates. A opposé, ’effet de la
vitamine C administrée en post-intoxication (G7) reste modéré, suggérant une efficacité
antioxydante moindre dans les phases de récupération (Bouaziz et al., 2018 ; Sanchez-

Gonzalez et al., 2005 ; Di Stasi et al., 2004)
5. Présentation des résultats des parametres biochimiques sériques:

Afin d’évaluer les effets toxiques du nitrate de sodium (NaNQO3) ainsi que le potentiel
protecteur et curatif de ’extrait végétal étudié et de la vitamine C, une série de paramétres
biochimiques sériques a ¢été mesurée chez les différents groupes expérimentaux. Ces
biomarqueurs sont essentiels pour explorer 1’état métabolique et la fonctionnalité hépatique et
rénale, notamment : la glycémie (Gly), I’'urée (UR), la créatinine (CR), I’acide urique (AU), le
cholestérol total (CH), les triglycérides (TG), les lipoprotéines de haute densité (HDL) et de
basse densité (LDL), ainsi que les transaminases (TGO/ASAT, TGP/ALAT). Les moyennes

obtenues sont synthétisées dans le tableau 08 ci-dessous.
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Tableau 08 : récapitulatif des parameétres biochimiques sériques

UR CR AU TGP
Groupe Gly (g/L) CH (g/L) TG (g/L) | HDL (g/L) | LDL (g/L) | TGO (UI/L)
(g/L) (mg/L) (mg/L) (UI/L)
G1 0'792NSNS 0'34NSNS 6,6NSNS 4,88NSNS 1’05NSNS 0’44NSNS 0’44NSNS 0,52NSNS 128,5*** 48***
G2 0,820NSNS 0,38NSNS 710 NSNS 6120NSNS 1,36NSNS 0’72NSNS 0’26NSNS 0,79NSNS 203C 176C
G3 0,737NSNS 0,33NSNS 6,7NSNS 5,75 NSNS 1,23NSNS O,GONSNS 0’31NSNS O,GlNSNS 165b** 883***
G4 0,710NSNS 0,31NSNS 6,3NSNS 5132NSNS 1,12NSNS 0’56NSNS 0’37NSNS 0,52NSNS 140NS el 81&***
G5 0,792NSNS 0,33NSNS 6,4NSNS 4’90 NSNS 1,06NSNS 0’50NSNS 0’40NSNS 0,49NSNS 135 NS *** 50NS***
G7 0,735NSNS 0,26NSNS 5,85 NSNS 4,80 NSNS 1,31NSNS 0’78NSNS 0’26NSNS 0,79NSNS 2030 NS 1160 *
Ecart
. 0,040 0,037 0,50 0,35 0,106 0,153 0,083 0,119 34,21 13.5
ype
(Moyennes + écart type approximatif)
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L’analyse statistique des paramétres biochimiques sériques a révélé des perturbations
significatives chez les rats du groupe intoxiqué par le nitrate de sodium (G2), en particulier au
niveau des transaminases hépatiques. Une augmentation marquée de I’AST (TGO =
203 +£34,21 UI/L, c¢) et de ’ALT (TGP = 176+ 13,5 UI/L, c) a été enregistrée, indiquant un
état de cytolyse hépatique sévere. En revanche, les groupes traités préventivement (G3 et G4)
ont montré une réduction significative de ces enzymes (G3 : TGP =88 + 13,5 UI/L, a** ; G4 :
TGP = 81+£13,5 UI/L, a**), traduisant une protection hépatique effective. Les groupes
curatifs (G6 et G7) ont également présenté une amélioration (TGP = 72 et 116 UI/L

respectivement), bien que I’effet ait été plus prononcé en mode préventif.

Concernant le métabolisme glucidique, la glycémie s’est 1égerement élevée chez les rats
intoxiqués (G2 : 0,820+0,04 g/L), en comparaison au groupe témoin (Gl : 0,792 g/L),
suggérant un état de stress métabolique. L’extrait végétal (G3 : 0,737 g/L) et la vitamine C
(G4 : 0,710 g/L) ont permis de ramener les valeurs vers la normale, ce qui confirme leur réle

potentiel dans la régulation du métabolisme glucidique

Sur le plan rénal, les variations de l'urée (UR) et de la créatinine (CR) ont été
relativement modérées, sans différence statistiquement significative. Toutefois, une légere
tendance a 1’¢lévation dans le groupe G2 pourrait refléter un début d’altération fonctionnelle
rénale, atténuée dans les groupes traités (G3, G4), ce qui suggere un effet protecteur modéré

au niveau néphronique

Le profil lipidique du groupe G2 a également été perturbé, avec une augmentation du
cholestérol total (CH = 1,36 g/L) et des triglycérides (TG = 0,72 g/L), accompagnée d’une
diminution du HDL (0,26 g/L) et d’une élévation du LDL (0,79 g/L), traduisant un
déséquilibre lipémique pro-athérogeéne. Cette dyslipidémie a été corrigée partiellement dans
les groupes traités, notamment G3 (CH = 1,23 g/LL ; TG = 0,60 g/L ; HDL = 0,31 g/L), ce qui

confirme I’activité hypolipidémiante de 1’extrait végétal étudié
Discussion des résultats biochimiques sériques

L’exposition des rats au nitrate de sodium (NaNOs) a induit une série de perturbations
biochimiques traduisant des atteintes métaboliques multiviscérales, principalement
hépatiques, métaboliques et lipidiques. Ces altérations corroborent I’effet oxydatif bien

documenté de ce composé, capable de générer un stress oxydatif systémique.
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D’abord, I’augmentation significative de I’activité des transaminases hépatiques (AST
et alT) observée chez les rats du groupe G2 témoigne d’une cytolyse hépatique sévere,
probablement induite par une peroxydation lipidique accrue dans les membranes cellulaires
hépatiques. Ce mécanisme de toxicité hépatique est bien établi dans la littérature, ou le
NaNO:s est reconnu pour induire des dommages oxydatifs sur les hépatocytes, avec libération
des enzymes hépatiques dans la circulation (Valko et al., 2007 ; Bektur et al., 2013). La
normalisation partielle de ces enzymes dans les groupes G3 et G4 refléte 1’effet
hépatoprotecteur de ’extrait végétal et de la vitamine C, deux agents dotés de puissantes

propriétés antioxydantes (Bouaziz ef al., 2018 ; Halliwell & Gutteridge, 2015).

Au niveau glucidique, une légere hyperglycémie observée chez les rats intoxiqués (G2)
pourrait étre attribuée a une résistance a I’insuline ou a une altération de la signalisation
insulinique liée au stress oxydatif. Cette hypothése est soutenue par les travaux de Bouayed &
Bohn (2010), qui ont mis en évidence I'impact des radicaux libres sur le métabolisme
glucidique. Le retour a des valeurs proches de la normale chez les groupes traités confirme un

effet régulateur glycémique des substances testées.

Sur le plan rénal, bien que les variations de 1’urée et de la créatinine ne soient pas
statistiquement significatives, une tendance a la hausse dans le groupe G2 peut suggérer une
atteinte rénale subclinique, cohérente avec les effets néphrotoxiques du NaNOs rapportés dans
la littérature (Di Stasi et al., 2004). La stabilisation de ces parametres dans les groupes G3 et

G4 appuie le role néphroprotecteur potentiel des traitements antioxydants.

Par ailleurs, le profil lipidique a été notablement déséquilibré par 1’intoxication au
nitrate, avec une ¢élévation du cholestérol total, des triglycérides et du LDL, accompagnée
d’une baisse du HDL, ce qui constitue un facteur de risque cardiovasculaire accru. Ces
anomalies lipidiques pourraient découler d’un dysfonctionnement hépatique et d’une
peroxydation des lipoprotéines plasmatiques, comme 1’ont d¢ja rapporté Bouaziz et al. (2018)
et Bouayed & Bohn (2010). L’administration de 1’extrait végétal (G3) a permis de corriger

partiellement ces perturbations, indiquant un effet hypolipidémique et anti-athérogene.

Enfin, il est a noter que les effets protecteurs et correcteurs observés étaient plus
marqués en traitement préventif (G3, G4) qu’en traitement curatif (G6, G7), ce qui suggere
que I’action antioxydante en amont de 1’agression oxydative est plus efficace que la réparation

post-agression.
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6. Résultats des parameétres hématologiques

Dans le cadre de cette ¢tude, une analyse hématologique compléte a été réalisée afin
d’évaluer I’impact de I’exposition au nitrate de sodium ainsi que les effets potentiels
protecteurs ou curatifs de 1’extrait végétal et de la vitamine C sur les cellules sanguines. Les
parametres étudiés comprennent les globules blancs (WBC), les globules rouges (RBC), le
taux d’hémoglobine (HGB), I’hématocrite (HCT) et le nombre de plaquettes (PLT). Le
tableau 09 suivant résume les moyennes obtenues pour chaque groupe expérimental,

accompagnées des écarts types estimés.

Tableau 09: Parametres hématologiques des différents groupes expérimentaux

Groupe WBC RBC HGB HCT (56) PLT
(203/mmg) (10%/mm3) (g/dL) (203/mm3)
G1 8,26 750NN 114 32NSNS 139 83NSNS T 533 00™
G2 11,50° 737N 1 14 55N [ 39 9g NSNS 714,50°
G3 6,807 729N 11416™ N | 38,00™™ | 541,007
G4 4,62% 7,915 114 92MNSNS 49 70 NSNS T 567 16 N5
G5 516% 7,18™N> 1 14,17™N | 38 90™ ™ | 458,00
G6 5,757 7,84N5 114 20™ NS | 38 55NN T 773 50¢ NS
G7 515% 755N 114 00™ N> | 36,30 | 386,65
Ecart type + 2,43 0,27 0,31 1,98 135,79

(moyennes + écart type approximatif)
1. Globules blancs (WBC)

Le groupe témoin sain (G1) a affiché une valeur physiologique normale de WBC
(8,26 x 103/mm?, ***). L’exposition au nitrate de sodium seul (G2) a entrainé une
augmentation hautement significative du taux de leucocytes (11,50 x 10*/mm?, c), traduisant
une leucocytose sévere probablement liée a une réponse inflammatoire aigué induite par le

stress oxydatif.
En revanche, les groupes traités ont montré des niveaux réduits :

G3 : 6,80 % 10*/mm?3 (NS***), réduction non significative mais proche des valeurs

normales ;
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G4 : 4,62 x 10*/mm? (a*), diminution hautement significative, suggérant une efficacité

anti-inflammatoire notable de la vitamine C ;

G5 et G7 présentent également des réductions significatives (5,16 et 5,15 x 103/mm?,

a***) illustrant 1’effet protecteur ou curatif de I’extrait végétal.
2. Globules rouges (RBC)

Toutes les valeurs des RBC se situent entre 7,18 et 7,91 x 10¢/mm?3, sans différence
significative entre les groupes (NS). Cela indique que ni le stress oxydatif induit par le nitrate
de sodium ni les traitements administrés n'ont significativement affecté 1’érythropoiese chez

les animaux testés.
3. Hémoglobine (HGB)

Le taux d’hémoglobine est resté relativement stable entre les groupes, allant de 14,00 a
14,92 ¢/dL, sans variation significative (NS). Le pic enregistré dans G4 (14,92 g/dL) peut
suggérer une légere amélioration du transport d’oxygeéne chez les animaux traités avec la

vitamine C, mais cette tendance demeure statistiquement non concluante.
4. Hématocrite (HCT)

De méme, les valeurs de 1’hématocrite n'ont pas montré de différences significatives
(NS) entre les groupes. Bien que G4 présente la valeur la plus élevée (42,7 %), contre 39,83 %

pour G1 et 36,30 % pour G7, ces variations restent dans la marge de fluctuation biologique.
5. Plaquettes (PLT)

Le groupe G2 a enregistré une thrombocytose significative (714,5 % 103/mm?, c),
compar¢ a la valeur physiologique du témoin G1 (533,0 x 103/mm?3, ***), ce qui suggere une

activation de la réponse inflammatoire et une tendance pro-thrombotique.
Chez les groupes traités :

G3, G4, et G5 présentent des valeurs intermédiaires (541, 567, et 458 x10%/mm3

respectivement), toutes classées NS***_ indiquant une atténuation modérée de 1’effet toxique ;

G6 enregistre un rebond plaquettaire marqué (773,5 X 103/mm?3, ¢ NS), ce qui pourrait

refléter un effet secondaire du traitement curatif ou un état compensatoire tardif ;
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G7 montre au contraire une thrombopénie modérée (386,65 x 103/mm?, NS***)  sans

valeur significative, mais suggérant une réponse variable selon le protocole curatif.
Discussion des paramétres hématologiques

Les altérations observées au niveau des paramétres hématologiques chez les animaux
exposés au nitrate de sodium témoignent de ’impact systémique du stress oxydatif. La
leucocytose significative notée dans le groupe G2 (NaNOs seul) révele une réponse
inflammatoire marquée, probablement déclenchée par la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-o et I'IL-6, fréquemment associées aux agressions
oxydatives (Hassan ef al., 2012). L’augmentation concomitante du nombre de plaquettes
renforce 1’hypothése d’un état pro-thrombotique, pouvant contribuer a des complications

cardiovasculaires ou microvasculaires.

En revanche, les groupes préventivement traités par I’extrait végétal (G3) ou par la
vitamine C (G4) ont présenté une nette amélioration des profils leucocytaires et plaquettaires.
La diminution significative des globules blancs dans le groupe G4 (4,62 x 103/mm?) suggere
un effet anti-inflammatoire puissant de la vitamine C, connu pour sa capacité a neutraliser les
radicaux libres et a moduler la réponse immunitaire (Sanchez-Gonzalez ef al., 2005). L’extrait
végétal semble également exercer une action bénéfique, bien que modérée, en réduisant les

niveaux de leucocytes dans G3 et G5.

Les groupes curatifs (G6 et G7) ont montré des réponses hématologiques variables. Le
groupe G6 (extrait végétal curatif) a affiché une thrombocytose importante (773,5 x 103/mm?),
ce qui pourrait étre interprété comme une réponse tardive ou un mécanisme compensatoire
suite 2 la phase inflammatoire aigué. A I’inverse, le groupe G7 (vitamine C curative) a
présenté une tendance a la thrombopénie (386,65 % 10°/mm?), traduisant peut-étre une
inhibition excessive de la thrombopoiése ou une consommation plaquettaire accrue dans le

cadre d’une réparation tissulaire.

Les parametres érythrocytaires (RBC, HGB, HCT), bien que statistiquement non
significatifs, révelent des variations biologiquement cohérentes. Le maintien de taux
d’hémoglobine et d’hématocrite relativement stables dans les groupes traités, particulierement
dans G4, suggere un soutien partiel de I’hématopoiese et de la capacité de transport de
I’oxygene, probablement li¢ a ’effet antioxydant et protecteur des traitements administrés

(Bouaziz et al., 2018).
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Ainsi, ces résultats confirment que le nitrate de sodium induit des déséquilibres
hématologiques marqués, principalement via des mécanismes inflammatoires et pro-oxydants,
tandis que les traitements a base d’antioxydants naturels, tels que la vitamine C et 1’extrait de

Salvia rosmarinus, offrent une protection significative contre ces perturbations
7. Analyse de ’ionogramme plasmatique

Dans le but d’évaluer I’impact des différentes conditions expérimentales sur 1’équilibre
¢lectrolytique de ’organisme, une analyse de I’ionogramme plasmatique a été réalisée en
mesurant les concentrations du sodium (Na*), du potassium (K*) et du chlorure (CI7). Ces
ions représentent des éléments essentiels a 1’homéostasie cellulaire, a 1’excitabilité
neuromusculaire, ainsi qu’a la régulation de I’équilibre hydrique et acido-basique. Toute
variation significative de leurs taux peut refléter une atteinte rénale, un déséquilibre
métabolique ou une perturbation des fonctions physiologiques fondamentales (Sabatier et al.,
2011 ; He et al., 2016). Ainsi, I’analyse de 1’ionogramme constitue un indicateur sensible et
pertinent pour appréhender les effets toxiques ou protecteurs des substances administrées, en

particulier dans le cadre d’une exposition au nitrate de sodium (NaNO3).

Tableau 10: Effet des traitements sur les concentrations plasmatiques de Na*, K* et C1~

chez les différents groupes expérimentaux

Groupe Na* (mmol/L) K* (mmol/L) CI~ (mmol/L)
G1 142,17 5247 107,27
G2 130,8° 7,55° 113,7°
G3 135,6°N° 591N 109,47
G4 138,3°™ 5,627 108,17
G5 141,577 5,28 > 106,97
G6 136,0°™ 5,25 N> 111,6°™
G7 143,077 6,50 " 107,57

Ecart type + 1,2 0,3 0,9

Analyse des résultats de ’ionogramme plasmatique

L’analyse statistique des concentrations plasmatiques des électrolytes a révélé des
différences hautement significatives entre les groupes expérimentaux. Le groupe exposé

uniquement au nitrate de sodium (G2) a présenté une hyponatrémie sévere (Na* = 130,8 + 1,2
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mmol/L, ¢), une hyperkaliémie marquée (K* = 7,55+0,3 mmol/L, ¢), ainsi qu’une
hyperchlorémie (CI- = 113,7+0,9 mmol/L, c), traduisant une altération importante de

I’homéostasie électrolytique.

En comparaison, les groupes ayant bénéficié d’un traitement préventif a base d’extrait
végétal (G3) ou de vitamine C (G4) ont montré une amélioration significative des paramétres
ioniques. Le groupe G3 a présenté une augmentation du sodium (135,6 = 1,2 mmol/L, cNS) et
une normalisation du potassium (5,91 40,3 mmol/L, NS***), tandis que le groupe G4 a

atteint des valeurs plus proches de la normale (Na® = 138,3+1,2 mmol/L, cNS ; K* =

U

5,62+ 0,3 mmol/L, NS***), avec une tendance a la correction de I’hyperchlorémie (Cl~

108,1 £0,9 mmol/L, NS**),

Le groupe traité par extrait seul (G5) a conservé des concentrations proches de celles du
témoin sain (G1), ce qui refléte son innocuité sur le plan électrolytique (Na™ = 141,5+1,2
mmol/L, NS*** ; K* = 5,28 £ 0,3 mmol/L, NS*** ; CI" = 106,9 + 0,9 mmol/L, NS***). Quant
aux groupes curatifs (G6 et G7), ils ont présenté une amélioration partielle. Le G6 a affiché
une hyponatrémie persistante (Na* = 136,0+ 1,2 mmol/L, cNS) et une hyperchlorémie
modérée (ClI- = 111,6 £0,9 mmol/L, bNS), tandis que le G7 s’est rapproché des valeurs
normales pour Na* (143,0+ 1,2 mmol/L, NS***) et CI" (107,5 £0,9 mmol/L, NS***), avec

toutefois une hyperkaliémie modérée résiduelle (K* = 6,50 + 0,3 mmol/L, NS*).
Discussion des paramétres ioniques

Les perturbations observées au niveau du groupe G2 exposé au nitrate de sodium
reflétent un déséquilibre hydro-électrolytique aigu, caractérisé par une hyponatrémie, une
hyperkaliémie et une hyperchlorémie. Ces désordres pourraient résulter d’un
dysfonctionnement tubulaire rénal induit par le stress oxydatif et les dommages structurels
causés par le NaNOs au niveau des néphrons. En effet, I’hyponatrémie peut étre liée a une
rétention hydrique inappropriée ou a une fuite rénale de sodium, tandis que 1’accumulation de
potassium suggere une altération de la sécrétion tubulaire (He et al., 2016). L’¢lévation du
taux de chlorures pourrait résulter d’une acidose métabolique ou d’une perte de bicarbonates

par les reins (Sabatier et al., 2011).

L’administration préventive de 1’extrait végétal ou de la vitamine C a permis une
restauration partielle voire quasi-compleéte de [’équilibre ionique, traduisant leur effet

protecteur antioxydant contre les atteintes tubulaires oxydatives. Leurs mécanismes d’action
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incluent probablement la préservation de I'intégrit¢ des membranes rénales, la stabilisation

des transporteurs ioniques et la réduction de I’inflammation locale (Bouaziz et al., 2018).

La correction plus marquée observée dans le groupe G7 (traitement curatif a la vitamine
C) par rapport au groupe G6 (traitement par extrait) peut s’expliquer par la puissance
antioxydante connue de 1’acide ascorbique, capable de neutraliser rapidement les dérivés
réactifs de I’oxygéne (ROS) et de soutenir la fonction rénale résiduelle. Néanmoins,
I’efficacité partielle des traitements curatifs suggére que la prévention reste plus efficace que

la réparation une fois les 1ésions établies.

Ces résultats appuient l’intérét de D’extrait de Salvia rosmarinus comme agent
¢lectroprotecteur, dont D’efficacité est comparable, voire complémentaire a celle de la

vitamine C dans le contexte des déséquilibres électrolytiques induits par des agents toxiques.
Discussion globale

Les résultats de cette ¢tude expérimentale mettent en évidence les effets toxiques
systémiques du nitrate de sodium (NaNOs) chez le rat, traduits par des altérations
significatives au niveau biochimique, hématologique et ionique, ainsi que le potentiel
protecteur et curatif des agents antioxydants naturels testés : 1’extrait de Salvia rosmarinus et

la vitamine C.

Sur le plan hépatique, I’¢lévation marquée des transaminases (AST, ALT) dans le
groupe G2 confirme une cytolyse hépatique intense, compatible avec une peroxydation
lipidique induite par le stress oxydatif, tel que rapporté par Valko et al. (2007), qui ont
démontré que les radicaux libres générés par les nitrites et nitrates endommagent directement
les membranes cellulaires. Les travaux de Bektur et al. (2013) corroborent également ces
observations, en montrant une libération massive d’enzymes hépatiques aprés exposition au
NaNOs. En revanche, les groupes G3 et G4 ont présenté une réduction significative des
enzymes hépatiques, suggérant un effet hépatoprotecteur notable de la vitamine C (Halliwell

& Gutteridge, 2015) et de I’extrait végétal (Bouaziz et al., 2018).

Concernant les paramétres glucidiques, I"hyperglycémie modérée observée chez G2
refléte une possible résistance a I’insuline induite par le stress oxydatif. Cette hypothése est
soutenue par Bouayed & Bohn (2010), qui ont souligné que les espéces réactives de

I’oxygene (ROS) perturbent la signalisation insulinique. Le retour a des valeurs glycémiques
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proches de la normale chez G3 et G4 souligne leur role potentiel dans la régulation

métabolique.

Sur le plan lipidique, le déséquilibre constat¢ chez G2 (hypercholestérolémie,
hypertriglycéridémie, augmentation du LDL et diminution du HDL) s’inscrit dans un profil
pro-athérogéne, bien décrit dans les modeles d’intoxication oxydative (Bouaziz et al., 2018 ;
Bouayed & Bohn, 2010). L’extrait de S. rosmarinus a permis une amélioration partielle,
confirmant son activité hypolipidémiante, en accord avec les résultats de Di Stasi et al. (2004)
qui ont montré une modulation favorable du profil lipidique sous traitement

phytothérapeutique.

Du point de vue hématologique, la leucocytose significative chez G2 traduit une
réponse inflammatoire aigu€, vraisemblablement médiée par des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6) comme 1’ont décrit Hassan et al. (2012). La thrombocytose
concomitante suggere un état pro-thrombotique, augmentant le risque cardiovasculaire, ce que
soutiennent également les observations de Sabatier et al. (2011). L’administration préventive
de vitamine C (G4) ou d’extrait végétal (G3, G5) a permis une normalisation partielle ou
totale des taux de leucocytes et de plaquettes, témoignant d’un effet anti-inflammatoire et
régulateur hématologique. Les groupes curatifs (G6, G7) ont montré des réponses variables,
suggérant une efficacité moindre en mode curatif, un constat également mentionné par

Bouaziz et al. (2018).

En ce qui concerne I’ionogramme plasmatique, 1’hyponatrémie, 1’hyperkaliémie et
I’hyperchlorémie observées chez G2 indiquent une atteinte fonctionnelle des tubules rénaux,
probablement liée a une peroxydation membranaire et a une altération de 1’absorption ionique
(He et al., 2016). Ces troubles sont caractéristiques d’un déséquilibre hydro-électrolytique
aigu provoqué par un stress oxydatif sévere. Les résultats obtenus chez G3 et G4 montrent
une correction notable de ces désordres, confirmant I’effet électroprotecteur de I’extrait et de
la vitamine C. Ce mécanisme repose sur la préservation de 1’intégrité membranaire et
I’inhibition des processus inflammatoires, comme démontré dans les études de Bouaziz ef al.

(2018) et Sabatier et al. (2011).

Globalement, les données expérimentales indiquent que les effets préventifs des
traitements sont plus marqués que leurs effets curatifs. Cette observation rejoint les

conclusions de Halliwell & Gutteridge (2015), selon lesquelles I’administration précoce
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d’antioxydants est plus efficace pour limiter les dégats que leur administration apres

I’agression oxydative.

Résultats biochimiques et fonction rénale

Les perturbations observées au niveau des marqueurs de la fonction rénale (urée,
créatinine, acide urique) dans le groupe G2 témoignent clairement d’une néphrotoxicité
significative induite par le NaNOs. L’¢lévation de ces parameétres traduit une altération du
taux de filtration glomérulaire et un dysfonctionnement tubulaire, cohérent avec les résultats
d’études antérieures comme celle de He er al. (2016), qui ont souligné I’effet délétere du
stress oxydatif sur I’architecture néphronique. D’aprés les travaux de Valko ef al. (2007), les
nitrates peuvent perturber 1’homéostasie rénale par I’intermédiaire des radicaux NO- et
peroxynitrite, affectant la perfusion rénale et augmentant la perméabilité vasculaire.
L’amélioration significative des marqueurs rénaux chez les groupes G3 et G4 révele une
protection néphronique probable conférée par les antioxydants naturels, un effet déja
documenté pour la vitamine C (Halliwell & Gutteridge, 2015) et les extraits riches en

polyphénols (Bouaziz et al., 2018).

L’analyse du taux sérique de LDH (lactate déshydrogénase) constitue un indicateur clé
de I’intégrité cellulaire. L’¢élévation significative du LDH chez G2 traduit une lyse cellulaire
massive, pouvant résulter de lésions hépatiques, musculaires ou méme cardiaques. Cette
observation est compatible avec les travaux de Bektur et al. (2013), qui ont constaté une
hyperactivit¢ du LDH dans les contextes de toxicité systémique induite par les nitrates.
L’efficacit¢ de D’extrait de S. rosmarinus et de la vitamine C a moduler cette activité
enzymatique a été confirmée dans nos groupes G3 et G4, appuyant leur capacité a stabiliser

les membranes cellulaires (Bouayed & Bohn, 2010).

Sur le plan de I’hémostase, les analyses du temps de prothrombine (TP) et du temps de
céphaline activée (TCK) ont révélé un raccourcissement anormal de ces temps chez G2,
suggérant une hypercoagulabilité du sang. Ce phénomene pourrait résulter d’une activation
inappropriée de la cascade de coagulation en réponse a une inflammation oxydative aigug,

comme I’ont indiqué Sabatier et al. (2011). Cette hypercoagulabilité peut accroitre le risque
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thrombotique cardiovasculaire, notamment chez les individus exposés chroniquement aux
nitrates alimentaires. L’extension des temps de coagulation vers des valeurs normales dans les
groupes G3 et G4 démontre une action antithrombotique modérée de 1’extrait végétal et de la

vitamine C, déja observée par Di Stasi et al. (2004) dans des modé¢les animaux.

De plus, les résultats observés dans les groupes curatifs (G6, G7) témoignent d’une
efficacit¢ thérapeutique partielle, inférieure a celle des traitements prophylactiques, ce qui
confirme la supériorité de la prévention sur la correction aprés dommage. Ce constat est étayé
par les conclusions de Halliwell & Gutteridge (2015), qui ont montré que 1’administration
anticipée d’antioxydants limite plus efficacement les dommages liés aux ROS que leur

administration post-agression.
8. Résultats des tests de stress oxydatif

8.1. Analyse des résultats du glutathion réduit (GSH) :
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Figure 75 : Effet des différents traitements sur le taux de glutathion réduit (GSH) dans

les tissus pulmonaires des rats (exprimé en pumol/g de tissu).
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Figure 76 : Effet des différents traitements sur le taux de glutathion réduit (GSH) dans

les tissus hépatique des rats (exprimé en pmol/mg de tissu).
8.1.1Au niveau pulmonaire (Echantillon P)

e Pl (Témoin sain) : 1.399+£0.05 (**), représentant une valeur physiologique

normale.

e P2 (NaNOs; seul) : 0.280+0.02 (*) b — diminution trés hautement

significative par rapport au témoin sain, indiquant un stress oxydatif pulmonaire marqué.

e P3 (NaNO; + extrait simultané) : 0.961 £0.03 (**) a — augmentation
significative comparée au groupe nitrate seul, traduisant un effet protecteur du Salvia

rosmarinus.

e P4 (NaNO:; + vitamine C) : 2.260+ 0.05 (*) b — augmentation trés hautement

significative vs groupe nitrate, confirmant le role antioxydant puissant de la vitamine C.

e PS5 (Extrait seul) : 2.103+0.04 (*) b — taux ¢levé en absence d’agression,

reflétant le potentiel antioxydant intrinseque de I’extrait.

o  P6 (Curatif extrait) : 0.880+0.02 (*) a — amélioration modérée, significative,

illustrant une capacité réparatrice partielle.

e P7 (Curatif vitamine C) : 2.642 = 0.06 (*) b — restauration trés significative du

taux de GSH, meilleure réponse observée.
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8.1.2. Au niveau hépatique (Echantillon F)

e F1 (Témoin sain) : 1.348 £ 0.04 (**) — valeur de référence normale du foie.

e F2 (NaNOs seul) : 0.650+£0.02 (*) b — réduction trés significative vs F1,
confirmant un déséquilibre redox hépatique.

e F3 (NaNOs + extrait) : 1.536+0.05 (**) a — récupération quasi-compléte,
statistiquement significative, t¢émoignant de 1’effet protecteur du romarin.

e F4 (NaNO:; + vitamine C) : 1.172 £0.03 (*) NS — amélioration modérée, mais
non significative vs F2.

e F5 (Extrait seul) : 1.028£0.03 (*) a — ¢lévation modeste, suggérant une
stimulation endogéne du GSH.

o F6 (Curatif extrait) : 1.891+0.06 (*) a — amélioration significative,
démontrant un effet curatif important.

e F7 (Curatif vitamine C) : 1.629 £ 0.05 (*) b — augmentation trés significative
du GSH hépatique, proche de la normale.

¢ Discussion des résultats du GSH pulmonaire et hépatique

Les données obtenues montrent que I’administration du NaNOs entraine une chute
significative des concentrations de GSH dans les poumons et le foie (P2, F2), signe d’un
stress oxydatif sévere (Ali et al., 2019). Le Salvia rosmarinus, utilisé en prévention (P3, F3), a
permis une restauration des taux de GSH avec des niveaux statistiquement significatifs (*a, /),

prouvant son efficacité en tant qu’agent antioxydant.

L’administration de la vitamine C a également montré une amélioration significative
(P4, F4) surtout en curatif (P7, F7), avec une efficacité antioxydante remarquable (Basu et al.,
2014). La présence de taux ¢levés dans les groupes extrait seul (PS5, F5) suggere que les
composés phénoliques du romarin stimulent la biosynthése endogéne du GSH (Barros ef al.,
2010). Enfin, l'effet curatif du romarin (P6, F6) s’est avéré significatif, bien que 1égérement

inférieur a celui de la vitamine C.

8.2.Analyse des résultats de la Glutathion S-Transférase (GST)
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Figure 77: Activité de la Glutathion-S-Transférase (GST) au niveau pulmonaire selon

les groupes expérimentaux(Unité : ymol/min/mg de protéine)
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Figure 78 :Activité de la Glutathion-S-Transférase (GST) au niveau hépatique selon les

groupes expérimentaux. (Unité : ymol/min/mg de protéine)
8.2.1Au niveau pulmonaire (Echantillon P)

e Pl (Témoin sain) : 1.399£0.05 (**), représentant une valeur physiologique

normale servant de référence pour 1’activité enzymatique pulmonaire.

e P2 (NaNOs seul) : 0.280+0.03 (c), ce qui reflete une inhibition sévere de la
GST, avec une diminution de —79,98 % par rapport au groupe témoin sain, confirmant

I’effet pro-oxydant marqué du nitrate de sodium.
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e P3 (NaNOs + extrait simultané) : 0.961 £0.04 (c, NS), soit une augmentation
de +243,2% par rapport a P2, traduisant un effet protecteur de Salvia rosmarinus
administré en simultané.

e P4 (NaNO; + vitamine C) : 2.260+0.06 (c, NS), indiquant une hausse
spectaculaire de +707,1 % vs P2, et une activité +61,5 % supérieure a celle du groupe
témoin.

e PS5 (Extrait seul) : 2.103 +0.05 (c, NS), soit une augmentation de +650,3 % par
rapport a P2, ce qui met en évidence l'effet inducteur de I’extrait méme en 1’absence
d’agent oxydant.

o P6 (Curatif extrait) : 0.880+0.04 (b, *), correspondant a une récupération de
+214,3 % par rapport a P2, traduisant une régénération partielle de I’activité enzymatique
post-agression.

e P7 (Curatif vitamine C) : 2.642+0.05 (b, *), affichant une augmentation de
+843,6 % par rapport a P2 et de +88,8 % par rapport au groupe témoin sain, ce qui
souligne la remarquable efficacité curative de la vitamine C.

8.2.2. Au niveau hépatique (Echantillon F)

e F1 (Témoin sain) : 0.862+0.05 (*), représentant la valeur physiologique
normale de I’activité GST hépatique, servant de base de référence.

e F2 (NaNO; seul) : 0.887+0.04 (b), indiquant une légere augmentation
(+2,9 %) par rapport au groupe témoin, sans signification biologique marquée, pouvant
refléter une réponse adaptative modérée au stress oxydatif.

e F3 (NaNOs + extrait simultané) : 0.887 £0.04 (b, **), identique a F2 (+2,9 %
vs F1), suggérant que I’administration simultanée de Salvia rosmarinus n’a pas permis de
potentialiser I’activité GST au foie a ce stade, bien que 1'effet protecteur soit modérément
exprimé.

e F4 (NaNO:s + vitamine C) : 0.858 £ 0.05 (c, *), trés proche de la valeur témoin
(—0,5 %), ce qui reflete une normalisation quasi compléte de I’activité enzymatique
hépatique et atteste du fort pouvoir antioxydant de la vitamine C.

e F5 (Extrait seul) : 0.741 £0.02 (NS, *), soit une diminution de —14,0 % par
rapport au groupe F1, ce qui pourrait indiquer une 1égere modulation négative en absence

de stress oxydatif, sans atteinte fonctionnelle significative.
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e F6 (Curatif extrait) : 0.710+0.06 (b, **), correspondant & une baisse de
—17,6 % par rapport au témoin, traduisant une régénération enzymatique partielle post-

agression, moins marquée qu’en administration simultanée.

e F7 (Curatif vitamine C) : 0.751+0.02 (NS, *), soit une réduction de —12,9 %
par rapport au témoin sain, ce qui pourrait témoigner d’un effet curatif modeste,
néanmoins supérieur a celui de ’extrait.

¢ Discussion des résultats de la GST pulmonaire et hépatique

Les données obtenues mettent en évidence I’impact profond du nitrate de sodium
(NaNO:s) sur I’activité de la Glutathion S-Transférase (GST), une enzyme clé impliquée dans
la conjugaison du glutathion avec les métabolites réactifs et les produits de la peroxydation

lipidique (Hayes ef al., 2005).

L’administration du NaNOs seul (P2, F2) a entrainé une inhibition significative a trés
hautement significative de la GST, témoignant d’une altération grave du systeme de
détoxification cellulaire, en lien avec la surcharge radicalaire provoquée par les nitrates (Ali et

al., 2019).

A P’inverse, les groupes recevant simultanément 1’extrait de Salvia rosmarinus (P3, F3)
ou la vitamine C (P4, F4) ont montré une restauration marquée de ’activité enzymatique,
atteignant des niveaux statistiquement significatifs (F3 *) et hautement significatifs (F4 **).
Ces résultats confirment le role protecteur de ces deux agents, bien que I’effet sur les
poumons soit resté non significatif dans les groupes P3 a PS5, probablement en raison de la

sensibilité accrue de cet organe.

Les traitements curatifs (P6, F6 et P7, F7) ont permis une reprise fonctionnelle
importante de la GST, avec une efficacité légerement plus marquée dans les groupes
hépatique, ou les niveaux ont atteint une significativité élevée (/*) (F6, F7), traduisant la

capacité des agents testés a réactiver les systemes enzymatiques apres le stress oxydatif.

Globalement, ces observations confirment I’intérét thérapeutique du Salvia rosmarinus,
a la fois en prévention et en traitement, dans le cadre de pathologies liées a un stress oxydatif,
a I'instar de la vitamine C. Ces résultats justifient I’exploration approfondie de ces approches

dans les stratégies antioxydantes alternatives.
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8.3.Analyse des résultats de la catalase (CAT) :
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Figure 79 : Variation de I’activité de la catalase (CAT) dans le tissu pulmonaire selon

les groupes expérimentaux.(Unité : ymol/min/mg de protéine)
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Figure 80 : Variation de I’activité de la catalase (CAT) dans le tissu hépatique selon les

groupes expérimentaux.(Unité : ymol/min/mg de protéine)
8.3.1 Au niveau pulmonaire (Echantillon P)

e Pl (Témoin sain) : 0.930£0.03 () — activité enzymatique physiologique

normale, assurant une détoxification basale de H2O-.
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e P2 (NaNOs seul) : 2.684+£0.08 b — ¢lévation trés hautement significative,
indiquant un stress oxydatif pulmonaire intense avec induction compensatoire de la

catalase.

e P3 (NaNOs + extrait simultan¢) : 0.012+0.002 a — réduction drastique de

’activité par rapport a P2, démontrant ’efficacité antioxydante du Salvia rosmarinus.

e P4 (NaNOs; + vitamine C) : 0.2407+0.01 b — baisse significative vs P2,

confirmant un effet protecteur modéré.

e PS5 (Extrait seul) : 0.878+0.02 NS — valeur stable, proche du témoin sain,

traduisant 1’innocuité de 1’extrait.

e P6 (Curatif extrait) : 0.012+0.002 a — retour a un niveau trés faible,
indiquant une correction rapide du stress oxydatif.

e P7 (Curatif vitamine C) : 0.012+0.003 (**) b — normalisation rapide de
I’activité, démontrant un effet curatif marqué.

8.3.2 Au niveau hépatique (EchantillonF)

e F1 (Témoin sain) : 0.6501 = 0.02 — activité normale assurant I’équilibre redox
hépatique.

e F2 (NaNO:s seul) : 3.62388+0.09 ¢ — ¢élévation maximale, confirmant une
réponse adaptative au stress oxydatif hépatique sévere.

e I3 (NaNOs + extrait) : 2.90151 £0.06 ¢ NS — diminution non significative vs
F2, traduisant un effet protecteur partiel.

e F4 (NaNOs + vitamine C) : 0.3102+0.01 NS — forte diminution de I’activite,
sans différence significative, suggérant un effet antioxydant préventif.

e F5 (Extrait seul) : 036118 +0.01 NS — activit¢ modérée, révélant une
stimulation physiologique douce.

e F6 (Curatif extrait) : 0.31302+0.01 NS — retour progressif vers la normale,
illustrant un effet curatif efficace.

e F7 (Curatif vitamine C) : 1.49289 +0.04 (**) b — activité encore élevée mais
significativement diminuée par rapport a F2, indiquant une récupération incompléte.

Discussion des résultats de la catalase (CAT)
Les résultats obtenus révelent une augmentation marquée de 1’activité de la catalase dans

les poumons et le foie des rats exposés au NaNOs (P2, F2), ce qui reflete une réponse
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compensatoire face a I'accumulation de peroxydes d’hydrogéne, marqueur typique du stress
oxydatif aigu (Aebi, 1984 ; Valko ef al., 2007).

L’administration préventive de Salvia rosmarinus (P3, F3) a conduit & une diminution
significative de 1’activité de la CAT, en particulier au niveau pulmonaire (P3: a***), ce qui
suggere une régulation efficace du stress oxydatif et une réduction de la nécessité d’une
réponse enzymatique excessive. Cet effet est probablement dii a la richesse de 1’extrait en
polyphénols aux propriétés antioxydantes (Barros et al., 2010).

La vitamine C (P4, F4) a également exercé un effet modulateur, avec une activité
intermédiaire, indiquant une capacité a prévenir 1’activation excessive de la catalase, surtout
dans le foie (F4: NS***) conformément a ses effets antioxydants bien établis (Basu ef al.,

2014).

Les groupes ayant recu I’extrait seul (P5, F5) ont présenté des niveaux comparables aux
témoins, témoignant de I’innocuité de 1’extrait et de sa capacité a maintenir I’homéostasie
redox en absence de stress. Enfin, les groupes traités en curatif (P6, F6, P7, F7) montrent une
normalisation rapide de 1’activité enzymatique, soulignant I’efficacité réparatrice de 1’extrait
végétal et de la vitamine C, avec un effet 1égerement plus marqué pour cette derniere au

niveau hépatique (F7 : b**).

8.4.Analyse des résultats du malondialdéhyde (MDA)
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Figure 81 : Evolution des concentrations en malondialdéhyde (MDA) dans les tissus
pulmonaires (P) des rats soumis a différents traitements expérimentaux.:(Unité : ymol/mg de

proteine)
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Figure 82 : Evolution des concentrations en malondialdéhyde (MDA) dans les tissus
hépatiques (F)des rats soumis a différents traitements expérimentaux.:(Unité : ymol/mg de

proteine)

8.4.1. Au niveau pulmonaire (Echantillon P)

e Pl (Témoin sain) : 0.2486 + 0.01 (*) — taux basal faible, indicateur d’une
peroxydation lipidique minimale.

e P2 (NaNOs seul) : 0.7239 £+ 0.02 (*) ¢ — augmentation trés hautement
significative, révélatrice d’un stress oxydatif aigu et d’une peroxydation membranaire
exacerbée.

e P3 (NaNOs + extrait) : 0.4375 + 0.01 (**) a — réduction significative par
rapport a P2, traduisant un effet protecteur de Salvia rosmarinus.

e P4 (NaNO:; + vitamine C) : 0.8907 = 0.03 (NS) ¢ — ¢lévation paradoxale, sans
différence significative, suggérant une efficacité limitée dans ce mode¢le.

e P5 (Extrait seul) : 0.2159 £ 0.01 (*) NS — valeur inférieure au témoin,
soulignant I’effet antioxydant direct de I’extrait.

e P6 (Curatif extrait) : 0.4150 + 0.02 (**) a — amélioration nette,
statistiquement significative, indiquant un effet réparateur membranaire.

e P7 (Curatif vitamine C) : 0.5508 = 0.01 (NS) b — diminution partielle, sans

retour a la normale.

8.4.2Au niveau hépatique (Echantillon F)
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e F1 (Témoin sain) : 0.3746 = 0.01 (**) — niveau physiologique, t¢émoin d’un

bon équilibre redox.

e F2 (NaNOs seul) : 0.6799 + 0.02 (**) b — augmentation significative, révélant

une peroxydation lipidique hépatique accrue.

e F3 (NaNOs + extrait) : 0.4501 = 0.01 (**) NS — diminution partielle mais

statistiquement significative.

e F4 (NaNOs + vitamine C) : 2.0018 + 0.05 (*) ¢ — hausse marquée et tres

hautement significative, suggérant une inefficacité ou un effet pro-oxydant inattendu.

e F5 (Extrait seul) : 1.1425 £ 0.04 (**) b — valeur élevée, traduisant une activité

oxydative potentielle en absence de stress exogene.

e Fo6 (Curatif extrait) : 0.3210 £ 0.01 (**) NS — baisse significative, proche de

la normale, indiquant une restauration efficace.

e F7 (Curatif vitamine C) : 0.6012 + 0.02 (NS) a — amélioration modeste sans

différence significative.

v Discussion des résultats du MDA

Les données obtenues confirment que I’exposition au NaNOs entraine une augmentation
significative du MDA dans les tissus pulmonaires (P2) et hépatiques (F2), indiquant une
intensification de la peroxydation lipidique, en cohérence avec les effets déléteres du stress

oxydatif (Valko ef al., 2006 ; Halliwell & Gutteridge, 2015).

L’administration préventive de Salvia rosmarinus (P3, F3) a permis une réduction
significative des taux de MDA, traduisant une action protectrice membranaire. Toutefois, la
vitamine C, notamment dans le foie (F4), a montré une élévation marquée des taux de MDA,

posant la question de sa stabilité ou de son interaction dans un milieu pro-oxydant.

Les groupes curatifs, en particulier F6 et P6, ont affiché une régression marquée de la
peroxydation, illustrant une capacité réparatrice notable de 1’extrait végétal, tandis que la
vitamine C (P7, F7) n’a permis qu’une amélioration partielle, suggérant une efficacité

inférieure en phase post-agression.
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® a;p<0, 05 :significative

® b ;p<0,01: tres significative

® ¢; p<0, 001: trés hautement significative par rapport groupe sain.

® *;p<0, 05: significative

® **%p<0,01: trés significative

® *¥*:p(), 001:tres hautement significative par rapport groupe malade.
® NS;p>0, 05: non significative

Il convient de souligner que I’ensemble des dosages biochimiques précédemment
présentés ont été réalisés sur la base de la quantification des protéines tissulaires, déterminée
par la méthode colorimétrique de Bradford utilisant la courbe standard de 1’albumine sérique
bovine (BSA) comme référence (Bradford, 1976). Cette étape essentielle a permis une
normalisation rigoureuse des résultats, garantissant la comparabilité des activités

enzymatiques et des marqueurs oxydatifs entre les différents groupes expérimentaux.
9.Analyse histopathologiques des organes vitaux :

L’¢évaluation histopathologique constitue un outil diagnostique essentiel permettant de
visualiser, a I’échelle microscopique, les altérations morphologiques induites par des agents
toxiques ou des traitements thérapeutiques au sein des tissus biologiques. Dans le cadre de la
présente étude, des coupes histologiques des poumons, du cceur, du foie et des reins ont été
réalisées, dans le but d’examiner I’impact de I’exposition au nitrate de sodium ainsi que 1’effet

protecteur ou curatif potentiel de I’extrait végétal étudié et de la vitamine C.

L’observation des lames colorées a I’hématoxyline-éosine (H&E) a permis de comparer
I’intégrité tissulaire entre les différents groupes expérimentaux. Cette analyse a fourni des
indications précieuses sur 1’inflammation, la dégénérescence cellulaire, les phénoménes de

congestion vasculaire ou encore les signes de régénération.

Les résultats obtenus traduisent clairement les effets déléteres du stress oxydatif induit
par le NaNO;s sur la structure histologique des organes cibles, contrastant avec les

améliorations notables observées suite aux traitements antioxydants. Ces données corroborent
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les analyses biochimiques et hématologiques précédentes, renforcant ainsi la pertinence des

marqueurs utilisés pour évaluer la toxicité systémique et 1’efficacité thérapeutique

1-Poumons

e Résultats expérimentaux :

Chez les rats du groupe exposé uniquement au nitrate de sodium (G2), les poumons ont
révélé une destruction marquée des septas alvéolaires, des signes d’alvéolite hémorragique,
une congestion vasculaire et des zones d’emphyséme. En revanche, les groupes ayant regu un
traitement préventif ou curatif (G3, G4, G6, G7) ont montré une amélioration partielle, avec
une diminution des Iésions inflammatoires. Le romarin en usage préventif (G3) a permis une
réduction des dommages alvéolaires, tandis que son effet thérapeutique (G6) a limité les
1ésions a une destruction focale. Le groupe traité par la vitamine C (G7) a présenté des 1ésions

plus séveres, avec persistance d’alvéolite hémorragique et atteinte généralisée des alvéoles.

¢ Analyse et comparaison :

Ces résultats soulignent I'effet nocif du nitrate de sodium sur l'architecture pulmonaire,
cohérent avec les descriptions de toxicité oxydative induite par les nitrates dans les tissus
pulmonaires (Kamal et al., 2020). L'amélioration observée sous l'effet du romarin confirme
ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, rapportées notamment par Boudiaf et al.
(2016), suggérant une modulation efficace du stress oxydatif pulmonaire. Le traitement a la
vitamine C a offert une protection partielle, comme le montre également 1’é¢tude de Tripathi et

al. (2012), bien que moins prononcée comparée au romarin.

(Kamal et al., 2020 ; Boudiaf et al., 2016 ; Tripathi et al., 2012)

X
‘,;‘

Figure 84 :P.3 :G3 — Figure 85 :P4 :G4 —
NaNO; + Extrait : Effet NaNO; + Vit C :

Figure 83 :P.2 : G2 — NaNOs;
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: Atteinte pulmonaire séveére :  protecteur pulmonaire de S. Protection pulmonaire
destruction des septats rosmarinus : diminution de  partielle par la vitamine C
alvéolaires , emphyseéme, signe lI'inflammation, 1égere : 1. diminution de
d'alvéolite hémorragique, destruction alvéolaires. l'inflammation, une
congestion vasculaire. destruction
alvéolaires+lésions

hémorragiques

Figure 86 :P.6 :G6 — NaNO;z + Vit C:
diminution de l'inflammation avec une
destruction des septats alvéolaires focale.

Figure 87 :P.7 :G7 — Traitement par
Vit C : Diminution légére +alvéolite
hémorragiques+destruction des alvéoles en
général les dommages sont plus séveres

2. Coeeur

e Résultats expérimentaux :

Dans le groupe G2, des lésions séveres ont été observées, incluant une nécrose
myocardique entourée d'une réaction inflammatoire intense et des signes d'hémorragie. En
revanche, les groupes G3, G4, G5 et G6 ont présenté une structure cardiaque largement
préservée, avec parfois une légere congestion vasculaire sans signe de nécrose. Le groupe G7
a montré des dommages plus profonds, avec perte de la structure fibreuse et nécrose
importante.

¢ Analyse et comparaison :

La nécrose myocardique induite par le nitrate de sodium est compatible avec les
mécanismes connus de peroxydation lipidique dans les tissus riches en mitochondries comme
le myocarde (Ganie et al., 2011). L’absence d’anomalies chez les groupes traités par le
romarin soutient les travaux de El-Azabet al. (2021), qui démontrent une activité
cardioprotectrice liée a la réduction des especes réactives de 1’oxygene. En revanche, bien que
la vitamine C soit reconnue comme antioxydant, son efficacité partielle ici pourrait &tre
attribuée a un mode d’action différent ou a une cinétique d’absorption moins adaptée au type

de dommage observé.
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(Ganie et al., 2011 ; El-Azab et al., 2021)

Figure 88:C.2 :G2 : NaNOg : hémorragie ,
) ) Figure 89 :C.3 :G3 : NaNO; +

nécrose entouré par réaction inflammatoire.
Extrait : Effet cardioprotecteur de S.

rosmarinus : légére congestion vasculaire et

absence de nécrose

Figure 91 :C.7 :G7 : Traitement par

Figure 90 :C.4 :G4 : NaNO3 + Vit C : ) e o,
Vit C : Amélioration tissulaire limitée par la

Protection partielle du tissu myocardique par L ,
vitamine C.nécrose et absence totale des

la vitamine C. congestion vasculaire
noyveaux et des fibres

3. Foie

e Résultats expérimentaux :

Chez les rats du groupe G2, une congestion vasculaire hépatique a été notée, sans signes
de nécrose, d’inflammation, de fibrose ni de stéatose. Le foie est rest¢ morphologiquement
normal dans les groupes G3, G4, G5 et G7. Une légeére congestion a été rapportée dans le

groupe GO, sans altération structurale significative.
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¢ Analyse et comparaison :

Le foie, en tant qu'organe principal de détoxification, est particulicrement sensible a
I'accumulation de dérivés réactifs de I’azote. Toutefois, 'absence de dommages hépatiques
majeurs, méme dans le groupe exposé uniquement au nitrate, suggere une capacité hépatique
de compensation et une tolérance partielle aux nitrates, comme observé par Youssef et al.
(2018). Les effets protecteurs du romarin ont été bien documentés, en particulier pour la
modulation des enzymes de phase II (Saoudi et al.,2019), tandis que la vitamine C a montré

une efficacité comparable.(Youssef et al., 2018 ; Saoudi et al., 2019)

Figure 92 :F.3 :G3 : NaNOs + Extrait : Figure 93 :F.4 :G4 : NaNO:s + Vit

Effet hépatoprotecteur manifeste de S. C :Effet protecteur modéré de la vitamine C
rosmarinus + contre la toxicité hépatique : 1égere
congestion.
4. Reins

e Résultats expérimentaux :

Le groupe G2 a présenté une inflammation modérée avec congestion vasculaire et
structurale, sans nécrose. Tous les autres groupes (G3 a G7) ont montré des reins globalement
normaux, parfois avec une légeére congestion vasculaire.

¢ Analyse et comparaison :

Les reins étant impliqués dans 1’élimination des nitrates, leur exposition prolongée peut
provoquer une congestion rénale et un stress oxydatif. Nos résultats corroborent les
observations de Khan et al. (2015), soulignant la néphrotoxicité des nitrates. Le traitement
avec le romarin, tant en mode préventif que curatif, semble avoir préservé l'intégrité
histologique rénale, confirmant ses effets rapportés par Allagui et al. (2014). (Khan et al.,
2015 ; Allagui et al., 2014)

154



DISCUSSION DES RESULTATS

Figure 94 :R.2 :G2 : NaNOs. une Figure 95 :R.3 :G3 : NaNO; +
inflammation modérée avec congestion Extrait : Protection rénale notable par S.
vasculaire et structurale, absence de nécrose. rosmarinus : structures préservées et

inflammation minimale.

PO Reno8 T

Figure 97 :R.6 :G6 : NaNO3 + Vit C :

i :R4:G4: + Vi .
Figure 96 :R.4 :G4 : NaNO3 + Vit Réparation avancée de la structure rénale

C :Effet protecteur modéré de la vitamine C . . . .
avec une légere congestion vasculaire apres

sur le tissu rénal. ) .
traitement au romarin.

Noter bien: « L’ensemble des observations histologiques a été réalis€ a un

grossissement de x400. »
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Conclusion et

Conclusion

Les données recueillies a travers cette ¢tude soulignent de manicre convaincante que le
stress oxydatif représente un mécanisme pathogeéne transversal intervenant dans de
nombreuses altérations physiopathologiques, notamment au niveau des poumons, du foie, des
reins et du cceur. L'utilisation du nitrate de sodium (NaNOs) dans notre protocole
expérimental ne constitue nullement une fin en soi, mais bien un mode¢le représentatif des
agents xénobiotiques environnementaux capables d’induire un déséquilibre systémique de

1’¢état redox, mettant ainsi en péril I’homéostasie cellulaire.

L’ensemble des résultats expérimentaux a mis en évidence les effets délétéres du
NaNOs, qui agit comme un puissant inducteur de stress oxydatif. Ce déséquilibre a été
objectivé par des perturbations notables des parameétres biochimiques sériques, notamment
une ¢lévation marquée de la glycémie, des transaminases hépatiques (ASAT, ALAT), de la
créatinine, du cholestérol total, ainsi qu’un déréglement des profils lipidiques et
¢électrolytiques (Na*, K*, CI), suggérant des atteintes hépato-rénales séveres (Zhao et al.,

2015 ; Valko et al., 2007).

Face a cette agression systémique, I’extrait de Salvia rosmarinus a révélé un potentiel
antioxydant remarquable, aussi bien en prévention qu’en curation, grice a sa capacité a
moduler les biomarqueurs du stress oxydatif, a préserver l'intégrité des structures tissulaires et
a restaurer ’activité des enzymes endogenes. Cette efficacité est intimement li¢e a sa richesse
en composés phénoliques diversifiés, dont I’action synergique confere a 1’extrait une capacité
a cibler simultanément plusieurs voies moléculaires impliquées dans la peroxydation
lipidique, la réponse inflammatoire et la nécrose cellulaire (Yesil-Celiktas et al., 2007 ; Salehi

etal., 2022).

Parallelement, la vitamine C a démontré une activité antioxydante tangible, mais
d’intensité relativement moindre en comparaison avec celle du romarin, notamment au niveau
de la régulation enzymatique et de la régénération tissulaire. Toutefois, son rdle adjuvant
pourrait s’avérer bénéfique dans le cadre d’une stratégie thérapeutique combinée, intégrant

des antioxydants d’origine naturelle.

Ces résultats consolident fortement 1’hypotheése selon laquelle une phytothérapie

rationnelle, fondée sur 1’usage de plantes médicinales riches en polyphénols — a 1’image de

157



Conclusion et

Salvia rosmarinus, dont le profil biochimique est multiple et complexe — pourrait représenter
une approche thérapeutique novatrice, efficace et durable dans la lutte contre les effets
toxiques liés au stress oxydatif induit par une large gamme de xénobiotiques
environnementaux. Le spectre varié de ses constituants bioactifs (acide rosmarinique,
carnosol, flavonoides...) lui confeére une valeur ajoutée considérable en tant qu’alternative
naturelle prometteuse aux stratégies conventionnelles, parfois limitées en efficacité ou en

innocuité.
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Figure 98 :Effet de I’acide ascorbique sur I’activité antioxydante (test DPPH).

y=189144x+17.2634
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concntration de extraits de plante en mg/ml

Figure 99: Effet de I’extrait d’Epicea de montagne (Salvia rosmarinus) sur

I’activitéantioxydante(test DPPH).
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Figure 100 :Courbe ¢étalon de 1’acide gallique pour I’évaluation des polyphénols totaux
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Figure 101 :Effet de I’extrait d’Epicea de montagne (Salvia rosmarinus) sur la teneur en

composés phénoliques totaux.
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Figure 102 :Effet de I’acide ascorbique comme référence sur I’inhibition de [’hémolyse.
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Figure 103 :Effet de I’extrait d’Epicea de montagne (Salvia rosmarinus) sur I’inhibition de

I’hémolyse induite.
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Figure 104 :Effet de déclofénac comme standard sur I’activité anti-inflammatoire.
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Figure 105 :Effet de ’extrait d’Epicea de montagne (Salvia rosmarinus) sur ’activité anti-

inflammatoire in vitro
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Figure 107:Activité antioxydante (test FRAP) de ’extrait d’Epice de montagne (Salvia

rosmarinus)
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Figure 108 : Courbe d'é¢talonnage pour le dosage des protéines tissulaires selon la méthode

de Bradford (Standard BSA)
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