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Sommaire

Résumé

L’objectif de ce travail est d'étudié I’effet de traitement par /’Aquilaria malaccesis, le sélénium
et le SeNPs sur certains parametres biochimiques, hématologiques et de stress oxydant, chez
des rattes gestantes exposées de facon aigue a I'acétate de plomb. Dans notre étude
expérimentale on a utilisé 25 rattes Wistar , répartis en cing groupes (n=5) dont le premier
groupe sert de témoin, le second est exposé au plomb, le troisiéme est exposé au plomb et traité
par le Sélénium, le quatrieme est exposé au plomb et traité par le sélénium Nanoparticule
(SeNPs) et le cinquieme groupe est exposé au plomb et traité par Aquilaria malaccensis.
L’exposition au plomb & raison de (100mg/kg P. C.) pendant 20 jours. Le traitement par les
différentes systémes thérapeutique est appliqué pendant 10 jours. Quelque analyses
quantitatives et qualitatives et activités biologiques a été réalisé dans 1’étude in-vitro et des
paramétres biologiques sanguine et tissulaires a été dosé dans I’étude in-vivo sur les rattes. Les
résultats obtenues montrent bien que notre plantes est tres riche en différentes métabolites
secondaires notamment les polyphénols et flavonoides. A partir de 1’étude in-vivo, Les résultats
des parametres biochimigques ont montré une augmentation significative (p <0.05) du taux de
plomb et glycogene hépatique, de la concentration sérique du cholestérol, Acide urique, Urée
et activité des transaminases (TGO et TGP) chez le groupe expose au pb parapport au temoin .
Les résultats obtenus révélent également une toxicité hématologique et stress oxydatif chez les
rattes gestantes contaminées par le plomb, avec une diminution significative (p <0.05) du taux
des GR, GB , VGM et Hb , le GSH et I’activit¢ de SOD tissulaire et une augmentation
significative (p <0.05) du taux de ’'MDA tissulaire, activité antioxydant totale sérique et
I’activité de GST hépatique et rénale en comparaison avec les rattes témoins. Le traitement par
Sélénium, le SeNPs et A. malaccensis est partiellement amélioré les paramétres biochimiques
et hématologiques avec protection des tissus contre les attaques radicalaires (stress oxydatif)
provoguées par le plomb. En conclusion, ce travail montre que le Se et A. malaccensis ont des
effets bénéfiques contre la toxicité de plomb au niveau moléculaire et tissulaire avec des effets
encourageuses de SeNPs qui nécessite des amélioration au niveau de la dose et le mode

d’administration pour augmenter I’effet thérapeutique présenter dans notre travail.

Mots clés: Plomb, Sélénium , SeNPs , Aquilaria malaccensis, , stress oxydant, rattes Wistar.
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Introduction

La pollution est une altération caractérisée par des mesures de polluants chimiques, biologiques
ou physiques ont des conséquences nefastes a la santé humaine et I’étres vivants.

Les polluants biologiques ont un effet nocif sur les organismes vivants, peuvent étre d'origine
naturelle ou des produits toxiques tels que les métaux lourds.

Le plomb (Pb) est un métal lourd toxique non essentiel largement répandu dans
I'environnement. Divers dysfonctionnements dans les systemes physiologiques, biochimiques
et comportementaux sont induits par lI'exposition chronique de la concentration infime de plomb
(Ahamed et Siddiqui, 2007). Le plomb est connu pour induire aussi un large éventail de
dysfonctionnements de systemes nerveux central et périphérique et le systéme hémopoiétique,
(derouiche et al., 2018). L’étude de Burroughs et Rollins (2017) a montré que le plomb est
responsable de plusieurs maladies cardiovasculaires comme hypertension artériel (Burroughs
et Rollins, 2017). Le foie et les reins sont des cibles privilégiées pour de nombreux
xénobiotiques, y compris le plomb qui est bioaccumulé dans le foie d'une maniére trés
importante (33%). Le stress oxydatif est un agent important responsable de différents
dommages au tissu par peroxydation lipidique (LPO) induite par des especes réactives de
l'oxygéne (ROS) (Cichoz-Lach H, Michalak, 2014). Les métaux toxiques augmentent la
production de radicaux libres et réduisent la disponibilité de réserves d'antioxydants afin de
réagir au stress resultant des dommages (Leenacet al., 2011). Une quantité croissante de données
prouve que les métaux sont capables d'interagir avec les protéines nucléaires et I'ADN,
provoguant la détérioration oxydative des macromolécules biologiques, entrainant
éventuellement de nombreuses maladies chroniques, telles que I'athérosclérose, le canceret le
diabete (Ponce-Canchihuaman et al., 2010).

Le sélénium est une molécule ambivalente car sa présence en faible concentration est
indispensable a la vie de I’étre vivant. Des données récentes confirment le réle majeur que joue
le sélénium dans de nombreuses situations physiopathologiques. Une carence modérée en
sélénium, surtout lorsqu’elle est associée a un statut en vitamine E bas, semble accroitre la
sensibilité a diverses maladies dans lesquelles le stress oxydant est impliqué : maladies
cardiovasculaires, maladies inflammatoires, infections virales, maladies neurodégénératives et
cancers (Roussel et Hininger-Favier , 2009). Mais Mahan et al. Ont déclaré que le degré
d'absorption de sélénium est beaucoup plus faible chez les ruminants que chez les non-
ruminants lorsque la supplémentation de sélénium est par voie orale. Afin d'éviter ce
phénomene négatif d'absorption réduite de sélénium , des systemes de polymeres NP a potentiel

in vivo ont été proposés ces nano formes de sélénium caractérisés par leur petit taille ce qui



facilite I’accés des cellules et leur pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire (Wang et al.,
2007) .

Depuis longtemps, les plantes sont utilisées comme médicament contre plusieurs
maladies pour beaucoup toujours a la base d’un syst¢éme de médecine traditionnelle dans
différents cultures (Rakotoarivelo et al., 2015). Aquilaria malaccensis fait partie de ces plantes
médicinales plante de la famille Thymelaeaceae appartient a la tropicale espéce(Saikia et Khan,
2014), est I'une des principales sources de bois d’agar, qui fournit des indices sur leurs
propriétés pharmacologiques. Effectivement« le bois d’agar est trés riche en substances

bioactives qui favorisent utilisation en médecine traditionnelle (Caia et al., 2004).

A la lumigre de ces informations, notre objectif pour ce travail est d’évalué les effets
toxiques du plomb chez des rattes gestantes et étudié I’efficacité de systémes thérapeutiques
basé sur un supplément de sélénium , Se nanoparticule synthétisé biologiquement et la
phytothérapie par 1’ Aquilaria malaccesis chez des rattes de la souche Wistar . Nous allons pour
cela mis au point sur le dosage des parameétres biochimigques sanguins et hématologique ainsi

que I’évaluation des parametres du stress oxydant tissulaire.
Ce travail contient 4 parties:
1-Partie bibloigraphique.
2- Matériels et Methodes.
3- Resultats.

4- Discussion.
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Chapitrel Le plomb

1.Définition

Le plomb provient du terme latin Plombum, de symbole (Pb), mou et déformable. Il
posséde une densité de 11.3 et se retrouve a I’air d’une couleur carbonaté grisatre. Il n’a ni gout
ni odeur caractéristique, de numéro atomique 82 et de poids atomique 207.2. Son point de fusion
est de 327.4 0C et sa température d’ébullition est de 15000C (Larousse 1980).

Le plomb est un métal lourd largement utilisé dans les activités métallurgiques deés
I’antiquité et redécouvert au moment de la révolution industrielle, le plomb est désigné comme

matériau d’écriture, les Grecs et Romains 1’ont employé pour produire des céramiques.

D’aprés Garnier (2005), les Romains se servaient aussi de I’acétate de plomb comme
édulcorant et conservateur du vin, et aussi comme un métal pour les conduites d’eau, pour les
poids-étalons. Le plomb est un métal si répandu et si utilisé que les occasions d'intoxications
sont innombrables, que ce soit chez I’homme ou chez les animaux. L’intoxication chronique
par le plomb ou saturnisme est l'une des plus fréquentes chez les animaux domestiques puisque
il a été largement employé¢ a des fins commerciales et qu’il demeure trés longtemps dans

I’environnement (Pelletier et al., 1997).

2. Voies d’exposition

Les différentes voies de pénétration du plomb sont résumées dans le Tableau 1. Chez
I’adulte, la voie de pénétration majoritaire est I’inhalation de particules, alors que chez I’enfant,
c’est plutdt I’ingestion par voie orale. La consommation d’eau passant par des canalisations en
plomb peut également étre responsable de 1’ingestion de plomb. Plus rarement, le plomb peut
pénétrer par voie cutanée, notamment par contact avec des cremes contenant du plomb. Enfin,
il ne faut pas négliger la consommation de gibiers tués par des balles en plomb, qui représente

une source non négligeable de contamination au plomb (d’aprés Brgm, 2004).



Chapitrel Le plomb

Tableau 01: Voie d’exposition au plomb chez I’homme (d’aprés Brgm, 2004).

Plantes contaminges par des retombees atmaospheriques et/ou
accumulation depuis le sol
Gibier
Stockage des aliments
Poussiéres fines
Poussiéres Inhalation Fumées de cigarettes
Emissions automobiles
Ecailles de peintures anciennes

Alimentation Ingestion

Peintures Ingestl_on Poussiéres de peinture lors des travaux de rénovation
Inhalation A - ]
Ingestion de sol par les jeunes enfants (pica)
Métallurgie du plomb
Fabrication d'accumulateurs et de batteries
Activité Récupération des métaux
. i i Soudure
professionnelle/ inhalation . o )
. . Décapage des vieilles peintures
Loisirs

Manipulation de pigments
Poussiéres
Activité de poteries, imprimerie artisanale. ..

3. Les caractéristiques physico-chimiques du plomb

Le plomb est un métal dense (d=11,.34 a 20°C), de couleur bleu-gris argenté qui se
trouve sur la croQte terrestre en petites quantités (0.002%). Il se trouve associé a plusieurs
minerais (plus de 200 minerais de plomb) seulement les plus communes sont : la galéne (PbS),
la cérusite (PbCO3) et I’anglésite (PbSO4) (Adriano, 2001). Le plomb métallique est malléable,
il forme divers alliages fusibles, il est peu soluble dans I’cau froide, 1’eau chaude et les acides
dilués, mais il se dissout facilement dans les acides forts. L’eau chargée d’oxygeéne dissous
attaque par contre le plomb, et produit I’ hydroxyde de plomb Pb(OH)2 qui est tres toxique
(OMS, 1978). Le plomb est classé parmi les métaux lourds et se caractérise par : - Une forte
affinité au soufre. - 1l ne se détruit pas, il se transporte et change de forme en donnant des sels.
- 1l a une conductivité élevée, ce qui explique son utilisation dans de nombreuses industries. -
Il présente une certaine toxicité entrainant des Iésions plus ou moins graves (Garnier et al.,
2005; Bonnard et al., 2006).

. Les caractéristiques chimiques du plomb sont données dans le Tableau 2 :
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Tableau 02: Propriétés physiques et chimiques du plomb (Garnier et al., 2005; Bonnard
et al., 2006).

. . Point
Dénomination | MAss¢ | Pointdefusion | g, ition Solubilité
atomique °O) o
CO
Insoluble dans I’eau froide, faiblement
soluble dans I’eau chaude, soluble dans
Plomb (Pb) 207,19 3275 1740 . o . : .
I’acide nitrique et I’acide sulfurique a
chaud, faiblement soluble dans I’alcool.
Acétate de plomb | 325,28 280 - Tres soluble dans 1’eau.
Trés soluble dans I’eau, 1’alcool et
Nitrate de plomb 331,20 470 453 s .
I’ammoniaque.
: Treés peu soluble dans 1’eau ; trés soluble]
Oxyde jaunede | )3 g 888 - P T
plomb (litharge) dans 1’acide acétique

4. Métabolisme

Les effets du plomb sont lies au métabolisme de celui-ci, ¢’est-a-dire en particulier a sa
répartition dans 1’organisme. La connaissance des mécanismes d’absorption, de transfert dans
les tissus, de stockage dans certains organes permet de mieux aborder 1’évaluation des risques

pour les populations exposées (Figure 1) (Haguenoer et al., 2004).

Tissus mous

Tissus osseux
Voies t‘ - Sueur
i iratoi 1 - Cheveux
respiratoires Poumons
M» espiratol - \ | _ Ongles

supérieures

\/

Sang — Reins —» Urine

> Tractus =Y — Cdlon ———» Feces

N M

Foie

Ingestion Pharynx

Figure 01:Métabolisme du plomb chez I'étre humain (Turcot et al., 2003).
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4.1. Absorption

4.1.1. Absorption pulmonaire (inhalation)

L’absorption des vapeurs de plomb est respiratoire. Les statistiques montrent que 50 a
70% environ de la dose journaliére inhalée est absorbée (Opptbp, 2015). Celle des poussieres
inhalées est dont le diamétre aérodynamique est compris entre 0,1 et 0,5 um sont les mieux
absorbées; leur passage systémique est d’autant plus important qu’elles sont plus hydro solubles
ou acido-solubles (Garnier et al., 2005). Les particules de diamétre supérieur a 5 pm se
déposent dans I’arbre respiratoire, mais elles sont drainées vers le carrefour aérodigestif et
finalement dégluties (Bailly et al., 2001). Les particules grossiéres non absorbées sont éliminées

en 24 heures par voie lymphatique (Opptbp, 2015).

4.1.2. Ingestion

Le plomb ingéré est absorbé dans la région duodénale de I’intestin gréle. L’absorption
diminue avec 1’age, probablement a cause d’un processus de maturation selon lequel
I’intestin perd sa capacité d’ingestion des particules par pinocytose (Bonnard et al., 2006).

Il'y aurait deux mécanismes d’absorption: le premier, passif, peu vraisemblable pour le plomb
et le second, actif, qui utilise les voies d’absorption du calcium, du magnésium et du fer
(Haguenoer et al., 2004). L’absorption digestive du plomb est augmentee par la vitamine D, le
jeline, les régimes5riches en graisses ou carencés en calcium, en magnésium, zinc et surtout par
la carence martiale (fer) (Frery et al., 2011; Haguenoer et al., 2004; Turcot et al., 2003; Baunot
et al., 2006) qui diminuent la compétition avec le plomb. Ce point est important car il montre

que le risque d’absorption augmente chez les populations sous-alimentées (Opptbp, 2015).

4.1.3. Contact cutané

Le passage transcutané des deérivés inorganiques du plomb est tres faible (<0,5%),
négligeable, (Frery et al., 2011; Alexander et al., 2013). La pénétration des poussieres déposées
sur la peau des mains est digestive, elle résulte de ’activité main-bouche et de la contamination
d’aliments ou d’objets portés a la bouche (Garnier et al., 2005). De plus, si la peau présente

des blessures, il y a lieu de prendre les mesures préventives appropriées (Turcot et al., 2003).
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4.2. Distribution

Le plomb absorbé par voie digestive passe dans la circulation sanguine, 98% du plomb
se retrouve dans le compartiment intra-érythrocytaire, le reste du plomb est lié a ’albumine
(Mortureux et al., 2013) et les gammaglobulines. Le plomb libre interagit avec le calcium a
différents niveaux cellulaires ou il inhibe les systémes de transport membranaire (pompes
NA/K/Ca) (Titton et al., 2010). La demi-durée de plomb dans le sang peut étre aussi courte que
20-40 jours). Le plomb peut étre libéré de la décalcification des os dans les processus liés aux
personnes agées, de la grossesse, de l'acidose, thyrotoxicoses ou active de remodelage des os
d'enfants (Who, 2001). On le retrouve aussi dans I’appareil reproducteur male ainsi que dans le
liquide séminal (Mortureux et al., 2013). Pendant la grossesse et I’allaitement, le plomb
biologiquement actif. Il franchit aisément la barriere placentaire et est accumulée dans les

organes du feetus, y compris le cerveau (Frery et al., 2011).

Wole digestive— S0 %%G
Voie pulmonaire

- 5 2 NWonle cumba e

/ Omngles
Sang et eryvthrocytes-

Fo=tus etif—— plasms Urines

Lajit

Cheveux / / l ELlimmuiraiion

Tissus s
Dvents et s
Stockage do plomib

Figure 02: répartition du plomb dans I’organisme (Insserm, 1999).
4.3. Elimination

L’excrétion rénale (> 75%) (Baunot et al., 2006) se fait par filtration glomérulaire, avec
une réabsorption tubulaire possible. Le plomb excrété par voie biliaire (environ 16%) soit
en grande partie réabsorbé par la muqueuse intestinale pour étre finalement excrété par voie
urinaire. Il existe aussi une excrétion fécale (15-20%), lactée (10 et 30% de la Pbs (Garnier et
al., 2005).
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5. Les effets toxiques du plomb

5.1. Effets sur le systéme nerveux

Au niveau du systéme nerveux central, le plomb inhibe également certaines enzymes
(ALA déshydratase, hexokinase, deshydrogénase succinique) entrainant des perturbations du
métabolisme glucidique (trés important pour la cellule nerveuse) et de la respiration cellulaire.
Il en résulterait des microlésions vasculaires et des troubles de I’excitabilité nerveuse. Le
plombinhibe également I’adénylcyclase, pouvant interférer avec le métabolisme des

catécholamines (Delphine, 2001).
5.2. Effets sur les reines

Comme les reins ont un rdle important dans ’excrétion du plomb, on observe des
changements au niveau des tubules proximaux. L‘augmentation de 1'urée et de la créatinine
indiqgue un mauvais fonctionnement du rein lié au saturnisme (Nuyts et al., 1991).
Lors d’intoxication aigue, on aura une irritation et une nécrose de la muqueuse digestive a
I’origine des signes digestifs observés lors de saturnisme ainsi qu’une dégénérescence des
tubules rénaux. L’atteinte des tubules rénaux proximaux est réversible si I’intoxication est peu
importante et on constate alors de I’aminoacidurie, de la glycosurie et une hyper phosphaturie
relative avec hypophosphatémie. Cependant, si 1’exposition est chronique et prolongée la

néphrite interstitielle chronique peut aboutir a une défaillance rénale (Meschy, 2010).

5.3. Effets sur le foie

La cytolyse hépatique est un signe d’intoxication aigué par le plomb. Elle ne s’observe
qu’aprés des contaminations massives (Goering,1993). De plus, ces variations biochimiques
sont non spécifiques du plomb, des modifications des enzymes hépatiques sont aussi notées,
mais de maniére plus inconstante ; Il semble que les transaminases (ASAT, ALAT) et les
phosphatases alcalines augmentent lors d’intoxication chronique. Cependant, aucun seuil n’a

encore été fixé pour cet effet (Swarup et al.,1991).
5.4. Effets sur la reproduction

L'intoxication chronique par le plomb perturbe la spermatogenése, pouvant provoquer
une diminution de la fertilité chez I'hnomme. Des modifications des concentrations sanguines de
testostérone ont parfois été retrouvées (Garnier , 2005). L'exposition au cours de la grossesse

est responsable d'une augmentation dose dépendante de l'incidence des avortements spontanés,
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de la prématurité et de 'hypotrophie feetale (enfants de petit poids de naissance). Le plomb peut
entrainer une éventuelle atteinte du systéme nerveux central feetal en développement, suspecté

surtout pour les plombémies maternelles les plus élevées( Rhainds et Levallois, 1997).
5.5. Le plomb et stress oxydatif

Chez des sujets exposés en milieu professionnel, l'activité de la G6PD est diminuee,
tandis que celle de la Glutathion réductase est €levée, suggérant un mécanisme compensateur a
la perte de radicaux sulfhydriles (Howard, 1974). Pourtant, le taux de glutathion réduit est bas
dans des érythrocytes de sujets exposés au plomb, reflétant une insuffisance de réduction du
glutathion oxydé et une capacité diminuée de défense cellulaire contre le stress oxydatif.
L'activité de la superoxyde dismutase et de la catalase est diminuée dans les érythrocytes des
sujets exposes (Ito et coll, 1985 ; Sugawara et coll., 1991), alors que l'activité superoxyde
dismutase du plasma est augmentée (Sugawara et coll., 1991 ; Costa et coll, 1997). Les
peroxydes formés a partir des lipides sont élevés dans le sérum et l'activité de la glutathion
peroxydase est augmentée chez les sujets exposes au plomb, a des niveaux de plombémies
compris entre 400 et 1 000 g/l (Monteiro et coll., 1985 ; Solliway et coll., 1996). Une fraction
de l'action prooxydante du plomb s'exerce également tres certainement par l'intermédiaire de
I'accumulation de I'ALA. Ce dernier peut, en effet, générer I'ion superoxyde selon les réactions
indiquées dans la figure 3 (Hermes-Lima, 1995). L'administration in vitro d'/ALA a des cellules
de hamster (CHO) entraine une baisse du glutathion réduit (GSH), une augmentation du
glutathion oxydé (GSSG) et une augmentation du malonyldialdé-hyde ou MDA, traduisant une
activation de la peroxydation des lipides (Neal et coll., 1997). Chez le rat, I'administration
d'’ALA déclenche un stress oxydatif au niveau du foie, du cerveau et des muscles, qui
s'accompagne d'une_augmentation de la capacité antioxydante du plasma (Demasi et coll.,
1997). Cette activité prooxydante d'ALA a été mise en évidence au niveau des lipides
(peroxydation de liposomes riches en cardiolipides), des protéines (oxydation de I'hémoglobine
en méthémoglobine), de I'ADN (coupure simple-brin dans I'ADN plasmidique) et des
mitochondries (Hermes-Lima et coll., 1991, 1992 ; Onuki et coll., 1994 ; Oteiza et Bechara,
1993).

11
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HzNCHzCOCHQCHz(jOz — HzNCH3C(OH)CH2CH2C02
0-ALA forme cétonigue (bH>70) -ALA forme énoligue

5-ALA (forme énolique) 10y —> 0y + HyN-CH=C(0")}-CHy-CHy-COy+H*
5-ALA radical ou 5-ALA

Figure 03 : Génération d'ion superoxide par I'ALA ( Hermeés-Lima ,1995).
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Chapitre 11 Sélénium et Nano particule de Sélénium (SeNPs)

I. Sélénium
1. Définition

Le sélénium (Se) est un élement trace essentiel plus communément appelé oligoélément.
C’est le 34°™ élément de la classification périodique de Mendeleiev, de masse atomique égale
a 78,96, c’est le 69°™ élément en termes d’abondance des différents éléments sur terre. Il est
situé dans la colonne Vla, sous 1’¢lément soufre, dans la famille des chalcogénes, comprenant
¢galement ’oxygene (Jacob et al., 2003). 11 est essentiel au bon fonctionnement de I’organisme.
On le trouve dans I’alimentation, en fortes concentrations dans certains végétaux comme 1’ail
et le chou. La dose journaliére recommandée est d’environ 70 pg/jour (World Health
Organization, 1996).

2. Métabolisme du sélénium dans I’organisme

2. 1. Absorption

L efficacité d’absorption intestinale du selénium est élevée (50 a 95 %). Elle dépend de
la forme d’apport du sélénium, du statut adéquat ou non en sélénium et de la présence ou non
d’autres aliments. Certaines formes sont préférentiellement incorporés dans les séléno-
proteines (protéines qui nécessite Se pour lactivité catalytique), dautres ne sont pas
spécifiqguement incorporé dans les protéines, tandis que d'autres sont excrétés (Navarro-Alarcon
et Cabrera-Vique, 2008 ; Pedrero et Madrid, 2009 ; Zeng et al, 2008).
La séléno-méthionine, mieux absorbée que le sélénite, elle est majoritairement
absorbée au niveau du duodénum par un transport actif, alors que le sélénite est
absorbé par simple diffusion. Le sélénate est absorbé par un mécanisme de transport actif.
L’ensemble des formes organiques et inorganiques du sélénium peuvent étre
utilisées par lorganisme mais leur métabolisme est différent (Figure 4). (Ducros et
Favier, 2004 ; Underwood et Suttle, 2004 ; Lebreton et al., 1998).
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Figure 04: Métabolisme cellulaire du sélénium (Ducros et Favier, 2004)
2.2.Transport

Les formes solubles du sélénium sont redistribuées dans tout 1’organisme a partir du
duodénum (Graham, 1991). Le sélénium est lié a des protéines plasmatiques identifiées comme
étant des protéines de transport. Actuellement, on distingue trois entités : la glutathion
peroxydase qui représente 12 a 15 % du sélénium plasmatique chez 1’homme, la séléno-
protéine- P qui en représente plus de la moitié dont sa concentration varie directement avec la
concentration alimentaire en selénium lorsque celle-ci est supérieure a 0,1 mg/kg d’aliment
(Saito et al., 1999 Underwood et Suttle, 2004) et les séléno-protéines non spécifiques ou le
sélénium est incorporé de fagcon non spécifique qui sont essentiellement assimilées a la séléno-

albumine car I’albumine est la protéine plasmatique la plus abondante (Behne et Kyriakopoulos,
2001).

La concentration en sélénium des différents organes est variable. Deux organes sont
riches en sélénium: le foie et le rein. Le rein, principal lieu de synthese de la glutathion
peroxydase plasmatique a la plus haute teneur en sélénium par unité de poids. Le muscle
squelettique semble fonctionner comme un organe de stockage du sélénium, il représent45 %
du sélénium corporel total (Avissar et al., 1989 ; Whitin et al., 2002).
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2.3. Elimination

L’excrétion du sélénium absorbé se fait sous forme de dérivés méthyles, mais
I’importance relative des voies d’élimination ou d’excrétion dépend de la nature des composées

séléniés ou ingérés, de la qualité absorbée et de la durée de 1’exposition.

v" Les poumons constituent une voie d’élimination mineure sous forme de diméthyl-
séléniure qui n’intervient qu’en cas de forte absorption.

v' L’élimination urinaire est la voie d’excrétion majoritaire. D’aprés Lebreton et al.,
1998 elle représente 60% de I’excrétion lors d’apport satisfaisant en sélénium. Le taux
d’excrétion urinaire est régulé par les apports : il y a conservation du sélénium qui sera dirigé
vers des organes prioritaires (cerveau, glandes endocrines...) en cas d’apports faibles (Hatfield
et Gladyshev, 2002).

v/ L’élimination fécale est causée par les transformations du sélénium sous forme
insoluble, tandis que la quantité de sélénium excrétée est corrélée a la quantité de sélénium
ingérée (Underwood et Suttle, 2004).

Apport en
o o sélénométhionine
Sélénénométhionine

|_— Apport en sélénocystéine

A |
Se* sélénite €——— Apport en séléni
Sélénoprotéines : P PRI Sssie
selénoprotéine GSH .
P, GSHPx, 5'DI, TR ... réduction
—
CHs Apport en sélénate
CHj3-Se-CHy (CH3)3;Se* dans
voie pulmonaire les urines
A 4

Figure 05 : Voies métaboliques des différentes formes d’apport en sélénium (d’apres

Ducros et Favier, 2004).
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3. Role anti-oxydante du sélénium
Le sélénium est essentiel pour le fonctionnement d’enzymes antioxydantes tel que :

3.1. La glutathion peroxydase (GPx)

La Glutathion peroxydase (GSHpx) est une métallo-enzyme de 84000 Daltons, constituée
de 4 sous-unités identiques de 21000 Daltons. Chaque sous-unité posséde un atome de sélénium
sous forme de sélénocystéine. Cette derniére est un analogue de la cystéine dans laquelle
I’atome de soufre a été remplacé par un atome de sélénium. La GSH-Px, localisée dans les
mitochondries et le cytoplasme, catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne et d’autres

hydroperoxydes lipidiques (Forstrom JW et al,.1978) (figure 6):

GSHpx
2 GSH + ROOH <————> G§&SG + H20 + ROH
Glutathion réduit Hydroperoxyde Glutathion oxydé Hydroxyacides
GSHpx
2 GSH + H202 <——="> GS-SG + H20
Glutathion réduit Glutathion oxydé

Figure 06 : Mécanisme d’action de GPx (Forstrom JW et al,.1978).

Une autre enzyme, la glucose 6P déshydrogénase permet le retour du glutathion oxydé a
son état initial (figure 7). Les peroxydes, une fois réduits en hydroxyacides, subissent une -
oxydation (Richy, 1978).

B oxydation <+—— hydroxyacides \/ GS—SG\ /NADPH,H+\

glutathion glutathion glucose 6P
peroxydase réductase déshydrogénase
peroxydes 2 GSH NADP+

Figure 07 : Réle de la glutathion peroxy dase dans la réduction des peroxydes (Richy,

1978).
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3.2.Thiorédoxine réductase

Les membres de cette famille sont des protéines homodimériques, chague monomeére
incluant un groupement prosthétique FAD, un site de liaison a la NADPH et deux sites actifs,
un formé par un groupement disulfide et un autre constitué par un résidu séléno-cystéine. Elle
catalyse la réduction de la forme oxydée de la thiorédoxine qui, entre autre, active la
thiorédoxine peroxydase, capable de réduire le peroxyde d’hydrogéne (Rakotovao, 2009).
L’isoforme mitochondriale (TR2) fournit une défense spécifique contre les ERO produits par
la chaine respiratoire, maintenant ainsi la balance rédox cellulaire, critique pour la survie
cellulaire. L’1soforme cytosolique (TR1) quant a elle, est associée plus particulicrement dans la
régénération de protéines inactivées par le stress oxydant dont la vitamine C et la NOS
(Mckenzie et al., 2002).

e = = (.
> A s /
Chaine respiratoire des mitochondries
Cytochromes
O H,O+4e

| ‘ si - dysfonction de la chaine respiratoire
N:-<5% / - activation des polymorphonuciéaire
- ischemie/reperfusion (xanthine oxidase)
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e ——

Catalase (Fe)

(o]
FeNielope«owdase (PMNSs)

—_—
—_—
Réaction de Fenton HOCI P
Fe* .
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-
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-
=
=
S
l : =
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altérations des protéines, ADN RO a
t hydrates de carbone L

Figure 08 : Role des sélénoenzymes dans 1’élimination de dérivés réactifs de I’oxygene

(Forceville et Vitoux, 1999).
4. Toxicité du sélénium

Les cas de sélénose (excés de sélénium) sont moins répandus que ceux liés a une
déficience en sélénium. La valeur précise de la dose nocive en sélénium pour les humains est
encore certaine mais cependant, I’organisation mondiale de la santé (OMS) préconise un apport

maximum de 400 ug/j par adulte (World Health Organization, 1996). Il a été proposé en France
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que la dose limite de sécurité soit réduite a 150 pg/j (Martin, 2000).La toxicité du sélénium
chez ’homme dépend de sa forme chimique. Mais il n’existe pas a ce jour de consensus sur le
degré de toxicité des différentes formes de sélénium. Cependant, d’aprés ’OMS, les formes
inorganiques seraient plus toxiques que les formes organiques. De plus, au sein des formes
inorganiques, le sélénite serait plus néfaste que le séléniate (Dodig et Cepelak 2004).Lors d’une
intoxication aiguée, la dose létale 50 (entrainant la létalité de 50 % de la population) est estimee

entre 0,5 et 1 g sous forme de sélénite ou séléniate de sodium (Thérond et al., 1997).

Il. Nanoparticule de Sélénium (SeNPs)
1. Définition de Nano particule

Une nanoparticule est de taille comprise entre 1 et 100 nm. Les matériaux de cette
taille conferent souvent des propriétés physiques et chimiques uniques. la diminution de taille
provoque une augmentation du rapport surface / volume, dit I’amélioration de leurs
propriétés. Dans le mot nano particule le terme nano veut dire (1x10) metre, les nano
particules sont atomes, leurs propriétés sont différentes a celles des mémes atomes liées
entre eux pour former des matériaux massifs. Ils sont généralement considérés comme un
nombre d’atomes ou molécules reliées entre eux avec un rayon inférieur a 100nm ( Clfs

,C.E.A. (2005).

La plupart des matériaux a 1’échelle du micromeétre présentent les mémes propriétés
physiques du matériau massif ; par contre a 1’échelle du nanométre ils peuvent posséder des

propriétés physiques distinctement différentes du matériau massif (Guoz hong cao, 2004)

2. Caractérisation des nanoparticules de sélénium

Caractéristiques pertinentes des nanoparticules de sélénium qui déterminent leur
applicabilité en nanotechnologie sont la composition, la taille, la forme, la structure et
l'arrangement atomique (Oremland et al., 2004). La structure des nanoparticules de sélénium
est déterminée par une combinaison de techniques telles que la spectroscopie Raman, la
transformée de Fourier spectroscopie infrarouge, spectroscopie UV-visible et diffraction des
rayons X (Oremland et al., 2004 ; Wang et al., 2010).
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3. Effet biologique de SeNPs

3.1.Effet antioxydant de SeNPs
Le nano-se posséde une meilleure capacité antioxydant que les autres formes
chimiques de sélénium tout en réduisant le risque de toxicité du sélénium. Un étude sur des
animaux traités par une gamme de concentrations allant de 0,50 a 1,0 mg.kg-1 de Se sous forme
de Nano- avaient des activités significativement plus élevées de GPx par rapport au animaus
traité par le forme Na2SeO3 de sélénium (Zhang et al., 2007).

3.2. Role dans la réduction de I'inflammation

De nombreuses études ont montré que le Nano-Se peut réduire l'inflammation. réponse
dans l'organisme causée par des troubles auto-immuns ou les maladies inflammatoires.
‘inflammation est la réponse normale du corps vivant a toute blessure entrainant I'accumulation
de fluides corporels et de globules blancs ainsi que la libération de prostaglandines et de
nombreux médiateurs inflammatoires (Ricciotti et al., 2011).

3.3. Effet des SeNPs sur le stress oxydatif

L'effet du Nano-Se sur les paramétres du stress oxydatif a été de par rapport a l'effet du
sélénium lié organiquement dans un I'étude. Le Nano-Se s'est avéré avoir une efficacité
comparable dans les domaines suivants augmentation de l'activité plasmatique GPx chez la
souris comme Se-Met, mais a présenté une toxicité beaucoup plus faible évaluée sur la base de
la DL50, de la toxicité aigué, lésions hépatiques et toxicité a court terme. Les résultats de I'étude
a montré que le sélénium a I'échelle nanométrique peut étre administré sous forme de un

antioxydant qui réduit le risque de toxicité du sélénium (Wang et al., 2007, Zhang et al., 2005).

20



Chapitre 11 Sélénium et Nano particule de Sélénium (SeNPs)

Act as antioxidant
algw 2 ) 1. -ﬂ d.uln".
ya ¥ ovarabundance

farmeantation
and feed digestibility

Figure 09: Diagramme montrant les applications de SeNPs (Kojouri et al., 2012).

4. Synthese verte de nano sélénium

les SeNPs ont été synthétisés en utilisant les extraits de plantes suivants : extrait aqueux
d'Allium sativum ( Ezhuthupurakkal et al., 2017 ) , extrait de thé( Zhang et al., 2017) , feuille
de plante Clausena dentata (Sowndarya et al., 2016) . La biosynthese de nanomatériaux a l'aide
d'extraits de plantes a permis de plus d'avantages que d'autres méthodes biologiques parce qu'il

est bon marché et ne nécessite pas de conditions spéciales (Ramamurthy et al., 2013).
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Chapitre 111 Aquilaria malacenssis

1. Les plantes medicinales

Depuis des milliers d'années, I'homme utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). L’utilisation des plantes en phytothérapie est
trés ancienne et connait actuellement une région d’intérét aupres du public, selon 1'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS 2003), environ 65-80% de la population mondiale a recours au
medicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la
pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne (Ma et al., 1997). Ce sont des plantes
utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou
secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents (Sanago, 2006). lIs sont
détenu comme la clé de la prise en charge thérapeutique de 150 maladies de natures diverses.
Parmi celles-ci, on trouve les maladies bénignes, fréquentes et moins meurtrieres et celles dites
chroniques, incurable, par conséquent a vie, trés meurtrieres, telles que le cancer, la

drépanocytose <I'asthme, le diabéte, le SIDA, etc.. (Mozouloua, 2004).

2. Aquilaria malacenssis

2.1. Taxonomie et caractéristiques biologiques

v’ Taxonomie

Aquilaria malaccensis Lam. également appelé Aquilaria agallocha, Aquilaria
secundaria, et le nom commercial Agallochum. 1l s'agit d'une rapide croissance, arbre tropical
connu localement comme la gélose (Tabin et al., 2014) , comprend 15 espéces, dont A. hirta,
A. beccariana, A. rostrata, A. malaccensis et A. microcarpa présents en Malaisie (Whitmore,
1972 ; Chang et al., 2001). De ces 5 especes, Aquilaria malaccensis (Tableau 03) est considérée
comme l'une des especes les plus exploitées en Malaisie en raison de sa grande valeur

économique.
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Tableau 03 : Classification d'Aquilaria malaccensis (lucn, 1998).
Kingdom Plantae
Phylum Tracheophyta
Class Magnoliopsida
Order Myrtales
Family Thymelacaceae
Genus Aguilaria L.
Species Aguilaria malaccensis L.

v’ caractéristiques biologiques

Aquilaria malaccensis est un arbre a feuillage persistant qui peut atteindre 40 m de

hauteur avec un tronc de 60 cm de diametre. Le bois de I'espece est typiquement blanc, 1éger et

de faible densité. (Oguyen et Nguyen, 1999). Une fois que la production de résine est stimulée,

le bois riche en résine devient sombre, lourd et dur. Les arbres arrivent généralement a maturité

apres 6-7 ans, ce

qui permet aux fleurs de commencer a fleurir. a la formation suivie de la

production de semences (Oguyen et Nguyen, 1999 ; Chua et Sumatra, 2008). Le les fleurs vert

jaunatre ou blanches proviennent généralement de branches plus jeunes (Adelina et al., 2004)

et les fruits sont verts et de forme ovoide (figure 10).

Figure 10 : Aquilaria malaccensis Lam. (Irnayuli et al., 2011).
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2.2. Répartition et habitat

Aquilaria malaccensis est largement répandu et a été trouvé dans 10 pays d'Asie du Sud
et du Sud-Est , a savoir le Bangladesh, le Bhoutan, I'Inde, I'Indonésie, la Malaisie, Myanmar,
les Philippines, Singapour et la Thailande (Oldfield et Mackinven, 1998). Malgre cette large
aire de répartition, les espéces d'Aquilaria se rencontrent souvent en faible densité et peuvent
étre trouvées dans les foréts primaires et secondaires a des altitudes comprises entre 0 et 1000
m au-dessus du niveau de la mer (Oguyen et Nguyen, 1999 ; Chua et Sumatra, 2008). Le taux
de croissance d'A. malaccensis chez les espéces indigenes du en Malaisie est assez faible. La
Frankie (1994) a signalé une augmentation moyenne du diamétre de troncs d'arbres de 0,33 cm

par an, certains spécimens a croissance plus rapide atteignant 0,8-1,0 cm par an.
2.3. Composition chimique

Le produit chimique est constitué de bois de gélose provenant du genre Aquilaria,
notamment des dérivés de 2-(2-phénylethyl)-4H-chromen-4-one, des terpénoides, des
flavonoides, etc. dans lesquels les dérivés de 2-(2-phényléthyl)-4H-chromen-4-one et les
sesquiterpénes sont les deux principaux constituants du bois de gélose. 11y a eu 154 nouveaux
composes isolés a partir de bois d'agar et du genre Aquilaria depuis que 132 composés ont été
résumés en juin 2010 (Chen et al., 2012).

2.3.1. Les terpénoides

Les terpénoides sont des composés dérivés de l'acide mévalonique, dont la structure
basique en carbone est caractérisée par la présence de deux ou plusieurs unités isopréne. Les
terpénoides, y compris les sesquiterpénes et les diterpénes, sont les principaux composants du
bois d'agar. L'extrait d'EtOH de l'agarwood a €té isolé et, par conséquent, un total de 34
nouveaux sesquiterpenes, dans lesquels neuf ont été identifiés a partir du "Qi-Nan"(Yang et al.,
2014 , Yang et al., 2016) . De plus, de nombreux nouveaux terpénoides ont également été
trouvés dans d'autres parties du genre Aquilaria. (Peng et al., 2011) ont isolé un nouveau
sesquiterpéne dégradé, nommé aquilarine B a partir de I'extrait EtOH de la tige fraiche (A.
sinensis) (Korinek et al., 2016 , Wagh et al., 2017)

2.3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont constitués d'un grand groupe de composés polyphénoliques a
structure benzo-y-pyrone, omniprésents dans les plantes, sans exception pour le genre

Agquilaria. Deux nouvelles flavones ont été obtenues a partir de la fraction EtOAc de I'écorce
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de la tige (A. sinensis) (Wang et al., 2015). Six autres nouveaux flavonoides ont été isolés des
feuilles d'A. sinensis (Yang et al., 2012, Qi et al., 2009).

3.Utilisation thérapeutique

Le bois d'agar a éteé utilisé a des fins medicinales depuis des milliers d'années dans
ayurvédique, tibétaine, et la pleurésie (Persoon., 2007). Il est prescrit dans la médecine
traditionnelle asiatique de promouvoir la circulation du qi , soulager la douleur, en particulier
pris pendant la grossesse, aprés l'accouchement et pour les maladies des organes génitaux
féminins, vomissements, arrestation par le réchauffement de I'estomac, et pour soulager
I'asthme. Le bois d'agar en poudre est prescrit dans la médecine chinoise et est également utilisé
dans la production de teintures pharmaceutiques (Adelina et al., 2004). La plante est utilisée
comme stimulant, diurétique, pour traiter la variole, le rhumatisme, spasmes surtout dans les
systémes respiratoire et digestif, douleur abdominale, les coliques, la congestion thoracique, la
diarrhée, des nausées, le hoquet, des nerfs et la régurgitation. Elle est aussi signalée a posseder
une activité anticancéreuse remarquable. En Egypte, I'Arabie de Saaudite et tout au long de la
partie nordest du Bangladesh, du bois d'agar est décrit comme un stimulant, tonique cardiaque
et carminatif (Tabin et al., 2014). Il est aussi brdlé pour produire un aréme agréable, et sont
utilisés a des fins religieuses par les musulmans, les Bouddhistes et les Hindous (Tabin et al.,
2014). Il est rapé en Malaisie a utilisé a des fins cosmeétiques (Lumpur., 2006). L'utilisation de
I'écorce du bois d'agar en tant qu'écriture matériau a également été largement documentés et du
bois d'agar est utilisé pour chroniques des livres religieux importante et sacrée. Ce bois est
généralement trop clair et fibreux a étre convenable pour meubles, de la construction ou méme
la sculpture pour produire des statues et objets religieux a Taiwan. Poudre de bois d'agar est
connu pour étre saupoudré sur les vétements et la peau en tant qu'insectifuge efficace contre les

puces et les poux (Adelina et al., 2004).
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L'objectif de ce travail est d’évalué les effets toxiques du plomb chez des rattes gestantes
de la souche Wistar et étudié I’efficacité de systémes thérapeutiques basé sur un supplément
de sélénium , Se nanoparticule synthétisé biologiquement et la phytothérapie par 1’Aquilaria
malaccesis pendant 20 jours dans laboratoire du recherche de faculté de science de nature et vie
université EI-chahid HAMMA LAKHDAR .Nous allons pour cela mis au point sur le dosage
des parametres biochimiques sanguins et hématologique ainsi que 1’évaluation des parameétres

du stress oxydant tissulaire.

I. Matériels
1. Matériels végétal

La plante utilisée dans ce travail est I'écore de tronc d'Aquilaria malaccensis (figure 11),
est largement répandu et a été trouvé dans 10 pays d'Asie du Sud et du Sud-Est , a savoir le
Bangladesh, le Bhoutan, I'Inde, I'Indonesie, la Malaisie, Myanmar, les Philippines, Singapour
et la Thailande (Oldfield et Mackinven, 1998). qui a été acheté du marche local, lavé plusieurs
fois, séché a l'air pendant 48-92 h et broyer avec un mixeur jusqu’a ’obtention d’une poudre
fine. La poudre d'Aquilaria est conservée a la température ambiante dans des contenants

hermétiques a I’abri de la lumiére vive jusqu'a le début de I’expérimentation.

Figure 11 : Ecorce de tronc de I’Aquilaria malaccensis Lam (photo originale).
2. Matrieles biologiques

2.1. Condition d'élevage
Notre étude a été réalisé sur vingt-cing (25) rattes de type Wistar Albinos en méme ages

avec bonnes états physiologiques, provenant de I’institut Pasteur d’Alger. Les animaux sont
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élevés au niveau de l'animalerie de la faculté de sciences de la nature et de la vie a l'université
Echahid Hamma Lakhdar EIl Oued. IIs ont été soumis a une période d’adaptation aux conditions
de I’animalerie, un mois d’environ, a une température de 18+0.18 °C et une photopériode de 12

h/24 h. Les rattes sont logées dans des cages en plastique.

Les animaux ont été nourris par un régime alimentaire dont nous avons préparé selon

Southon et al, (1984) (tableau 4), et recevant I'eau distillée.

Tableau 04: Composition de régime standard (Southon et al., 1984).

Matieres premiéeres Quantité (g/kg) Pourcentage (%)

Mais 326 32.6

Cellulose 326 32.6

Protéine (soja) 168 16.8
Saccharose 80 8
Minéraux 20 2
Vitamine 20 2
Huile 60 6

2.2. Sacrifice et préléevement de sang et des organes

Les rattes sont anesthésiées par chloroforme (94%) apres 16h de je(ne et sont sacrifiés (par
décapitation). Le prélevement sanguin s'effectue le moment de sacrifice des rattes dans des
tubes EDTA pour le FNS et tubes sec pour les analyses biochimiques. La glycémie est mesurée
par le glucométre pour chaque ratte. Apres, centrifugation le sang a 3000 tours/minute pendant
15 minutes. Le sérum obtenu est conservé a une température de -20°C jusqu’au moment des
analyses biochimiques (l'urée, acide urique, triglycéride, cholestérol, TGO, TGP). Le foie, reins
et cceur sont soigneusement prélevés, rincés avec NaCl, ensuite pesés. Les homogénats des
organes sont préparés pour le dosage des parametres du stress oxydatif (Malondialdéhyde,

glutathion, glutathion S-transférase et SOD) .
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3. Reéactifs et produits utilisés

Chlorure d'hydrogene (HCI), méthanol, chloroforme, réactif de Mayer, réactif de Wagner,
FeClI3, acide sulfirique (H2SO4), liqueur de Fehling, Folin-Ciocalteu (FCR), carbonate de
sodium (Na2CO3), acide gallique, Tris, chlorure de sodium (NaCl), ammoniac, acide nitrique
(HNO3) , acide salicylique, bleu de Coomassie, sérum bovin albumine (BSA), acide
trichloroacétique (TCA), acide thiobarbiturique (TBA), Butylhydroxytoluéne (BHT), peroxyde
d'hydrogene (H202), tampon phosphate (KH2PO4),acide salicylique, 5,5’dithiodis-2-
nitrobenzoique (DTNB), GSH, 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne(CDNB).
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Il. Méthodes
1. Méthode de préparation de I'extrait aqueux

Pour préparer un extrait on a utilisé 25g de la plante seche d” A. malaccensis avec 250
ml d'eau distillée a été bouillit a feu doux pendant 2h dans plaque chauffante (50 °c) avec
I'agitation. Apres macérés a température ambiante pendant 24h, puis filtré, le filtrat a ensuite
été évapores a l'aide d'un évaporateur rotatif dans la température 60 °c (Majhenic et al., 2007).

25¢ de plante séche r\{\ 250 ml d'eau distillée

Bouillir a feu doux pendant 2h

N
Maceration a température

N/
Filtration

!

Evaporé le filtrat 60 °c

Figure : Protocole de préparation de I'extrait aqueux de la plante.

2. Traitement des animaux

Apreés la période d’adaptation, les rattes ont été répartis en cinq groupes (n=5) , les rattes ont
été traités comme suit :

Groupe 1 (T): Rattes gestantes saines traité par I'aeu distillé (témoin).

Groupe 2 (Pb): Rattes gestantes contaminées par lI'acétate de plomb durant 20 jours.
Groupe 3 (Pb+SeNPs): Rattes gestantes contaminées par l'acétate de plomb durant 20 jours
et traité par le nanoparticule de sélénium pendant 10 jours.

Groupe 4 (Pb+AqQ): Rattes gestantes contaminées par l'acétate de plomb durant 20 jours et

traité par A.malaccensis pendant 10 jours.
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Groupe 5 (Pb+Se): Rattes gestantes contaminées par l'acétate de plomb durant 20 jours et
traité par le sélénium pendant 10 jours.

L'acétate de plomb a été solubilisé dans I'eau de boisson a raison de 100 mg/Kg de poids
corporel. Le traitement par la plante a été fait a raison de 1% du régime alimentaire (Derouiche
et al., 2017). Mais pour le Se et le SeNPs a été fait selon notre étude expérimentale

3. L'analyse phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés de la plante en milieu
aqueux par des techniques de caractérisation qualitatives, selon les méthodes de (Evans, 2009;
Harborne, 1998; Wadood et al., 2013).

+ Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI et ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube
et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc

ou brun, respectivement révele la présence d’alcaloides.
¢ Les substances polyphénoliques
v  Tannins

Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution
Aqueuse de FeCl3 a 2%, la présence des tanins est indiqué par une coloration verdatre ou

bleu- noiratre.
v’ Flavonoides

Ajouter dans un tube a essai, 5ml d'extrait a tester, 5ml ammoniac dilué et 1ml H2SO4.

L'apparition d'une coloration jaune prouve la présence des flavonoides.
¢ Saponines (Test de mousse)

Dans un tube a essali, introduire 5ml de I'extrait a analyser, mélangé avec 5 ml d'eau
distillée dans un tube a essai et on a agité vigoureusement. La formation d'une mousse de

sable a été prise comme une indication de la présence de saponine.
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4 Sucres réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter liqueur de Fehling (1ml réactif A et 1ml réactif B), a
I’extrait a analyser et incuber 1’ensemble dans un bain marie bouillant. L ’apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des sucres réducteurs
¢ Terpénoides (Test de Slakowski)

Dans un tube a essai, ajouter a 5ml d'extrait de plante, 2ml de chloroforme et 3ml d’acide
sulfurique concentré. La formation d’un couleur brun rougeatre indique la présence des

terpénoides.

4. Méthode de dosage des polyphénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisee par le
protocole de (Slinkard et al.,1974).. 200 uL d'extrait végétal dilué est mélangé, la solution a été
introduite a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de I’addition de 1ml du
réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) dilué¢ 10 fois dans I’eau distillée. Apres 4 minutes, 800 pl de
carbonate de sodium (Na2CO3) a concentration de 7.5g/l ont été ajoutées, les solutions ainsi
obtenues ont été secouées immédiatement et sont maintenues a 1’obscurité pendant 2h a
température ambiante. L’absorbance a été déterminée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotometre
UV-VIS .Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de différentes concentrations (50 - 100 - 150 - 200ug/ml), réalisée par la méme procédure du
dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en milligramme d'acide gallique par gramme d'extrait

sec (mg d'EAG/g). Toutes les mesures sont répétées 3 fois .

5. Dosage de I'activité antioxydant in vitro

L'activité antioxydante in vitro a été évaluée en mesurant le pouvoir piégeur du radical
DPPH (1,1-diphényl-2-picryhydrazyle) selon la méthode décrite par Burits et Bucar (2000), ou
3ml de différentes concentrations (1,2,5,10,15,25,35,50,60 et 70 pg/ml) d'échantillons d'A.
malaccensis . ont été ajoutés a 75 ul de solution méthanolique de DPPH (1,3 mg / ml). Les
mesures d'absorbance ont été lues a 517 nm apres 30 min de temps d'incubation a température
ambiante (Al). L'absorbance d'un échantillon blanc contenant la méme quantité de méthanol et
de solution de DPPH a servi de témoin négatif (A0). Le pourcentage d'inhibition [(A0-Al / AQ)

x 100] a été porté en fonction de la teneur en phénol et la CI50 a été déterminée.

6. Méthode de synthése vertes des nanoparticules de sélénium
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Pour la synthése des nanoparticules d'oxyde de sélénium, 50 ml de solution dihydratée
acétate de sélénium (0,5 M) ont été préparés avec de I'eau distillée. 1 ml d'extrait aqueux de
I’ecorce de tronc de I’A.malaccensis a éte introduit dans la solution ci-dessus aprés 10 minutes
d'agitation. Pour maintenir le pH a 12, on a utilisé de I'hydroxyde de sodium 2,0 mol-dm-3, ce
qui a donné une solution aqueuse blanc pale (annexes). Celui-ci a ensuite été placé dans un
agitateur magnétique pendant 2 heures ( Dhuha et al., 2018). Le précipité blanc pale a ensuite
été enlevé et lavé encore avec de l'eau distillée suivie d'éthanol pour se débarrasser des
impuretés. Puis une poudre blanc pale de nanoparticules d'oxyde de sélénium a été obtenue

aprées séchage au 60°C au four pendant la nuit (annexes). (Anand et Jayalakshmy 2015).

7. Méthode de dosage de plomb tissulaire

La calcination séche de foie s'effectue dans un four a moufle en augmentant la
température par palier successif jusqu'a 600°C pendant 6h dans le but d'éviter les inflammations
brutales de I'échantillon et qui provoquerait des pertes.

Les cendres obtenues sont dissoutes par une attaque de 3ml d'acide nitrique pur (HNO3)
en chauffant Iégerement sur une plaque chauffante. Le liquide obtenu est filtré sur du papier
filtre dans une fiole de 20 ml et complété a son volume final avec I'eau déminéralisé. Pour le
dosage de plomb en utilisant un spectrophotomeétre d’absorption atomique (Shimadzu AA-
6200; Somerset, New Jersey, USA) .

¢ Expression des résultats:

Les teneurs en Pb dans les tissus sont déterminés en pg/g selon I'équation suivante:

C(ug/g) =Cs «V/PEx (Fd)

C : concentration finale en Pb.

Cs : Concentration en Pb dans la solution en mg/I.

V: volume de l'acide nitrique utilisée dans chaque cendre.

Fd : facteur de dilution.

PE : Prise d'essai en g ( poids frais) de I'échantillon

8. Dosage des parametres hematologiques

Les parametres hématologiques sont déterminés par la méthode de Coulter en utilisant
I’autoanalyseur d'hématologies de type Medonic spécifique de I'FNS (formule de numération

sanguine).
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9. Dosage des parameétres Biochimique

Les taux d’urée, acide urique , triglycérides, cholestérol, activité de TGO et TGP dans le
sérum ont été déterminés a l'aide du kit commercial de BIOLABO France (réf:, urée-92032,
acide urique-80351, Triglyceride-80019 , cholestérole-90206, TGO-80025, TGP-80027).

10. Dosage de glycogene et des parametres de stress oxydatif

10.1. Préparation de ’homogénats des organes

Un gramme de tissu (foie, reins et coeur) de chaque ratte des différents groupes étudies,
a été utilisé. Apres broyage et homogeénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl
150m M, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (3000
trous/min, 15 min), puis le surnageant (homogénat) obtenu est conservés a -20°C en attendant
d’effectuer le dosages de glycogéne et des parameétres du stress oxydatif.

10.2. Dosage de glycogene hépatique

Le dosage de glycogéne dans le foie est realisé selon la méthode colorimétrique de
I’anthrone-acide sulfurique .on ajout 1ml de réactif d’anthrone a 25ul de I’échantillon
(homogénat de foie) puis le mélange est mis dans un bain-marie a 80°c pendant 10 min. Une
coloration verte se développe dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des glucides
présente dans I’échantillon. Lecture de la densité optique a 620nm contre un blanc réactif
contenant de I’eau distillé. La valeur de I’absorbance est calculé puis convertie en équivalent
de concentration des glucides a I’aide d’une courbe d’étalonnage établie avec du glucose (0.01-

0.1mg/ml), dans les mémé conditions expérimentales (Jean,M.V., et Marie , F. S.1975).

10.3. Méthode de dosage des protéines tissulaires
¢ Principe

Les protéines tissulaires a eété déterminés suivant une méthode colorimétrique par un
spectrophotometre de type SHIMATZU en utilisant de bleu de comassie comme réactif qui
est réagi avec les groupement amines- NH2 des protéines pour former un complexe de couleur
bleu (I’apparition de bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond

a la concentration des protéines) I’absorption est mesuré a595nm (Bradford;1976).
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10.4. Dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires :

¢ Principe

Le principe de ce dosage est base sur la condensation de MDA en milieu acide et & 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 par spectrophotométrie
d’absorption a 532nm (Yagi., 1976).

¢ Réactif

20g de I’acide trichloroacétique (TCA); 375 mg de acide thiobarbiturique (TBA); 0,019
de Butyl hydroxy toluéne (BHT); 25 ml de Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1N et 50 ml d'eau
distillée ont été introduit dans un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un
bain Marie jusqu'a dissolution compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et
complété le volume par I'eau distillée jusqu'au trait de jauge.

¢ Mode opératoire

Prélever 100ul d'échantillon (homogenat) et 400ul de réactif TBA dans les tubes a essai
en verre et a vis, et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant
15 minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formes lors de la réaction. Aprés centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532nm a l'aide d'un
spectrophotometre.

¢ Expression des résultats

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction

moléculaire du MDA (& = 1,53 105 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en umol/I.

(Do échontillon/1.53 x 10”5)
mg de prot

MDA (umol/mg de prot) =

10.5. Dosage des glutathion réduit (GSH)

¢ Principe
Le complexe formé entre le GSH et I’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), ce
qui libére I’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel présente une absorbance a 412nm
(Weckbercker et Cory., 1988).
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¢ Mode opératoire
Mélanger avec I’agitateur 0.8 ml de solution homogene et 0.2ml de I'acide salicylique
0.25%) et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min pendant
5 minutes. Puis, prélever 0.5ml de surnagent, ajouter le 1ml de solution tampon tris avec NaCl
solution 1 avec 0.025ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3. Laisser le mélange 5min de
température de chambre puis lire I'absorbance avec spectrophotométre d'absorption
moléculairea 412 nm contre le blanc (eau distillé).

¢ Expression des résultats
On calcule la concentration du GSH exprimée en nanomoles par milligramme

deprotéines (nmol/mg prot) selon la formule suivante :

DO x 1 X% 1.525
13133 X 0.8 X 0.5 X mg de prot

GSH(nM /mg de prot) =
10.6. Dosage de I’activité de glutathion-S-transférase (GSTS)

¢ Principe
L’activité de la GSTs a été mesurée par Spectrophotometrie en se basant sur la cinétique

de formation d'un complexe entre un substrat des GST: le 1-chloro-2-4-dinitrobenzéne
(CDNB), et le glutathion (GSH). Le complexe formé peut étre visualisé par une augmentation
de la densité optique a une longueur d’onde de 340 nm.

¢ Mode opératoire

La meéthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de (Habig et
al.,1974).; celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans I’homogénat sur un mélange
(GSH + CDNB) a une température de 37°C et a un pH de 6,5. La variation de la densité
optique, due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5

minutes a une longueur d’onde de 340 nm.

Réactifs Blanc(ul) Essai(ul)
Tampon pho:;h:ttz(O.lM) 850 830
CDNB(0.02M) 50 50
GSH(0.1M) 100 100
Homogenate - 20
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¢ Expression des résultats
L’activité de la GSTs exprimée en nano-moles de CDNB par minute par milligramme de

protéines (nmol CDNB/min/mg prot) selon la formule suivante :

DO échant/min — DO blanc/min

GSTs(nM/min/mg de prot) = 9.6 x mg de prot

GSTs: glutathion S-transférase.

Do échant/min: Densité optique de I’échantillon /min.

Do blanc /min: Densité optique du blanc /min.

9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM-1. Cm-1

10.7. Dosage de I’activité de superoxyde dismutase (SOD)
¢ Principe

La méthode de dosage de I’activité SOD a I’aide de NBT par 1’anion superoxyde est
utilisé comme base de détection de la présence de SOD selon la méthode de ( Beauchampet
Fridovich,1978).

¢ Mode opératoire

Prélever dans des Blanc Echantillon Concentration dans le
tubes (al’obscurité) (tube 40 llumine) | milieu réactionnel
EDTA-MET(ul) 1000 1000 0.1mM EDTA
Tampon phosphate (ul) 892.2 - 13 mM Met
Echantillon (ul) 0 50 -
Tampon phosphate (ul) 1000 1800 50 mM
NBT (ul) 85.2 85.2 75
Riboflavine (ul) 22.6 50 0.5 mM

10.8. Activité antioxydant totale (Test FRAP)

On ajoute 500 pl de I’échantillon (sérum) & 1.25ml de solution tampon phosphate
(0.2M) pH 6.6 puisl.25ml de potassium ferricyanure et Incuber 20 min dans un Bain marie a
50°c. Puis on ajout 1.25ml de la solution aqueuse TCA(10%) pour stopper la réaction. Puis

centrifuger & 3000 rpm/10min, en prend 1.25ml de surnageant et 1.25 ml de 1’eau distillée et
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250 wl fecl3(0.1%) puis ajouté pour faire colorer fe2+ (fer ferreux) par bleu-vert . On a fait la
lecture a par spectrophotometre uv-vis a 7000nm contre I’eau distillé ( Oyaizu, M. (1986)).
Le pouvoir réducteur ( %) = [(A0-Al / A0) x 100]

-Al: densité optique de 1’échantillon
-A0: semblablement préparer ,en remplagant 1’échantillon par 1’eau distillé
11. Méthode d'analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + Ecartype moyen. L’analyse
des données a été effectuée par application du test T de Student, qui est basé sur la comparaison
entre deux moyennes, en utilisant le logiciel MINITAB (Version 18Fr) et EXCEL (Version

2016) qui nous aide pour faire les histogrammes.
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Chapitre 11 Résultats

1. Etude phytochimique et dosage de polyphénol

Tableau 05: Tests phytochimiques de I'extrait aqueux d'A.malaccensis

Composés Réactifs A. malaccensis
Flavonoides H2S0O4 +
Tannins FeCI3 -
Alcaloides Mayer +
Saponines Test de mousse +
Terpénoides Test de Slakowski +
Sucres réducteurs Liqueur de Fehling +

- :absent ,+ :présent.

Tableau 06 : Contenu en polyphénols de I'extrait aqueux d'A. malaccensis

Plante Polyphénols mg EAG g-1

A. malaccensis 540.0+10.8

2. Activité antioxydant (Test DPPH)

Les résultats de l'activité de balayage radicalaire des extraits et de I'étalon (Vit C) ont été
présentés dans (Figure 12) nous avons observé la valeur de la IC 50 de Vit C (IC 50=18.40
mg/ml) est inferieur que la valeur 1C 50 d'extrait aqueux d'Aquilaria malaccensis (IC 50 =
39.17mg/ml). les résultats indiquent que I'extraits d'Aquilaria malaccensis a un potentiel réduit

avec une activité de balayage radicalaire.

45
40
35
30
25
20
15
10
5
0 =
Extrait Vit C

IC50 (ng/ml)

Figure 12 :Les valeurs IC 50 (test DPPH) d'extrait aqueux d'Aquilaria malaccensis et
Vit C.
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3. Analyse chromatographique ( HPLC)

3.1. HPLC de polyphénols
Le chromatogramme de lI'analyse HPLC (Figure 13) montre que l'extrait aqueux d'Aquilaria
malaccensis est riche en polyphénols en différentes quantités et que I'Apigénine, I'Epicatéchine

et la Naringénine ont la substance principale parmi ces constituants d' A. malaccensis.

— Apigenine

|| Eplatechine
: Naringenin

Figure 13: Chromatogramme du polyphénol pour I'extrait aqueux d'Aquilaria

malaccensis
3.2. HPLC des flavonoides

Les résultats de l'analyse chromatographique par HPLC montrent que I'extrait aqueux
d'’Aquilaria malaccensis est riche en flavonoides en différentes quantités et que Quercetin,

Kampferol et Rutin constituent la substance majoritaire pour A. malaccensis (Figure 14).

Quercetin
* Kampferol

. Rutin

Figure 14 : Chromatogramme des flavonoides pour l'extrait aqueux d'Aquilaria

malaccensis .
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4. Etude de poids relative des organes et le statut de plomb tissulaire

v' Etude du poids relatif des organes

Les figure 15 montre aucun variation de poids relative au niveau de foie, cceur ,rein
chez le groupe contaminé par le plomb comparé au groupe témoin.

En revanche le traitement par SeNPs en remarque une diminution au niveau de rein mais
aucune variation au niveau de foie ,cceur chez les rattes comparé au Pb . Le traitement par A.
malaccensis on remarque une diminution au niveau de cceur, rein mais aucune variation au
niveau foie comparé au groupe Pb .le traitement par le sélénium induit une diminution au

niveau de rein mais aucune variation au niveau de foie et rein comparé au groupe Pb.
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Figure 15 : Variation du Poids relatif de foie, reins et cceur chez le groupe témoin et les

groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T): * p< 0.05 ;** p< 0.01; *** p< 0.001, avec
groupe traités par pb : a p<0.05; b p < 0.01; c p< 0.001, n= 5 rattes.
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v' Etude de la Concentration tissulaire du plomb

la figure 16 montre aucune augmentation significative de la concentration de plomb
dans le foie (p<0.05) chez les rattes contaminée par plomb par rapport les rattes témoins . le
traitement par le SeNPs et Se on n'a signalé aucune effet de la concentration de plomb dans le
foie chez les rattes comparé au groupe Pb. En revanche le traitement par A. malaccensis on
remarque une diminution significative de concentration de plomb de foie (p<0.05) chez les

rattes comparé au groupe Pb .

0.25
0.2 N o
0.15 T

0.1

T |
0.05 J J
N

Pb hepatique (ng/g foie )

Figure 16: Variation de la concentration hépatique du plomb chez le groupe témoin et

les groupes expérimentaux. Comparaison avec lot témoin (T) : ** p< 0.01; *** p< 0.001,
Comparaison avec lot Pb : a p<0.05; b p < 0.01; ¢ p< 0.001. n= 5 rattes.

5. Etude des parameétres hématologique et biochimique

v Etude des paramétres hématologiques

Dans les figures 16 montrent que la contamination par 1’acétate de plomb entraine une
diminution tres hautement significative (p<0.001) de taux de nombres de HGB, globules rouges
et globules blancs lorsque en comparent aux rats témoin. Mais on n’a signalé aucune effet

significative de nombres de PLT ,VGM et HCT .
le traitement par le SeNPs induit une diminution significative de nombre de VGM

(p<0.01) , PLT(p<0.001) et une augmentation significative de nombre de HGB (p<0.001),
globules blancs (p<0.01) , globules rouges (p<0.05) en comparent avec les rats exposés par le
plomb . Mais on n’a signalé aucune variation de nombre de HCT.

En revanche le traitement A. malaccensis on remarque une diminution significative de
nombre de PLT (p<0.001) , nombre de VGM (p<0.01) et une augmentation significative de
nombre de HGB, globule rouges ,HCT (p<0.001) et le nombre de globules blancs (p<0.01) en

comparent avec les rattes exposés par le plomb .
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Le traitement par le Se induit une diminution de fagon trés hautement significative de

nombre de VGM , PLT (p<0.001) et on remarque une augmentation significative de nombre

de HGB, globules blancs et rouges (p<0.001), HCT (p<0.01) en comparent avec les rattes

exposes par le plomb.
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Figure 17 : variation de taux de hémoglobine ,de nombre de globule rouges , globules

blancs , VGM , HCT, PLT chez le groupe témoins et les groupes expérimentaux. Comparaison

avec groupe témoin :* p< 0.05 ; ** p< 0.01; *** p< 0.001, avec groupe pb : a p<0.05; b p < 0.01; ¢ p< 0.001, n=

5 rattes.
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v Etude des paramétres biochimiques

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p < 0.001)
de la concentration sérique du TGP et de I'urée ,augmente de fagon significative de (P<0.01) de
cholestérol et une augmentation significative (p < 0.05) de I'acide urique, activité de TGO chez
le lot Pb par rapport au témoin. Mais on n'a signalé aucune variation de la concentration sérique
de triglycérides et de la glycémie.

Par contre chez les lots traité par SeNPs nous remarquons une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de la concentration de cholestérol et TGO et nous remarquons une
diminution significative (p < 0.01) de l'acide urique . n'ont aucun effet significative sur la
concentration de la triglycérides, TGP, urée et de la glycémie

chez les lots traité par A. malaccensis nous remarquons une augmentation significative
(p < 0.05) de la glycémie, diminution trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration de cholestérol, urée , triglycérides, acide urique, TGO et TGP en comparaison
avec le lot plomb respectivement.

Chez les lots traité par Se nous remarquons une diminution trés hautement significative
(p < 0.001) de la concentration de cholestérol, triglycerides, urée et TGO en comparaison avec
le lot plomb respectivement. Mais on n'a signalé aucune variation de la glycémie , de

concentration de acide urique et activité de TGP.
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Figure 18: Variation de la glycémie, concentration sérique d'urée, acide urique,

triglycérides, cholestérol, activité de TGO et TGP chez le groupe témoin et les groupes

expérimentaux. Comparaison avec le groupe témoin: * p < 0.05. Comparaison avec groupe exposé au ph: a p

< 0.05; b p<0.01; ¢ p< 0.001 .n= 5 rattes.
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6. Etude du glycogéne hépatique

Les résultats de figure 19 montrent que la quantité de glycogéne est augmenté de fagon

significative chez le groupe exposé au plomb par rapport au groupe témoin.

e traitement des rattes par A.malaccenis et le Se diminue la quantité de glycogéne hépatique
de fagon significative (p<0.01 et p<0.001) respectivement.

Mais le traitement par le SeNPs n’a aucun effet sur le quantité de glycogéne hépatique.
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Figurel9 : variation de la teneur en glycogéne hepatique chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p < 0.01;*** p < 0.001. Comparaison avec

groupe pb:ap <0.05; b p<0.01; ¢ p<0.001, n=5 ratte.

7. Etude des parameétres de stress oxydant

v’ Etude de la peroxydation lipidique (MDA) et le glutathion réduit (GSH)

Notre résultats illustrés dans les figure 20 et 21 montrent une diminution importante de
la peroxydation lipidique au niveau de foie (p<0.001) et une augmentation importante au niveau
de coeur (p<0.01) chez le lot contaminé par le Pb comparé au lot témoin. Mais aucun effet au
niveau de reins.

Par contre la contamination par le plomb induit une diminution importante de la

concentration de GSH dans foie , coeur (p<<0.001) et reins (p<0.01)par rapport au témoin.

Notre résultat montre aussi que SeNPs induit une diminution significative de la
peroxydation lipidique au niveau rénale et cardiague (p<0.05) .Mais aucun effet au niveau

hépatique et une augmentation significative (p<0.05) de la concentration de GSH rénale. Mais
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ne présente aucune variation sur la concentration de GSH au niveau hépatique et cardiaque
compares au groupe Pb.

Tandis que, le traitement par A.malaccensis provoque une diminution significative de la
peroxydation lipidique au niveau cardiaque (p<0.05). Mais cette plante ne présente aucune
variation de MDA au niveau de foie et reins par rapport au rattes exposé seulement au Plomb.

Tandis que, le traitement par A. malaccensis provoque une augmentation tres hautement
significative (p<0.001) de la concentration de GSH rénale et diminution significative de la
concentration de GSH hépatique (p<0.05) ,cardiaque(p<0.001) comparés au groupe Pb.

Le traitement par le Se induit diminution significative de la peroxydation lipidique au
niveau cardiaque (p<0.01), reins (p<0.05).Mais ce traitement ne présente aucun variation de
MDA au niveau hépatique en comparaison avec le lot Ph.

Tandis que, le traitement par Se provoque une augmentation significative (p<0.05) de la
concentration de GSH rénale et une diminution significative au niveau hépatique
(p<0.05).Mais ne présente aucun variation de concentration de GSH au niveau cardiaque en

comparaison avec le lot Pb.
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Figure 20 : Variation de la peroxydation lipidique au niveau tissulaire chez le groupe

témoin et les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p < 0.01; *** p <
0.001. Comparaison avec groupe pb: a p <0.05; b p <0.01; ¢ p <0.001, n= 5 rattes.
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Figure 21 : Variation de la glutathion réduit (GSH) au niveau tissulaire chez le groupe

témoin etles groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p < 0.01; *** p <
0.001. Comparaison avec groupe pb: a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p < 0.001, n= 5 rattes.
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v' Etude de I'activité de Glutathion S Transférase (GST)

Notre résultats obtenus dans la figure 22 montre une augmentation trés hautement
significative au niveau de rein et foie (p<0.001) chez le groupe exposé au plomb comparé au
groupe témoins.

Notre résultat montre aussi que le traitement par SeNPs induit une diminution tres hautement
significative au niveau de foie (p<0.001) ,et une augmentation significative au niveau de reins
(p<0.05) compareé au groupe exposé au plomb .

Tandis que le traitement par A. malaccensis provoque une diminution significative au niveau
de foie et reins en paralléles (p<0.001, p<0.05) comparé au groupe exposé au plomb .

Le traitement au groupe Se montre une diminution trés hautement significative au niveau de

foie et reins (p<0.001) comparé au groupe expose au plomb.
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Figure 22: Variation de l'activité tissulaire de glutathion S-transférase (GSTs) chez le

groupe témoins et les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin (T): * p <0.05 ; ** p <
0.01; *** p < 0.001. Comparaison avec le groupe témoin traités par pb (P): a p <0.05; b p < 0.01, n= 5 rattes.

v’ Etude de I'activité de la superoxyde dismutase (SOD)
Notre résultat montre dans le figure 23 une diminution tres hautement significative
d'activité de SOD au niveau de rein (p<0.001) , Mais on n'a signalé aucune variation au niveau

de foie et coeur chez le lot contaminé par le plomb comparé au lot témoin.

Notre résultat montre aussi que le traitement par SeNPs une augmentation significative
d'activite¢ de SOD au niveau de coeur (p<0.05) . Mais on n'a signalé aucune effet aux niveaux

des tissus hépatiques et rénales en comparaison avec le lot Pb.
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Le traitement par A. malaccensis on n'a signalé aucune effet aux niveaux des tissus
hépatiques , cardiaque et rénales en comparaison avec le lot Pb.
Le traitement au groupe Se montre une augmentation significative d'activité de SOD au

niveau de cceur et reins (p<0.05) . Mais on n‘a signalé aucune effet aux niveaux des tissus

hépatiques comparé au groupe exposé au plomb.
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Figure 23 : Variation de la superoxyde dismutase (SOD) au niveau tissulaire chez le

groupe témoin etles groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p <
0.01;*** p < 0.001. comparaison avec groupe pb: a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p < 0.001, n= 5 rattes.
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v’ Etude de P’activité antioxydant totale (test FRAP)

Notre résultats obtenus dans la figure 24 montre une augmentation significative de FRAP

(p<0.05) chez le groupe contaminé par plomb comparé au groupe témoins.

Les résultats montre que chez le groupe traité par SeNPs on n'a signalé aucun effet

comparé au groupe expose au plomb.

Tandis que, le traitement par A.malaccensis provoque une diminution trés hautement

significative (p<0.001) comparé au groupe exposé au plomb. Le traitement par Se montre aucun

effet comparé au groupe exposé au plomb.
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Figure24 : Variation de l'activite antioxidante totale (FRAP) chez le groupe témoin et

les groupes expérimentaux. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p < 0.01;*** p < 0.001.
Comparaison avec groupe ph: a p <0.05; b p <0.01; ¢ p <0.001, n=5 rattes
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Discussion

L’objectif de la présente travail est d’étudier 1’efficacité de la phytothérapie a base de
I’Aquilaria malaccensis et de la biothérapie a base de supplément de Sélénium et son forme
nano SeNPs contre des perturbation métabolique et physiologique induit par le plomb au cours
de gestation chez les rattes Wistar. Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent
au premier plan, car I’efficacité des médicaments décroit avec le temps ce qui oriente les
chercheurs scientifiques a faire des études approfondies sur la composition chimique de la
plante en métabolites secondaires et leurs actions thérapeutiques (Laight et al., 2010). Pour cela
on a choisi I'Aquilaria malaccensis comme modele de phytothérapie qui est largement utilisé
dans la médecine traditionnelle Algérienne. d’autre part, des études récentes montrent que les
nano-composés pourraient avoir une meilleure efficacité que celle des composés parents
(Kundu et al., 2012). De plus, les composés nanometriques présentent divers avantages
thérapeutiques, notamment de faibles effets secondaire. pour cela on a choisi le sélénium et

son forme nano (SeNPs) comme base de biothérapie contre la toxicité de plomb.
v" Analyse quantitative et qualitative sur I'Aquilaria malaccensis

A partir de notre étude in-vitro, I’analyse quantitative des composé phytochimique de la
plante, Les résultats montrent que notre plante est riche en polyphénols totaux sur le plan
quantitative, ce résultats est en accord avec le résultats de test antioxydant (DPPH) montrant
une activité antioxydant tres importante de I'Aquilaria malaccensis contre les radicaux libres.
les composés phénoliques sont bien connus comme antioxydants et agents piegeurs des
radicaux libres due a la présence de nombreux groupes hydroxyles, qui peuvent réagissent avec
les ERO associés aux dommages oxydatifs (Javanmardi et al 2003) . L’analyse qualitative de
I’extraits aqueux d'Aquilaria malaccensis de la plante a partir de testes phytochimique a révelé
la présence des flavonoides, terpénoides, saponines, alcaloides et des sucres. De plus 1’analyse
de HPLC des composé¢ phénoliques montre que I’extrait aqueux de 1'Aquilaria malaccensis est
riche en polyphénols de type Apigénine, Epicatéchine et la Naringénine.et contiennent des
flavonoides de type Quercetin, Kampferol et Rutinhas. Les métabolites secondaires produits
par cette plante posséde plusieurs activités biologiques intéressantes, et de source de principe
pharmacologique actif contre de plusieurs pathologies (Benarba et Meddah, 2014).
L'Epicatéchine et I'Apigénine, pourraient inverser les modifications épigénétiques de la
prévention des maladies et réguler un certain nombre de processus biologiques ( Li et al., 2016

; Shankar et al., 2016 ; Zhou, Yang et Kong, 2017). D'autre part, la Rutinhas aurait démontré
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des propriétés biologiques bénéfiques, notamment des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et anticancérigenes ( Rawson et Li, 2014 ).

v’ Paramétres de croissances

Concernant le poids relatif des organes, au cours de gestation nous remarquons une
importance hépatomégalie et néphromégalie chez les rattes exposé au plomb. ce résultat est en
accord avec les travaux des Hammond et al., 1980 en remarquant un rapports hépato-corporel
et réno-corporel sont largement augmentés chez des rats gavés d’acétate de plomb, Ces organes

sont des tissus cibles a I’intoxication au plomb, ce qui augmente leur taille (Mestek et al., 1998).

En revanche, le traitement des rattes par A. malaccensis, le sélénium et par le SeNPs a
entrainé une amélioration de poids relatif de rein et de foie aprés I’exposition du plomb chez
des rattes. Nos résultats sont en accord avec 1’étude de Aposhian et al., ( 2000) qui ont montré
que Dl’administration des antioxydants a augmenté I’excrétion biliaire et réduit les
concentrations rénales des métaux lourds, ce qui conduit a la réduction des effets toxiques de
ces substances toxiques. Les SeNP se sont révélés étre un agent prometteur pour vérifier
I'efficacité de la toxicité chronique causée par I'exposition aux métaux lourds. (Prasad et
Selvaraj 2014) .

Aussi, ’effet protecteur de A. malaccensis pourrait étre dii aux présences des composeés
anti-inflammatoires comme les flavonoides, les acides phénoliques et les terpénoides qui peut

réduire la toxiciteé sur ces organes cible par le plomb (Keerthi, 2014) (Miguel, 2010).
v'Analyse de plomb tissulaire

Les résultats de l'analyse tissulaire de la bioaccumulation métallique, les résultats
obtenus montrent une augmentation tres importante du niveau de Pb dans le foie au cours de
gestation ce qui refléter sur la fixation de ce métal sur ces tissus cibles. Le foie constitue un
cible important du plomb. Ce dernier possede une grande affinité pour les groupements thiols
protéiques des membranes cellulaires hépatiques, ce qui conduit a des lyses et nécroses
hépatiques . Par contre, le traitement par I’A. malaccensis a permis de réduire le taux du plomb
dans le foie. Ce résultats est en accord avec I’étude de Derouiche et al., (2019) en montrant un
effet chélateur de I’ A malaccensis contre le plomb au niveau hépatique chez les rattes. En effet,
cette réduction de plomb ¢a signifie que cette plante possede des effets protecteurs et un agent
bénéfique contre la bioaccumulation du plomb méme au cours de 1’état de gestation des rattes

et donc peut considérer comme un agents chélateurs de Pb. Mais d’autre part notre résultats
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n’indique aucun effet de sélénium ou nano sélénium sur le taux de Pb ce qui conclus que d’apres
les résultats ci-dessus que ces élément agissent contre les dégat tissulaire induit par le Pb mais

pas sur le niveau de plomb elle-méme.
v Parameétres hématologiques

Nos résultat montrent des modifications importantes des paramétres hématologiques
chez des rattes gestantes exposé a I’acétate de plomb. Globalement, il semble que l'effet de
plomb a entrainé une diminution de la HB, globule rouges et HCT ce qui signifier une
hématotoxicité révéler par une anémie dues a la toxicité des cellules sanguines et  Ces résultats
sont en accord avec I’étude de Alain et al., (2015) Ces changements pourraient étre attribués
a l'effet toxique du plomb sur les cellules du sang ou il fait un interaction avec certaines
réactions ou le calcium est un médiateur secondaire, ce qui provoquer I’inhibition d'un certain
nombre d’enzyme comme l'acide aminolévulinique déshydratase, joue un role clé dans la
biosynthése de 'héme nécessaire pour la formation de ’hémoglobine ( Klaassen CD. Casarett
and Doull’s Toxicology: The Basic Science of Poisons, 6th edn. , New York: McGraw-Hill
Medical Publishing Division, 2001. pp. 812-41.) d’autre part, la réduction des valeurs
hématologiques pourrait étre attribuée aussi a la fixation du plomb aux GR, qui augmentent la
fragilité des membranes et donc la destruction des GR (Rous et al., 2000) En revanche, la
carence en fer induite par le plomb par inhibition compétitive est une cause avérée d'anemie
(Ra Goyer 1993). Par ailleurs, le traitement des rattes gestantes exposé au plomb par les
différentes systémes thérapeutique (A . malaccensis, Se et SeNPs) a amélioré significativement
les parameétres hématologiques. En effet, dans notre étude, un effet protecteur de A. malaccensis
a été signalé contre I’hématotoxicité ce qui indiquer que cette plante peut étre protége contre
I’anémie au cours de gestation induit par le plomb chez les rattes, ce qui est en accord avec
1’étude de Derouiche et al., 2018 le sélénium protege contre 'némolyse des érythrocytes et peut
donc étre pertinent pour le taux d'hémoglobine (Rotruck et al., 1972) Cependant, nos
constatations n'appuient pas le réle du sélénium dans le maintien des concentrations
d’hémoglobine et dans la prévention de I'anémie. Le SeNPs est un agent chimio-préventeur a
effet mobile et de petite taille (Peng et al., 2007). Ces résultats montrent I'importance d'utiliser
des nano particules de nano-Se de taille inférieure a 100 nm pour ’obtention d’une meilleure

valeurs hématologique (John wiley and Sons).

Concernant les globules blanc et les plaquettes au cours de gestation des rattes, en
remarque une diminution significative de GB et une augmentation significative de PLT cette

étude est en accord avec 1’étude de Orji et al. 2016. Les cellules leuco défensives de l'organisme,
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globules blancs (GB), qui protégent l'organisme contre le stress environnemental. Le nombre
total de leucocytes par millimétre cube (TLC) est une caractéristique diagnostique de
nombreuses maladies. La numération leucocytaire totale a diminué de fagon significative dans
tous les groupes auxquels on a administré de I'acétate de plomb par rapport au le contréle. Ceci
peut étre le résultat de l'inactivation du systeme immunitaire en présence d'acétate de plomb
(Akah et al 2009) Ces faibles valeurs de WBC sont liées a I'action toxique du plomb qui peut
induire une leucopénie et une thrombocytopénie ( Neuwinger, H.D., 2000.) . En revanche le
traitement par le sélénium et le SeNPs nano sélénium a augmenté de fagon significative le
nombre de lymphocytes, Les résultats concordent avec ceux de Fu-xiang et ses collaborateurs
(2008) qui ont rapporté que lorsque les lymphocytes enrichis en nano-suppléments augmentent,
cela peut étre di a une immunité cellulaire accrue (Mohapatra et al., 2014). Le sélénium
augmente lI'immunité et a un role a jouer dans inflammation , le sélénium a un effet en
augmentant la production d'anticorps amplifiant ainsi I'effet leur synthése ceci en réponse a
une stimulation antigénique (Desowits et Barnwell 1980). Concernant A. malaccensis, la
présence de I'Epicatéchine et I'Apigénine, en abondance dans l'extrait, pourraient inverser les
modifications épigenétiques de la prévention des maladies et réguler un certain nombre de
processus biologiques dont le systeme immunitaire ( Li et al., 2016 ; Shankar et al., 2016 ;
Zhou, Yang et Kong, 2017). D'autre part, la Rutinhas aurait démontré des propriétés
biologiques benéfiques, notamment des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti
cancérigeénes ce qui peut protéger les cellules immunitaire contre I’attaque radicalaire induit par

le plomb ( Rawson et Li, 2014 ).

v" Marqueur biochimiques

Les résultats obtenus d’aprés notre étude montrent une perturbation métabolique
caractérisé par une augmentation significative de cholestérol sérique et de glycogene hépatique
avec une , légére modification de la glycémie et des triglycérides chez des rattes gestantes
intoxiqué par le plomb. Le taux élevé du cholestérol pourraient étre dus soit a une augmentation
de la synthése, soit a une diminution de I'élimination des lipoprotéines. La diminution de
I'élimination peut résulter de l'altération des récepteurs cellulaires de surface des lipoprotéines
(Tarugi et al., 1982) ou de l'inhibition de I'activité lipoprotéique lipasique hépatique (Chajet et
al., 1989). De plus, il a été démontré que le plomb diminue l'activité du cytochrome P-450
(Alvares et al., 1975), ce qui peut limiter la biosynthése des acides biliaires, qui est la voie
d'élimination importante du cholestérol dans le corps. Concernant la glycogene hépatique, de

nombreuses études ont examiné les effets de I'exposition au plomb sur la fonction du systéme
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endocrinien dont le pancreas. (Chen et al., 2009 ).Donc I'exposition au plomb fait altérer la
fonction des flots de Langerhans ce qui perturbe la sécrétion de glucagon, un hormone clé de
métabolisme de glycogene ce qui est responsable probablement de I’augmentation de glycogéne
hépatique observé dans notre étude. Le traitement par /’A. malaccensis, Se et SeNPs, a amélioré
le niveau du cholestérol et de glycogéne chez les rattes. A. malaccensis contient, des
métabolites secondaires possede plusieurs activités biologiques intéressantes et sont de source
de principe pharmacologique actif contre de plusieurs pathologies (Benarba et Meddah, 2014).
De plus A. malaccensis a un effet chélateur de plomb contre son bioaccumulation au niveau
hépatique (Derouiche et al., 2019) ce qui peut influencé sur le niveau de plomb en diminuant
leur effet néfaste sur le foie ce qui permet aussi d’amélioration de systeme métabolique de
cholestérol et d’autre part, le Se et nano-Se influencé de maniere significative sur le
cholestérol . Ces résultats pourraient étre attribués a la lipolyse, qui était élevée sous I’effet de
Se (Oppenheimer et al., 1991). la supplémentation en particules de Se-nano augmente les
niveaux del5-deoxy-A-12, 14-prostaglandin J2 (Touyz et Schiffrin, 2006 ; Vunta et al., 2007),
un récepteur activé par proliférateur-y ligand. L’activation de ce récepteur va diminuer le niveau
de la protéine 2 de liaison aux eléments régulateurs des stérols, ce qui entraine une dépression
du cholestérol (Klopotek et al., 2006). Pour le Se qui est un oligo-élément essentiel, s'est avéré
protecteur contre les maladies cardiovasculaires (Rayman 2000). L’amélioration de niveau de
glycogene par un supplément de selénium cela pourrait étre dd a I'accelération du métabolisme
du glucose et a l'inhibition de la synthése du glucose dans le foie, suggérant une diminution
d'une source d'approvisionnement en précurseurs pour la néoglucogéneése, une diminution du

passage du foie au sang et aux muscles (Lisuka et al 1993).
v Marqueurs de la fonction rénale

Concernant I’effet du plomb sur la fonction rénale les résultats de notre étude montrent
que, en période de gestation l'intoxication de l'acétate de plomb aux rattes a provoqué une
néphrotoxicité. qui révélée par’ augmentation, de maniére significatif des niveaux d'urée et
acide urique sanguin. . Ces résultats sont en accord avec les travaux de Thylambal et Saroja .
qui ont montré que les cellules rénales ne sont plus capables de contrdler le processus
d’excrétion urinaire, car les reins sont parmi les plus sensibles au plomb (Bonsignore et al
1965) Les protéines peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine. Ainsi
ces acides aminés formés peuvent se transformer sous I’action des aminotransferases sériques
en composés carboxyliques tel que I’acide pyruvique (Hammond et al 1980 ) L’augmentation

est due a I’effet direct du plomb sur le métabolisme de 1’acide urique. Selon la seconde, elle est
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la résultante des troubles morphologiques au niveau des néphrons. Organes les plus sensibles
au plomb. (Bonsignore et al 1965) . En revanche le résultat de la phytothérapie montre que le
traitement par I'A. malaccensis a restauré la fonction rénale. L’effet protecteur d'A.
malaccensis a été reflété par la diminution des concentrations sériques de l'urée et I’acide
urique chez les rattes gestantes traitées par ces plantes par rapport aux rattes exposées au plomb,
ceci montrent la capacité de ce plante a protéger contre les dommages rénaux induits par le Pb
au cours de la gestation ce qui protége la rattes et son feetus au moment de gestation. Par ailleur,
le traitement par SeNPs qui est un agent chimiopréventeur a effet mobile et de petite taille
(Peng et al., 2007). Ces résultats montrent I'importance d'utiliser des nano-séparticules de nano-
Se de taille inférieure a 100 nm contre des altération de plomb chez les rattes au cours de la
période de gestation. Un supplément de sélénium améliore la fonction rénale. Ceci pourrait
étre attribué au role efficace dans la rupture de la chaine des réactions radicalaires, car il permet
aux radicaux libres d'extraire un atome d'hydrogéne de la molécule antioxydante plutdt que des
acides gras polyinsaturés, ce qui entraine la formation d'espéces radicalaires relativement peu
réactives pour protéger le tissu rénal des dommages per-oxydants (Ozkan et al., 2013, Al-Attar
AM 2011).

v" Marqueurs de la fonction hépatique

Concernant les résultats de 1’effet de plomb sur la physiologie hépatique, on a illustré une
augmentation significative de I’activité de TGO et TGP chez les rattes gestantes exposées au
plomb. Le foie est le principale organe vulnérable de I’effet de plomb, qui présente une grande
affinité avec les liaisons thiols trouvées sur les membranes cellulaires, les enzymes et les
hormones ce qui induit des changements sur les membranes hépatiques provoquant la sortie de
la TGO dans le sérum (Brady et al., 1991; Patra et al., 2001; Yu et al., 2008). La fuite des
transaminases dans la circulation sanguine peut étre le résultat d'une dysfonction hépatique.
Une augmentation de ces enzymes sériques due au dysfonctionnement hépatique apres
exposition a plusieurs métaux toxiques ((Vaglio et Landriscina (1999) , Ulusoy et Simsek
(2005)). Nos résultats indiquent que l'utilisation de I’A. malaccensis a restauré de fagon
significative l'activité de transaminases comparativement aux rattes gestantes exposés au
plomb, ce qui signifie que ces plantes inhibent les dommages hépatiques causés par le Pb. Ceci
est d0 a la réduction de I'accumulation de radicaux libres et a la protection contre le stress
oxydatif et par les constituants phytochimiques anti-inflammatoires comme les Rutinhas(
Rawson, et Li, 2014 ). capable de réduire les dégat inflammatoire de foie et donc améliorer

I’aspect générale de foie des rattes. Les résultats ont montré aussi, une amélioration du taux de
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transaminases sériques hépatiques par un supplément de Se. Cela pourrait étre dl au niveau
maintenu d'enzymes liées a la membrane et a l'activité des enzymes antioxydantes pres des
niveaux normaux, ce qui souligne leurs effets en tant gu'antioxydants et empéche la fuite
d'enzymes dans la circulation (Talas et al 2008). De plus, les SeNPs possédent une puissante
capacité anti-inflammatoire Ceci explique la capacité des SeNP a d'abroger potentiellement les
mediateurs hépatiques pro-inflammatoires et d'éliminer le risque d'infection par le récupérer

l'organisation structurelle du foie des rats traités(Wang et al., 2014).

v Parametre de stress oxydatif

Les résultats de I’analyse de I’effet de plomb sur des marqueurs de stress oxydatif
montrent que le plomb affect ces marqueurs en augmentant le taux de ’MDA tissulaire, FRAP
sérique et I’activité de GST hépatique et rénale et en diminuant le GSH et le SOD tissulaire
chez des rattes gestantes. Le stress oxydatif a eté suggéré comme un des principaux mécanismes
de toxicité de Pb. Il résulte d’un déséquilibre entre la production des ROS et leur élimination
par les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la progression de plusieurs maladies.
Le plomb peut induire des dommages oxydatif pourrait étre due a l'inhibition de l'acide 5-
aminolévulinique (ALA) déshydratase conduisant a l'accumulation de I'ALA, une source
endogene potentiel de radicaux libres ou due a l'interaction directe de Pb avec les membranes
biologiques, induisant la peroxydation lipidique (Moreira et al., 2001). Par ailleurs au cours la
période de gestation des rattes, le traitement par A. malaccensis a amélioré 1’état de stress
oxydatif par la restauration des paramétres spécifique de cette état. Nos résultats suggerent que
le plante étudiée possédent une activité antioxydante basé sur I’élimination des radicaux libres
et la restauration de la balance oxydants/antioxydants durant la toxicité induite par ce métal. La
présence des polyphénols et des flavonoides dans I'A. malaccensis pourrait étre responsable de
I’activité antioxydante et sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques. De
plus, l'activité des acides phénoliques dépend du nombre et de la position du groupe (-OH) et
groupes (-OCH3) (Chusri et al., 2015), et les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux
libres grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. lls sont également
capables de chélater les ions métalliques (largués a partir de leurs protéines de fixation ou de
transport) (Ghedira, 2005). De plus I’effet antioxydant de la plante peut étre di a la présence de
nombreux composés antioxydants comme les dérivés phénoliques, les terpénoides et les
flavonoides dans A. malaccensis . Les flavonoides sont des métabolites secondaires le plus
importants des plantes modulant la peroxydation lipidique impliqué dans l'athérogenése, la

thrombose et la cancérogenese (Mbaebie et al., 2012). Les groupes phénoliques de polyphénols
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peuvent accepter un électron pour former des radicaux phénoxyles relativement stables, ce qui
perturbe les réactions d'oxydation en chaine des composants cellulaires (Mohan et al., 2014).
Les diterpénes phénoliques ont été montrés a agir comme " antioxydants primaires " en faisant
don d'hydrogéne aux radicaux lipidiques et ralentissant ainsi la peroxydation lipidique
(Grassmann, 2005). Par contre le traitement des rattes gestantes exposé au plomb par le Se ou
par SeNPs a amélioré les niveaux de stress oxydatif tissulaire. Nos résultats suggérent que le
Se étudiée posséde L'effet protecteur dans I'empoisonnement au Pb en réduisant le stress
oxydatif grace aux propriétés antioxydantes (Nataliapawlas et al 2015) Le SeNPs pourrait
empécher l'altération induite par le plomb, et jouent ainsi un réle important dans la prévention
des maladies résultant de la peroxydation lipidique. Cette défense efficace peut retarder
l'oxydation des lipides ou d’autres macromolécules, en neutralisant les radicaux libres,
réduisant ainsi les especes réactives de ’oxygene ou chélatant les ions métalliques (Cook et
Samman, 1996). D’autre part, La séléno-méthionine conduit a la formation de la Se-cystéine a
partir du précurseur par la Se-cystathionine. La Se-cystéine est un constituant pour la formation
de la Se-glutathion. Le Se-glutathion joue un réle actif dans le processus de la neutralisation
des ROS et de I'H202 en association avec le glutathion peroxydase. Le nano-selénium induit
I'expression du glutathion dépendant du sélénium peroxydase par la formation de séléno-
phosphate qui fait partie intégrante du séleno-cystéiyle d’ARNt. La glutathion peroxydase
dépendante du glutathion joue un role central dans le traitement en diminuant le niveau de ROS
a l'intérieur de la cellule ( Sarkar et al.2014). De plus le sélénium augmente l'activité des
enzymes antioxydantes dépendantes du sélénium telles que GPx et TrxR. Ceci peut donc
diminuer la peroxydation des lipides par les radicaux libres, et régénérer le GSH (Gan et al.,
2002).
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Conclusion

Notre travail a été réalisé pour l'objective d’évaluer les effets toxiques du plomb chez
des rattes gestantes de la souche Wistar et d’étudier I’efficacité de la phytothérapie, la
biothérapie et la nano-thérapie contre cette toxicité. A la lumiére des résultats obtenus, on peut

conclure que:

- L'analyse qualitative et quantitative montre que I'Aquilaria malaccensis est une plante riche
en polyphénols et d’autre molécules bioactifs, en leur donnant un effet positif contre plusieurs

pathologies.

- Notre résultats montre que la plante et le SeNPs ont des activité antioxydant ce qui permet

d’utiliser ces deux systémes thérapeutiques contre 1’attaque radicalaire des EOA

- Nos résultats ont montré aussi I'Aquilaria malaccensis baissent la teneur de Plomb au niveau
de foie ce qui illustre I'effet chélateur de cette plante en diminuant le taux de plomb et limitation

son toxicité tissulaire.

- Le traitement par SeNPs , Aquilaria malaccensis et Se induit une importante Amélioration
de certains paramétres ce qui montre I’effet agent chimio-préventeur de SeNPs et leur effet
dans immunité et l'effet protecteur , I’effet deSe dans les paramétres et ’effet  plantes contre
ladysfonction physiologique de plusieurs systemes biologiques en relation avec les parametres

étudiés

- Le traitement par SeNPs, Aquilaria malaccensis et Sélénium induit une importante
restauration des paramétres biochimique et hématologique, ce qui montre 1’effet bénéfique de
ces systemes thérapeutiques contre la dysfonction métabolique et physiologique notamment

dans les reins et le foie associe au toxicité du plomb.

- Le traitement par SeNPs, A. malaccensis et Se diminue I'état de stress oxydant induit par
I’exposition au plomb par une réparation des dommages oxydantes en améliorant le systéme
antioxydant et en diminuant la peroxydation lipidiques au niveau hépatique, rénale et cardiaque
, Ce qui permet d’utiliser ces systéme contre les maladies développer et associe au stress

oxydant .
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Conclusion

Perspective

Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans le future des perspectives

expérimentales qui devraient nous permettre:

- D’étudier I'effet thérapeutique de sélénium nanoparticule contre des autres anomalies
physiologiques et métabolique .

- D’étudier l'effet de sélénium nanoparticule synthétisé a partir des autres plantes

- D’identification et d’extraction des molécules bioactifs responsable de 1’effet

thérapeutique de I’Aquilaria malaccensis .

- D’amélioration de I’effet thérapeutique de sélénium et SeNPs en modifiant la dose et la

voie d’administration.
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Annexe 01: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Annexe 02: Courbe d'étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines
tissulaire.
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Annexe 03: Courbe d'étalonnage de vit C (ug/ml) pour le dosage de dpph.
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Annexe 04: Courbe d'étalonnage d'extrait aqueux d'Aquilaria malaccensis (ug/ml) pour le
dosage de dpph.
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Annexe 05: Courbe d'étalonnage de glucose (0.1mg/ml) pour le dosage des glycogene.

Annexe 06: Synthése verte de SeNPs a partir d'/Aquilaria malaccensis.



