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Résumé

La présente étude a été menée afin de caractériser la composition phytochimiques de 1’extrait

aqueux de tubercules de Bunium mauritanicum L. (telghouda) et d’étudier leur effet protecteur sur la
fonction de la glande thyroidienne et certains paramétres hématologiques, biochimigues et histologiques
chez les rats wistar albino exposés a I’herbicide linuron.
Au laboratoire, le tubercule de la plante Bunium Mauritanicun L. a été utilisé pour la préparation
d’extrait aqueux avec un rendement de 12.995%. In vitro, I’analyse phytochimique de I'extrait a révelé
la présence des alcaloides, des polyphénols, des flavonoides, des composés réducteurs et des terpénoides
et I’absence des stéroides, des tanins et des saponines. Le teneur en polyphénols et en flavonoides était
estimé a 1.14+0.90 pg EAG/mg et 0.2731£0.214 pg EAG/ mg respectivement. L’HPLC a permis
d’identifier 9 composants dans I’extrait aqueux de la plante Bunium mauritanicum L. dont la quercétine
est le composant le plus abondant avec une concentration de 3698.39 ug/mg d’extrait. L’étude de
I’activité antioxydant par le test de piégeage du radical libre DPPH montre un potentiel anti-oxydant
avec un ICso de 0,6 mg/ml de I'extrait aqueux. Les résultats d’inhibition de la dénaturation de BSA par
I’extrait et le standard montre un pourcentage d’inhibition de notre extrait est plus élevé que le standard
(diclofenac sodium). Les résultats de test d’hémolyse induit par la chaleur montrent un effet plus élevé
que le control pour les concentrations (5 et 10 mg /ml). L’étude de pouvoir inhibiteur de I’activité
d’enzyme a-amylase montre que le pourcentage de I’inhibition de I’a-amylase de 1’extrait est faible en
comparons avec le control « acarbose ». Ainsi, notre extrait n’exerce plus d’activité antimicrobienne
contre E. Colli et K. pneumonie.

In Vivo, notre expérimentation a été réalisée chez 15 rats Wistar males ; divisées en 3 lots, un

lot témoin (T), un lot (M1) traité 20 jours par le pesticide linuron (200 mg/kg/jour) et un lot traité 20
jour par le pesticide linuron (200mg/kg/jour) puis 10 jours par I’extrait aqueux (200mg/kg/jour) de
Bunium mauritanicun L.
Les résultats ont montré que le pesticide induit un effet perturbateur sur la glande thyroidienne traduit
par une augmentation hautement significative de la T3 et une augmentation non significative de T4 et
TSH chez les rats traités par le pesticide linuron a une concentration de (200 mg/kg/ jour) pendant 20
jours. Ainsi, I’exposition a linuron a entrainé une augmentation hautement significative de l'urée et une
diminution significative de la créatinine. Donc le pesticide induit un déséquilibre rénal.

Les traitements des rats par I'extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. a une concentration de
(200 mg/kg/jour) aprés 20 jours de traitement avec le pesticide Linuron provoquent une diminution non
significative du niveau de TSH et de T4, une augmentation significative de taux de T3, une augmentation
hautement significative des globules blancs et des hematies par rapport a lot exposé a linuron seul.
L’¢étude histologique de différents tissus réveéle la présence des altérations histologiques

Ces résultats suggerent que 1’extrait aqueux de Bunium mauritanicun L. présente un effet sur
la glande thyroide, le foie, le coeur et les reins .

Mots clés : Bunium Mauritanicun, L. telghouda, pesticide, Linuron, glande thyroide, hormones,

activités biologiques, stress oxydatif.
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Liste des abréviations

ALAT : alanine aminotransferase
ASAT : aspartate aminotransferase

C :Ccur

CL :colloide

CV : congestion vasculaire

HPLC : chromatographie liquide a haute performance
HT : Hormone Thyroidienne.

F :foie

FC : cellule folliculaire

FNS : formule numération sanguin

R :rien

TH : thyroide

MDA : malondialdéhyde

VVPH : veine port hémorragie

V : vacuole

T3 : Tri-iodothyronine

T4 : Tétra-iodothyronine

Tg : Thyroglobulin

TRH: Thyrotropine Releasing Hormone
TRa : Récepteurs des hormones Thyroidiennes o
TRP : Récepteurs des hormones Thyroidiennes 3
%: Percentage

I-: lon iodure

TSH: Thyroid-Stimulating Hormone
TPO: Thyroid peroxidase

HGB: hémoglobine

WBC: White Blood Cells

RBC: Red Blood Cell

Al: Aluminium

AICI3: Trichlorure d’aluminium

B: Bunium

BSA: Sérum bovin albumin

DPPH: 2,2diphényl -1-picrylhydrasyl



EAG : equivalent Acide gallique
FeCls : Chlorure de fer
HCL : Acide chlorhydrique

HPLC : chromatographie liquide haute performance

ICs0 : Concentration inhibitrice de 50 % d’une activité
Min : minute

MeOH : Méthanol

Mg : milligramme

MI : millilitre

NaCl : Chlorure de sodium

Nm : nantomitre

Prot : protéine

UV-Vis : Ultraviolet-Visible.

pl @ microlitre
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Introduction
Depuis longtemps, les plantes médicinales et les herbes ont été le moyen commun de
traiter de nombreuses maladies et agents pathogénes subis par I'nomme. Les ressources
végétales spontanées constituent jusqu’a ce jour une source d'intérét primordial pour I'homme
et ses besoins. Ces plantes ont 1’aptitude de synthétiser de nombreux composés appelés
métabolites secondaires, clles constituent donc un immense réservoir de composés d’une

grande diversité chimique, possédant un large éventail d’activités biologiques.

En D’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Djahra ,2014). Ce patrimoine
forment un groupe relativement important mais avec un nombre modeste d’especes étudiées

pour une ou plusieurs activités biologiques ou d’un point de vue phytochimique.

Le linuron (3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea) est un herbicide a base de
phénylurée commercialisé comme herbicide sélectif pour le contréle pré- et/ou post-levée des
mauvaise herbes dans les culture telles que le mais, le blé, soja, sorgo, coton, carotte, et pomme
de terre. C’est un herbicide qui inhibe la photosynthése. Il est principalement absorbé par les
racines, mais peut aussi étre absorbé par les feuilles (Tomlin ;British, 1997). Il a une demi-vie
de 945 jours lorsqu’il est dans une solution aqueuse a pH 5, 7 ou 9. Le linuron est modérément
persistant dans le sol. Dans 1’eau, le linuron est adsorbé par les solides en suspension et les
sédiments. Dans I’air, le linuron a une demi-vie de 11,4 heures, car il subit une dégradation

photochimique. Le linuron peut étre absorbé par le tractus gastro-intestinal.

La thyroide est I'une des glandes endocrines les plus importantes du corps, car c'est la
seules qui produit ses propres hormones; les stocker dans la glande elle-méme jusqu'au moment
du besoin, et ses seules cellules parmis les sont capable d'absorber L'iode (Al-Qamati, 2005).
Les hormones thyroidiennes jouent un réle important dans le maintien du taux de métabolisme
de l'organisme car ses hormones affecter la fabrication et la métabolisme de graisses, et que
toute perturbations du niveau de ses hormones entraine un déséquilibre dans le corps (Walsh
et al, 2005).

Plusieurs plantes peuvent étre une guérison de nombreux maux quotidiens qui vont des
simples troubles digestifs jusqu’a le traitement des maladies chroniques comme le cancer,
I’ulcére, le diabéte, les calculs rénaux et les maladies de la thyroide (Bouziane, 2017). Bunium

mauritanicum L. ou Talghouda est une espéce de la famille des Apiacées (Benkhalifa et
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toumi, 2019). C’est une plante médicinale trés répondue dans 1‘est algérien. Elle présente des
avantages nutritionnels et thérapeutiques. Elle est utilisée chez la population algérienne pour le

traitement de plusieurs maladies dont les troubles thyroidiennes.

A la lumiére de ce qui précéde, notre objectif est de caractériser la composition
phytochimiques de I’extrait aqueux de tubercules de Bunium mauritanicum L. et d’étudier leur
effet protecteurs sur la fonction de la glande thyroidienne chez les rats wistar albino exposé a
I’herbicide linuron.

Ce travail est divisée en deux parties ; la premiere partie est une la synthese
bibliographique concernant des informations sur les plantes médicinales, les métabolites
secondaires et la plante Bunium mauritanicum L., la glane thyroide, le pesticide linuron, stress
oxydatif, et les antioxydants. La deuxiéme partie est expérimentale, subdivisée en deux
chapitres : le premier chapitre résume les matériels et méthodes utilisees durant ce travail, le
deuxieme chapitre est consacré aux résultats et interprétation en se basant sur ce qui était dit

dans la bibliographie.
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Chapitre 1 Plante médicinale et métabolites secondaires

| .1. Plante médicinale
1.1.1. Généralités

En Algérie I'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les
premiersécrits sur les plantes médicinales ont été faits au IXéme siécle par Isna-Ben Amran et
Abdallah-Ben- Lounés né a Oran, et qui décrit I’'usage de beaucoup de plantes médicinales,
mais la plus grande production de livres a été réalisée au dix-septiéme et au dix-huitiéme siécle.
Méme pendent le colonialisme Francais de 1830 a 1962, les botanistes ont réussi a cataloguer
un grand nombre d’espéces comme médicinales et un livre sur les plantes médicinales et
aromatiques d’Algérie a été publié en 1942 par Fourment et Roques ou ils ont mentionné décrit
et étudié 200 especes. La plupart d’entre elles étaient du Nord de I’ Algérie et seulement 06
especes ont été localisées au Sahara. Le travail le plus récent publié sur les plantes médicinales
algériennes est reporté dans les ouvrages de Beloued (1998) et Baba Aissa (1999-2011). A partir
du 19éme siécle, les formes d’utilisation des plantes médicinales évoluent : I’on passe de
I’'usage thérapeutique de la plante ou de ses préparation, a celui Des molécules actives qu’elle
contient (Anonyme, 1979).

1.1.2. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au
moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs
composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composeés présents (Sanago, 2006).

Elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs
de leurs parties peuvent étre utilisées, racine; feuille, fleur (Dutertre, 2011).
1.1.3.Utilisation

L’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du
monde, notamment celle des pays en voie de développement ou plus de 80 % de la population
ont recourt presque exclusivement a la médecine traditionnelle pour ses besoins de santé
primaire, du fait de son incapacité a accéder, voire bénéficier des vertus de la médecine moderne
(Rates, 2001 ; Belkhir, 2013).

Plus de la moitié de la population mondiale pratique la phytothérpie (Sheng-Ji, 2001). Les
plantes médicinales servent pour la production de produits pharmaceutiques, onguents, crémes
et autres produits naturels. Dans les pays en voie de développement, environ 90 especes servent
a la production des medicaments industriels a partir de mélanges d'herbes issues de collectes

sauvages (Fransworth et Soejarto, 1991).
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1.2. Métabolites secondaires
1.2.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes (Lutge et al, 2002).Ces molécules jouent un role
dans I’adaptation des plantes a leur environnement et représente €galement une source
important de produits pharmaceutiques (Bourgaud et al, 2001). Ils appartiennent a des groupes
chimiques variés : alcaloides, terpénes et composés phénoligues, etc. (Macheix et al, 2005).

1.2.2. Classification des métabolites secondaires

e Les huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractere volatil offrant a la plante une odeur
caractéristique et on trouve ces molécules dans les organes sécréteurs. Ils sont utilisées pour
soigner des maladies inflammatoires telles que les allergies, eczéma, et soulagent les problémes
intestinaux (Iserin et al, 2001).

e Les flavonoides

Le terme flavonoide provient du latin "flavus”, signifiant "jaune", ils sont des pigments poly
phénoliques presque toujours hydrosolubles qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et
les fruits en jaunes ou en blanc. (El kolli, 2017).
Les flavonoles, flavonones et flavones sont les trois groupes principaux existants. Ils peuvent
étre exploités de plusieurs manieres dans I'industrie cosmétique et alimentaire, et de l'industrie
pharmaceutique, comme certains flavonoides qui ont aussi des propriétés anti-inflammatoires
et antivirales (Iserin et al, 2001).

e Lesalcaloides

Sont des substances naturelles azotées a réaction basique fréquente issus d’acides aminés.
Tous les alcaloides ont une action physiologique intense, médicamenteuse ou toxique. Tres
actifs, les alcaloides ont donné naissance a de nombreux médicaments (Delille, 2013).

e Tanins

C’est une substance amorphe contenue dans de nombreux végétaux. Elle est employée dans
la fabrication des cuirs car elle rend les peaux imputrescibles. Elle posséde en outre des
propriétés antiseptiques mais également antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, anti-
diarrhéiques, hémostatiques et Vasoconstrictrices (diminution du calibre des vaisseaux
sanguins) (Ali-Delille, 2013).
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e Glucosides
Les glucosides sont des composés organiques trés répandus, contenus dans un grand nombre de
préparations pharmaceutiques. Outre les sucres (simples et composes) (Kunkele et Lobmeyer,
2007).

e Les résines
Matieres nées d’un fluide dont la fonction est de limiter les pertes en eau du végétal dont elles
sont issues, la résine la plus connue est I’ambre (Ali-Delille, 2013).

e Les pheénols
Sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique et au moins d'un groupe
hydroxyle, ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, leur biosynthése dérive de
I'acide benzoique et de l'acide cinnamique. Les phénols possédent des activités anti-
inflammatoires, antiseptiques et analgéesiques (Iserin et al, 2001).

e Les glucosinolates
Provoquent un effet irritant sur la peau, causant inflammation et ampoules. Appliqués comme
cataplasme sur les articulations douloureuses, ils augmentent le flux sanguin dans la zone
irritée, favorisant ainsi I'évacuation des toxines (Iserin et al, 2001).

e L’amidon
Est I’élément actif le plus courant du régne végétal et couvre une large proportion des besoins
du corps en hydrates de carbone. L’industrie pharmaceutique utilise largement 1’amidon dans
la fabrica

e Les mucilages
Forment des solutions a ’aspect visqueux et colloidal qui calment les irritations de la toux et
les bronchites. Ils ont une légere action laxative, atténuent les aigreurs d’estomac et ont un effet

lubrifiant. Les végétaux qui en contiennent (Kunkele et Lobmeyer, 2007).
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11.1. La famille des Apiaceae

La famille des Apiaceae, est une famille de plantes appartenant a la classe Magnoliopsida
(Dicotylédones) (Stephen et al, 2000), relativement homogene, caractérisée notamment par
son inflorescence typique, I'ombelle (Djarri, 2011).

Les Apiacées anciennement appelées Ombelliféres, comprennent environ 3.000 espéces
regroupées en 300-450 genres se répartissant dans toutes les régions tempérées mais surtout
dans I’hémisphére Nord (Filliat, 2012).

Elle est occupée une place importante dans la flore Algérienne ou elle est représentée par
56 genres, 130 espéces (dont 24 endémiques) et 26 sous especes (Noui, 2018).

Ce sont essentiellement des herbes annuelles, bisannuelles, le plus souvent vivaces. La
tige est ordinairement cannelée et creuse, les feuilles sont alternes, souvent trés découpées et
comportent une gaine trés développée comparable a celle que 1’on rencontre chez les

Monocotylédones (Dupont et Guignard, 2012).

N
.\
.

e

Figure 1 : Répartition géographique mondiale des Apiaceae (Jabrane et al, 2009).

11.2. Genre Bunium

Les espéces de ce genre sont des plantes aromatiques ayant des propriétés médicinales,
leurs grains ainsi que leur huile essentielle sont souvent utilisés dans 1’alimentation et la
médecine (Jassbi et al, 2005).

Dans de rares cas on cite le genre Carum comme équivalent. Les noms d’espéces font surgir Le
genre Bunium est représenté en Algérie plusieurs especes son respectivement au début B.mauritanicum
L mais ce sont d’autres appellations citées dans (Quezel et Santa, 1962).

e On retrouve B. incrassatum , commune dans les champs
e B .fantanesii ayant comme syn. B. mauritanicum L.

e B.chaberti, endémique a Lalla Khedidja dans le Djurdjura ;

6
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e B. elatum trés rare et endémique au Bibans ;
e B. crassifolium , trés rare elle aussi et endémique a El-Kala ; B. macua, tres rare a
Zaccar et Bou Maad, et
e B. alpinum sous les cédres de I’ Atlas tellien (Algérois, Kabylie et Aures).
11.3. Définition

Talghouda", ou gland de terre est une plante familiére des milieux ruraux dans toutes les
régions du tell en Algérie. Elle évoque pour certains une source alimentaire remarquable mais
pour d'autres elle est un symbole de misére qui rappelle la famine des années de disette en
particulier au cours et durant les années de la deuxiéme guerre mondiale et aussi durant la
période de révolution nationale (1954-1962). De nos jours, elle est évoquée par de rares
collecteurs mais elle est souvent présente chez herboristes pour son intérét et usage
thérapeutique. Cette plante cache une qualité nutritive exceptionnelle et peut avoir un double
intérét pour sa valorisation. Elle peut étre considérée comme une culture bien adaptée pour les
régions de montagnes et constitue un trésor a creuser pour le traitement du goitre et le
disfonctionnement de la thyroide (Boumediou et Addoun, 2017).

11.4. Nomenclature et appellation

Nom francais : Noix ou gland de terre,

Nom arabe : Talghouda

Nom scientifique : Bunium mauritanicum L.

Nom commun : chataigne de terre Synonyme(s) du nom commun :
1. terre noix,

2. marron de terre,

3. gland de terre,

I1.5. Taxonomie

Tableau 1 : Classification botanique de Bunium mauritanicum L. (Lim, 2015).

Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Famille Apiales

Ordre Apiaceae
Genre Buinium
Espece Buinim mauritanicum L

7
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11.6. Description

Bunium mauritanicum L. (Talghouda) une ancienne source alimentaire et une culture
adaptée aux régions montagneuses (Boumediou et Addoun, 2017).elle est une plante herbacée
annuelles sauvages (Laouedj, 2019).

Plante originaire de I'Espagne australe et de I'Afrique boréale, a racine tubéreuse.
Tubercule ayant le volume et I'aspect d'une Truffe de moyenne grosseur, rugueux, mamelonné
brun noiratre a I'extérieur, blanc a l'intérieur. Tige dressée, fistuleuse, striée, rameuse, ayant
atteint dans nos cultures, environ 60 centimétres de hauteur. Feuilles radicales triternatiséquées,
caulinaires, a segments étroits, linéaires, d'un vert foncé. Involucre et involucelle ordinairement
quinquéphylles. Calice a lobes triangulaires aigus, stylopodes coniques, surmontés par les styles
persistants, vallécules a une seule bandelette (Battandier et Trabut, 1985).Ses fleurs sont de
couleur blanche, apparaissant au bout des branches comme s'il s'agissait de couronnes, avec des

diameétres compris entre 5 et 7 cm (Halimi , 2017).

v

Figure 2 : Représentation de plante Bunium mauritanicum L. (Chentouh et al, 2018)

11.7. Composition chimique de tubercule du B. mauritanicum L.

La composition chimique de tubercule du B. mauritanicum L. permis de mettre en
évidence la présence de coumarines, de Beta-Sitostérol, de saccharose et d‘acide oléique des
sucroses (Bousetla et al, 2011).Dugast analysa en 1884 un échantillon de Bunium
mauritanicum L. et présenta la composition chimique suivante Tableau :

Tableau 2 : Composition chimique de tubercule du Bunium mauritanicum L. (Lim, 2015).

Type de composes Quantité
Eau 15.66
Cendre 5.50
Matiéres azotées 7.00
Matiéres grasses 1.34
Amidon et congeners 63.12
Cellulose 6.40
Matiéres non doses 0.98
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11.8. Utilisations de Bunium mauritanicum L.

Bunium mauritanicum L. est une plante médicinale économiquement importante qui
pousse dans le nord de I'Algérie. Les racines de cette plante sont assez nutritives et sont
généralement consommées comme des pommes de terre. Dans le systeme de médecine
indigene, les tubercules séchés et réduits en poudre sont considérés comme astringents et anti
diarrhéiques et s'avérent utiles contre les hémorroides inflammatoires. En outre, cette plante est
utilisée pour le traitement des bronchites et de la toux. En a extrait I'nuile pilote anti-gaz de
I'estomac, et des maux d'estomac. Sur la colline algérienne, traité la hypothyroidie, I'angine de
poitrine en est traitée, et elle serait utilisée pour la fragmentation des calculs et le traitement des
tumeurs (Rajem, 2013).

(Khan et al, 2013) ont démontrés dans leurs études les prospérités ; antifongique, activités

phytotoxiques, d’hémagglutination et activité antimicrobienne de cette plante (Halimi ,2017).
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Chapitre 111 Les pesticides

111.1. Définition

Les pesticides sont des molécules dont les propriétés toxiques permettent de lutter contre
les organismes nuisible, ces dernier représentent tout substance ou association de substances
qui est destinée a repousser ,détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteur de
maladies humaines ou animales, et les espece indésirable de plantes ou d'animaux causant des
dommages ou se montrant autrement nuisible durant la production ,la transformation ,le

stockage, ou le transport des denrées alimentaire, des produit agricoles...etc. (Foughli,2017).

I11. 2. Classification selon la cible de mode d'action

Il repose sur le type de cible a contrdler .1l existe principalement trois grandes familles
d’activités :
eles herbicides : Ce sont les plus utilisés dans le monde en tonnage et en surface ; ils permettent
d'éliminer les mauvaises herbes des cultures.
*les insecticides : Ce sont les premier pesticide utilises et la plus utilises en Algérie .1Is sont
destinés a détruire les insectes nuisibles.
eles fongicides : Ils permettent de lutter contre les maladies cryptogamique qui causant de
graves dommages aux végetaux cultivés .ils combattent la prolifération des champignons
pathogene (Oudejans, 2004).

111.3. Linuron
111.3.1. Définition

Le Linuron [3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea] est un herbicide des
phénylurées substitués (Breugelmans et al, 2007a; Guzzella et al, 2006), son nom
commercial est (LOROX, AFOLAN, LINURON) (Giroux, 2014a) et sa formule brute est 3o

que sa formule développée est mentionnée ici-bas (fig.3)

R
HSC\N/U\N C|

HsCO

Figure 3 : Formule développée de linuron

Il est modérément persistant et mobile dans les sols (Cycon et al, 2010) avec une demi-
vie de 38-67 jours (Dejonghe et al ,2003 ; Hulsen et al, 2002), et considéré comme
modérément a fortement toxique pour les organismes aquatiques. Son principal mode d'action

est la rupture de la photosynthese dans les plantes cibles par I'inhibition des enzymes impliquées
10
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dans les chaines de transport d'électrons photosynthétiques (Cycon et al, 2010). Or, cette
substance peut aussi toucher ’homme, on agissant comme un antagoniste des récepteurs des
androgénes affectant le systéme reproducteur méle, et est donc également préoccupant pour la

santé humaine (Breugelmans et al, 2007 a).

111.3.2. Propriétés physico-chimiques

Le linuron se présente sous la forme d’un solide cristallin incolore, soluble dans la plus
part des solvants organiques. L’ensemble des grandeurs caractérisant les propriétés physico-

chimiques et toxicologiques de cet herbicide est regroupé dans le tableau (3)

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques et toxicologiques de linuron (Tomlin, 2000).

Composé Linuron
Masse moléculaire (g mol ) 249,1
Température de fusion (°C) 93-95
Pression de vapeur (mPa, 20°C) 0,051
DLso rats ingestion (mg kg™?) 1500-4000
Log Koct-eau 3,0

111.3.3. Effet de Linuron

Chez le rat, le linuron est compléetement transformé aprés son passage hépatique, ce

qui le rend non bioaccumulable chez les mammiferes. Il n’y a pas de trace de la substance mére
dans les urines. On trouve des traces de linuron dans le sang, la graisse, les reins et la rate.
A forte dose, le linuron est considéré comme Iégerement toxique avec des DL50 orales variant
de 1000 a 4000 mg/kg/j. on observe en Priorité des effets hématologiques chez le rat et la souris
notamment au niveau des globules rouges (pigmentation anormale du sang, anémie
hémolytique).in vitro, le linuron a causé des mutations dans une étude sur la bactérie, mais pas
dans d’autres études de mutagénicité ou de génotoxicité (test de Ames, test sur E. Coli,
Salmonella, culture de cellules ovariennes de hamster chinois). In vivo, chez 1’animal, le linuron
n’a pas montré d’activité génotoxique ou mutageéne. Plusieurs études chez 1’animal ont montré
que le linuron provoque des tumeurs bénignes du foie (adénome hepatocellulaire a 180 mg/kg/j
chez la souris). (Nedellec Vincent ,2006).
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Chapitre IV La glande thyroide

IV.1. Rappels anatomie-histologiques de la glande thyroide

C’est une glande endocrine qui est située dans le cou et est antérolatérale par rapport a la
trachée et au larynx. Elle est la plus grande des systemes endocriniens, elle est constituée par
deux lobes latéraux droite et gauche, réunis par un isthme du quel se détache parfois un lobe
intermédiaire, vestige d’embryogénese, ce qui lui donne globalement la forme d'un Hou d'un
papillon. C’est une glande de petite taille de 5 @ 6cm de hauteur et d'environ 2cm de largeur et
d'épaisseur. Son poids moyen est 30g Son. Parenchyme est brun-rougeétre (Coralie , 2011).

= ‘J!

Cantilage thyroide
Ligament crco-thyroidsen

Anére carotidce comemune

Bord médial du muscle
sterno-cléido-mastoidien ——

Muscle crco-thyroidsen
Cartilage cricosxde —

CGlande thyroide —

Coupwole pleuraie

Trachdée —

Figure 4 : Situation de la glande thyroide (Gallois M, 2008).

Histologiquement, la glande thyroidienne est constituée d’un réseau de follicules entouré
par une membrane basale. Chaque follicule composé d'un épithélium uni stratifie des cellules
folliculaires ou thyrocytes, formant une cavité contenant une substance appelée colloide, lieu
d'accumulation des hormones thyroidiennes T3 et T4 et leur précurseur protéique, la
thyroglobuline (Tg) le colloide est aussi le lieu de concentration de I'iode nécessaire a la
synthése des hormones thyroidiennes. Comprend aussi une minorité des cellules para
folliculaires ou cellules C (pour cellules claire). Elles participent au métabolisme du calcium

par la sécrétion de calcitonine. (Jérémy , 2014).

Follicules thyroidiens

Vaisseau sanguin

Colloide

I— Cellule folliculaire

Membrane basale

Tissu conjonctuifl Cellule paraftolliculaire (claire)

Figure 5 : Histologie de la thyroide (Khemili et Bachkat, 2016).
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La thyroide est la plus vascularisée, on retrouve deux arteres supérieures provenant de la
carotide externe, et deux artéres inferieures issues du tronc artériel thyro-bicervicascapulaire.
Dans 8 a 10% des cas, on retrouve une artéere moyenne, issue de la crosse aortique ou du tronc

brachio-céphalique. Les veines sont regroupées en 3 groupes :

e Veines thyroidiennes supérieures
e Veines thyroidiennes moyennes

e Veines thyroidiennes inférieures (Coralie ,2011).

Veine
thyroidienne
suUpenaeuyre

Veine
thyroideenne
"’(’YF—- nNne

————
Veme

thyroidienne

inféneure

Figure 6 : Schéma montrant la vascularisation veineuse de la glande thyroide (Tramalloni et
Monpeyssen, 2013).

IVV.2. Hormones thyroidiennes (HT)

Ce sont des hormones peptidiques. Elles dérivent d’un acide aminé, la tyrosine, et

contiennent plusieurs molécules d’iode :

e trois pour la tri-iodothyronine ou T3.

e (uatre pour la tétra-iodothyronine ou T4. (Tramalloni et Monpeyssen ,2013.)

IV.2.1. La thyroxine

Thyroxine, également appelée 3, 5, 32, 52-tétraiodothyronine, ou T4, 1’une des deux
hormones majeures sécrétées par la glande thyroide. La fonction principale de la thyroxine est
de stimuler la consommation d’oxygéne et donc le métabolisme de toutes les cellules et de tous
les tissus du corps .La thyroxine est formée par I'addition moléculaire d'iode a l'acide aminé
tyrosine, cette derniére étant liée a la protéine thyroglobuline. La sécrétion excessive de
thyroxine dans le corps est appelée hyperthyroidie et sa sécrétion déficiente est appelée

hypothyroidie (Hammou et Bouakel, 2019).
13
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IV.2.2 La tri-iodothyronine ou T3

Elle est une hormone thyroidienne issue de la désiodation de la thyroxine. Cette hormone
affecte pratiqguement tous les processus physiologiques de I'organisme y compris la croissance
biologique, le développement du corps, le métabolisme, la température corporelle et le rythme
cardiaque (Hammou et Bouakel, 2019).Elle est obtenue par dégradation périphérique de la T4

au niveau des tissus cible et va agir sur les récepteurs. (Tramalloni et Monpeyssen ,2013).

1 I ] I

- NH, NH,,
: ~~ CcooH ™~ cooH
| 1 I

T4 : tétra-iodo-thyronine ou thyroxine 73 : 3, 5, 3 tri-iodo-thyronine

A _— NH,
OH N/ OOCHB—CH
~~cooH

rT3: 3, 3, § tri-iodo-thyronine ou reverse T3 ou T3 inverse
I I

7\ _NH, _NH,
OH CH,—CH OH CH;—CH __
— ™~ cooH COOH

I
Mono-iodo-tyrosine (MIT) Di-iodo-tyrosine (DIT)

Figure 07 : Structure des hormones thyroidiennes (Friesmaec et al, 2008).

IV.3. Biosynthese des hormones thyroidiennes :

La biosynthése des HT commence par la capture de I'ion iodure (I") a la membrane

basolatérale du thyréocyte.

Cette capture est assurée par le symporteur du sodium et de I'iodure (NIS) grace a un
gradient de Na* entretenu par une adénosine tri phosphatase (ATPase) membranaire. Au pdle
apical, l'iodure est transporté vers le colloide grace a un transporteur spécifique : la pendrine
Sous l'action d'enzymes membranaires, la thyroperoxydase (TPO) et un systeme générateur de
peroxyde d'hydrogéne (la thyroide oxydase ou THOX), l'iodure est incorporé dans la
thyroglobuline (TG) qui contient les précurseurs non iodés des HT. La TG est alors internalisée
par pinocytose sous forme de vésicules recouvertes de clathrine. Apreés libération du manteau
de clathrine, la gouttelette de colloide est successivement fusionnée avec des organitesintra

cytoplasmiques, les endosomes précoces puis tardifs puis les lysosomes. Sous ’action des

14



Chapitre IV La glande thyroide

enzymes des lysosomes, les HT sont libérées et sécrétées tandis que la TG est progressivement
dégradeée.

Quelques gouttelettes de colloide échappent a la fusion avec les lysosomes, traversent la
cellule et sécretent la TG, plus ou moins fortement iodée, dans la circulation générale (Majdoub
,2012).

200-300 um : == )

Colloide

Cellule C

Cellule
folliculaire

Thyrocyte
cellule
olliculaire)

Figure 8 : Synthese et libération des hormones thyroidiennes (Vlaeminck, 2003) Captage
actif d’iode au pdle basolatéral de la cellule folliculaire

e Transport transmembranaire de 1’iodure au pole apical.

e Entrée de I’iode dans le colloide.

e Organification de ’iode.

e Liaison avec la tyrosine de la thyroglobuline et formation de DIT et de MIT.

e Union des tyrosines iodées et formation de T3 et de T4.

e Endocytose de la thyroglobuline du colloide et association de la vésicule avec un
lysosome, puis séparation de la T4 et de la T3 de la thyroglobuline par des enzymes

lysosomiales et diffusion des hormones dans la circulation sanguine
IV.4. Transport des hormones thyroidiennes :
Les hormones thyroidiennes sont hydrophobes et se lient donc a des protéines de transport
= -Non spécifiques : -Albumine,

= Spécifiques : - Thyroxine Binding Globulin (TBG) /Thyroxine Binding Pre-Albumin

(TBPA).
15
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La fraction libre, minoritaire (0.01 a 0.03% de la T4 et 0.1a 0.4% de la T3) est active la
totalité de la T4 circulant provient de la production thyroidienne. Tandis que la plus grande
partie de la T3 est issue de la conversion périphérique de T4en T3. (Khelifi, 2021).

IV.5. Régulation de la synthéese des hormones thyroidiennes

Il existe plusieurs mecanismes de contréle de la synthése hormonale ; le plus important
se situe au niveau central. La synthése des hormones thyroidiennes est sous le controle d’une
glycoprotéine appelée Thyroid Stimulating Hormone ou TSH, secrétée par 1’antéhypophyse.
Les récepteurs de la TSH se trouvent sur la membrane des thyrocytes. Ce sont des récepteurs
couplés a une protéine G. La liaison a ces récepteurs active une adénylcyclase et la
phospholipase C, ce qui stimule toutes les étapes du métabolisme de la thyroide : captation de
I’iode, synthése de la thyroglobuline et de la thyroperoxydase, et la synthése hormonale La TSH
est sous le contrdle de I’hypothalamus, puisque sa sécrétion est stimulée par la TRH
(Thyrotropin Releasing Hormone). La T3 et la T4 exercent quant a elles un rétrocontréle
négatif, leur augmentation entraine une diminution de la sécrétion de la TRH et une moindre

sensibilité de I’antéhypophyse. Sanogo ,2020).

- )
T TRME 4 === - & +

P
L A Hypophyse

Thyroi

T, /T, 80 % T4
vl - > 5’ désiodase
&= 20 9% T3

Figure 9 : Mécanisme de la régulation de la thyroide par la TSH (Brent, 2012)

IV.6. Effets des hormones thyroidiennes
IV.6.1. Role dans le développement embryonnaire et feetal

La thyroide de I’embryon devient elle-méme fonctionnelle vers la dixiéme semaine de
développement. Chez I’homme, les conséquences d’un déficit embryonnaire ou feetal en HT
sont constatées essentiellement au niveau du squelette et du systéme nerveux, notamment le
tractus digestif. Pour 1’0s, les HT apparaissent plus nécessaires a l’ossification qu’a la

croissance.
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1VV.6.1.1. Effets osseux

Les HT stimulent la chondrogenése, la croissance des cartilages de conjugaison et
I’ossification enchondrale (ossification a partir du cartilage). Si le déficit se poursuit en période
néonatale, le retard de croissance finit par se déclarer, résultant probablement de 1’absence de
leur effet stimulant physiologique sur les productions hypophysaires de 1’hormone de
croissance (growth hormone [GH]), (Sanogo, 2020).
1V.6.1.2.Effets nerveux

L’appréciation d’un déficit intra-utérin est difficilement perceptible a la naissance
puisque la maturation nerveuse est alors loin d’étre achevée (Majdoub ,2012)
1V.6.2. Effets métaboliques des hormones thyroidiennes
1V.6.2.1. Le métabolisme de base

Ces hormones augmentent la consommation d’oxygeéne et la thermogénese (Elfakir
,2020).
1V.6.2.2. Métabolisme glucidique
Elles sont hyperglycémiants en accélérant I’absorption intestinale de glucose, en accroissant la
glycogénolyse et en réduisant la glycogenese et la néoglucogenese d’origine protidique ou
lipidique. Elles stimulent également ’utilisation cellulaire de glucose (Sanogo, 2020).
1V.6.2.3. Le métabolisme protidique

Elles augmentent la synthése protéique mais ont également un effet catabolisant, qui
devient prépondérant a doses supra physiologiques. (Khelifi, 2021).
1V.6.2.4. Le métabolisme lipidique

L’action des HT sur le métabolisme lipidique est également complexe avec une action
stimulatrice de la synthese du cholestérol aux concentrations physiologiques mais inhibitrices
a des concentrations supérieures. (Sanogo, 2020).
1VV.6.3. Effets spécifiques au niveau des différents tissus
1V.6.3.1. Effets digestifs

Les HT augmentent la motricité intestinale, le débit sanguin intestinal, la consommation

d'oxygéne et I'absorption intestinale. (Pérez, 2006.)
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1VV.6.3.2. Effets cardiovasculaires

Au niveau cardiaque, les HT exercent :

e Une accélération du rythme cardiaque (effet chronotrope).
e Une augmentation de la contractilité (effet inotrope).
e Une amélioration de la conduction (effet dromotrope).

e Une accélération de la relaxation ventriculaire (effet lusitrope) (Swiercz, 2010).

1VV.6.3.3. Effets au niveau du foie

Les hormones thyroidiennes libres sont métabolisées au niveau du foie. La T4 est
essentiellement glucuronidée par I"UDP-glucuronotransférase (UDP-GT) et la T3 et sulfatée et

excrétee dans la bile (Seule la forme T3 est active) (Hammou et Bouakel, 2019).

1V.6.3.4. Effet sur les muscles squelettiques

HT contrélent la contraction et le métabolisme de la créatine. La carence en HT

s’accompagne d’une augmentation de volume des muscles squelettiques. (Majdoub ,2012)

IVV.7. Mécanisme d’action des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes peuvent se lier a des sites de faible affinité dans le
cytoplasme des cellules cibles ; il s’agit de protéines cytosoliques qui permettent le transport de
T3 et T4 jusqu’a leur site d’action, le noyau, ou qui permettent de concentrer localement les
hormones a proximité de leur site d’action. Une fois parvenues dans le noyau de la cellule
cible, les hormones thyroidiennes se lient a des récepteurs intranucléaires spécifiques (de la
superfamille de récepteurs de type hormone stéroide et/ou thyroidienne) qui agissent sur les
facteurs de transcription géniques. (Vinzio, Morel, Schlienger et al, 2005)

Quatre récepteurs ont été décrits : al, B1, B2 et B3 codés par les genes TRa et TR
respectivement. Chaque récepteur possede un site de fixation du ligand (hormone thyroidienne)
et un site de liaison avec I’acide désoxyribonucléique (ADN). L’affinité de ces récepteurs est
environ 10 fois plus élevée pour T3 que pour T4, c’est pourquoi T3 a uneactivité biologique

proportionnellement plus grande que la thyroxine.
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Figure 10 : Récepteurs des hormones thyroidiennes (Dominique, 2015)

L’action principale des T3 et T4 est d’augmenter la synthése protéique générale et de
produire un bilan azoté positif. Les hormones thyroidiennes induisent ou répriment la synthése
protéique en augmentant ou en diminuant la transcription des genes. La fixation de la T3 sur
son récepteur nucléaire modifie la structure tridimensionnelle de ce dernier qui va se lier a
I’ADN a la hauteur des ¢léments de réponse aux hormones thyroidiennes (TRE). Les TRE sont
localisés au voisinage du site d’initiation de la transcription du géne cible et I’occupation des
récepteurs par la T3 suscite le recrutement de co-activateurs qui se lient, eux-aussi, au récepteur
a hauteur d’une séquence spécifique de la région C-terminale. Parallélement, une acétylation
des histones entraine un relachement de la structure de la chromatine optimisant la transcription.
Les génes cibles sont ainsi dans un état réprimé en I’absence d’hormone thyroidienne et
s’expriment apres fixation de I’hormone sur ses récepteurs nucléaires (Berent, 1994 ; Lazar,
1993) L’activation des geénes cibles par la T3 (et la T4) est a ’origine d’une production majorée
d’acide ribonucléique messager (ARNm) transcrits qui, eux-mémes, vont étre traduits en

protéines.

Des hormones thyroidiennes est observe aprés un délai nécessaire a la fixation de T3 (ou
T4) sur son récepteur nucléaire et a I’initiation de la synthése protéique : ce délai peut varier de

30 minutes a quelques jours chez I’homme comme chez le carnivore domestique.
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En plus des effets sur la synthése protéique, les hormones thyroidiennes possedent une
action extracellulaire en majorant la capture cellulaire de glucose et d’acide a-aminés et en
influengcant 1’action de nombreux transporteurs ioniques (Nat/K+ATPase, échangeur
Na+/Ca2+, canaux potassiques). Il existe aussi des récepteurs spécifiques des hormones
thyroidiennes au niveau de la membrane interne des mitochondries qui agissent sur le
métabolisme oxydatif en stimulant diverses enzymes mitochondriales telles que la carnitine

acylcarnitine translocase et la cytochrome C oxydase(Lorcy et Klein, 2005)

CoR = Co-Répresseur
CoA = Co-Activateur

RXR = récepteura l'acide rétinoique
(liaison vitamine A et ses dérivés)
TR = récepteuraux HT

TRE = Thyroid-Responsive Element

Figure 11 : Mécanismes d’action des hormones thyroidiennes (Roque ,2011)

IVV.8. Maladies de la thyroide

Les dysendocrinies thyroidiennes, qu’elles soient ou non auto —immunes, se traduisent
par un état d’hypo- ou d’hyperthyroidie associé ou non a un goitre ont des répercussions
multiples sur la santé, principalement au niveau du ceeur, du poids, du systeme digestif, de la
température corporelle, de la peau et sur le caractere. Les maladies de la thyroide sont
nombreuses et peuvent conduire a un manque (hypothyroidie) ou au contraire a un exces
d’hormones thyroidiennes (hyperthyroidie).Dans certains cas, la thyroide peut augmenter de
volume et former un goitre. Elle peut également étre le siege du développement de nodules qui
correspondent le plus souvent a un kyste ou adénome bénin et plus rarement a un cancer de la
thyroide (Mahmoud, 2016)

1V.8.1.Hyperthyroidie

La présence excessive d’Hyperthyroidie (HT) dans le sang peut avoir un effet dévastateur
en effet, 1’hyperthyroidie est une condition résultant de 1 'hyperactivité sur le corps Dans la

glande thyroide. Cette condition cause une augmentation de I'activité métabolique du corps et
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de la production de chaleur. Il existe plusieurs causes a cette hyperactivité (Jacynthe, 2015) Il
provoque de nombreuses maladies, dont :
IV.8.1.1.de Basedow (Grave disease)

L'hyperthyroidie touche environ 1 % de la population La forme la plus sévére et fréquente
d'hyperthyroidie est la maladie de graves-basedow. Découverte au X1Xe siecle, le nom de la
maladie provient de deux grands chercheurs Robert Graves et Karlvon Basedow Cette derniére
Représente environ 65 % des cas d'hyperthyroidie. La MG se caractérise par trois Principaux
signes : une hypersécrétion persistante et inappropriée d'HT par la glande Thyroide, un goitre
diffus et une ophtalmopathie (Jacynthe, 2015)

I1V.8.1.1.1.Pathogeneése

C’est une maladie auto-immune, caractérisée par des immunoglobulines
thyréostimulines produites par des lymphocytes B a I’intérieur méme de la thyroide. Les plus
courantes sont les anticorps anti-récepteurs de la TSH car elles entrent en compétition avec la
TSH au niveau de ses récepteurs membranaires. Ces immunoglobulines de type G sont
responsables de I’hypertrophie et de I’hyperplasie des thyreocytes. Leur dosage permet d’établir
le diagnostic, mais leur taux n’est pas corrélé a 1’intensité des signes cliniques. Ces anticorps
anti-récepteurs de la TSH ne sont pas les seules immunoglobulines responsables de cette
pathologie, il existe par exemple également des anticorps anti-thyroglobuline (EL fakir, 2020)
Cette maladie peut étre déclenchée par un stress ou un traumatisme psychologique, un coup
surtout sur la loge thyroidienne, une surcharge en iode, une infection virale, bactérienne ou
fongique, une modification hormonale telle que la grossesse, la puberté ou la ménopause

Elle évolue habituellement par poussées, méme si les formes frustres peuvent parfois se
résoudre spontanément (Coralie, 2011)

IVV.8.1.2. Les goitres simples et nodulaires
1VV.8.1.2.1. Un goitre simple ou diffus

Se définit comme une hypertrophie thyroidienne diffuse normo fonctionnelle
(C’est-a-dire ne provoquant ni hypothyroidie, ni hyperthyroidie), non inflammatoire, et non
cancéreuse. La thyroide prend du volume, et un goitre qui a initialement un aspect homogéne,
évolue en formations nodulaires, sans signe clinique au début. Ces nodules sont majoritairement
bénins, mais certains peuvent étre cancéreux ou 18hyperfonctionnels avec une

symptomatologie et des risques de complications lorsque le goitre est au stade multi nodulaire
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1V.8.1.2.2. Nodule thyroidien

Les nodules thyroidiens sont définis comme des hypertrophies localisées, généralement
bénignes (95% des cas). Ils sont rarement isolés et constituent dans la plupart des cas des
dystrophies thyroidiennes diffuses. La majorité des nodules sont découverts fortuitement. On
différencie les nodules chauds, des nodules froids. Les premiers ne sont quasiment jamais
malins, mais peuvent induire une surproduction d’hormones thyroidiennes, alors que les

nodules froids risquent d’étre malins (Coralie, 2011)

1V.8.1.2.2.3.Types de nodules

e Nodule solide
e Nodule en verre dépoli pur

e Nodule mixte (bennani, 2018)

1V.8.1.2.2.4.Pathogénese

Des facteurs de croissance tissulaire comme I’EGF (Epidermal Growth Factor) et le
VEGF (Vasculaire Endothélial Growth Factor) sont impliqués dans la constitution des nodules.
On évoque également le role de I’insuline, des cestrogenes, de la B-HCG et de la TSH. Ce

phénomeéne n’est pas encore complétement compris (Coralie, 2011)

1VV.8.1.2.2.5. Traitement

Les prises en charge des nodules ne sont pas standardisées, celle qui sera appliquée va
dépendre évidemment de la clinique et des évaluations, mais également des habitudes
thérapeutiques, de la psychologie du patient et du médecin (Coralie, 2011)

IVV.8.1.3.Cancers de la thyroide

La plupart des cancers de la thyroide se manifestent sous forme de nodules, mais plus de
95 % des nodules thyroidiens sont bénins. Il faut donc bien distinguer les nodules, qui sont
fréquents, et les cancers, beaucoup plus rares. Parmi les cancers, plus de 90 % sont des cancers
différenciés parmi lesquels on distingue deux formes, le cancer papillaire et le cancer
folliculaire, qui peuvent étre traités de fagon tres efficace. C’est le diagnostic et le traitement de
ces cancers différenciés qui seront d’abord évoqués. On reviendra plus loin sur le traitement
des autres formes de cancers thyroidiens, plus rares encore (Marie, 2010)
Il existe quatre sous-types de cancer de la thyroide établis selon des caractéristiques

histologiques

-Les cancers papillaires (PTC: PapillaryThyroideCarcinoma)
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-Les cancers folliculaires (FTC: FollicularThyroideCarcinoma)

-Les cancers anaplasiques (ATC: AnaplasticThyroideCarcinoma)

-Les cancers médullaires (MTC: MedullaryThyroideCarcinoma)

Les PTC, FTC et ATC dérivent des thyreocytes alors que les MTC dérivent des cellules
(Mejlachowicz, 2020)

IVV.8.1.3.1. Carcinomes papillaires

C’est la plus fréquente des tumeurs thyroidiennes représentant prés de 80%de 1’ensemble
des carcinomes thyroidiens.

Macroscopiquement : son aspect est variable, classiquement il s’agit d’une tumeur ferme,
¢étoilée et infiltrant non encapsulée, mais dans d’autres cas ,I’aspect est plus trompeur sous
forme d’une 1ésion encapsulée, plus rarement kystique. La tumeur est le plus souvent
multifocale, bilatérale dans 20%a80%des cas. Son mode de dissémination préférentielle se fait
par voie lymphatique avec agressivité locorégionale. Les métastases ganglionnaires sont
présentes dans 50% des cas et leur fréquence augmente avec la taille de la tumeur. Les
métastases a distances sont peu fréquentes et siégent essentiellement au niveau du poumon

Microscopiquement : la forme classique associe en proportion variable, un mélange
papilles et de vésicules qui sont revétus de cellules dont les noyaux trés augmentes de taille,
montrent les caractéristiques suivants : aspect en «verre dépoli »avec chevauchement, incisures,
pseudo inclusions. Le stroma est souvent trés abondant avec présence inconstante de
calcosphérites

Deux formes anatomiques sont a distinguer
- Le carcinome papillaire a développement intra thyroidien
- Le carcinome papillaire extra thyroidien avec extension macroscopique au-dela de la capsule
thyroidienne.

111.8.1.3.2.Cancers vésiculaires

Les cancers vesiculaires sont des cancers de souche folliculaire ne possédant pas les
caractéristiques du cancer papillaire et pouvant ressembler a la thyroide normale.

Macroscopiquement, il s’agit d’une tumeur solitaire charnue, a capsule épaisse, simulant
un adénome au début puis progressivement il y a rupture de cette capsule. Son mode de
dissémination se fait par voie hématogéne. En revanche D’agressivité¢ locale et les
envahissements ganglionnaires sont rares ,voire absents, mais ont une diffusion sanguine

entrainant des localisations pulmonaires et osseuses.
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Le diagnostic de malignité s’établit exclusivement sur la mise en évidence de signes
capsulaires et/ou vasculaires. Deux formes anatomiques sont fondamentales a distinguées :
- Le carcinome vésiculaire encapsulé a invasion minime et infiltration capsulaire seule
- Le carcinome vésiculaire franchement invasif.

1VV.8.1.3.3.Les autres types anatomopathologiques

Les cancers médullaires, les cancers anaplasiques, les lymphomes malins et
les métastases d’un cancer d’autres origines (karouti ,2011)

1VV.8.2.Hypothyroidie

L’hypothyroidie se définie comme une insuffisance d’hormones thyroidiennes. C’est le
dysfonctionnement le plus fréquent de cette glande. Son diagnostic se fait par le dosage de la
TSH, lors d’un examen de routine ou suite a des signes cliniques (EL fakir , 2020)

Qui est lié aux maladies affectant la glande et le corps :

1VV.8.2.1. Maladie Thyroidite de Hashimoto
1VV.8.2.1.1.Définition

La thyroidite de Hashimoto, également connue sous le nom de thyroidite lymphocytaire
chronique, est une thyroidite auto-immune courante, qui survient principalement chez les
femmes jeunes et d'dge moyen. Elle peut se manifester par une hyperthyroidie a un stade
précoce ; L'hypothyroidie peut apparaitre avec la progression de la maladie. Des études ont
montré que de multiples facteurs tels que I'nérédité, I'environnement et I'auto-immunité sont
impliqués dans la pathogenese (Kai et al, 2020)
1VV.8.2.1.2.Diagnostic de la thyroidite d'Hashimoto

- Thyroxin (T4)

- TSH (Thyroid-Stimulating Hormone)

- Auto-anticorps antithyroidiens

- Echographie thyroidienne

Les examens complémentaires comprennent le dosage de T4, de la TSH, et des auto-

anticorps antithyroidiens. Au début de la maladie, les concentrations de T4 et de TSH sont
normales et il y a des titres élevés d'anticorps antithyroperoxydase et moins fréquemment des
anticorps anti thyroglobuline.
Une échographie thyroidienne doit étre réalisée s'il existe des nodules palpables. L'échographie
révele souvent que le tissu thyroidien a un écho texture hypoéchogene hétérogene avec des

cloisons qui forment des micronodules hypoéchogenes.
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L'exploration d'autres pathologies auto-immunes n'est justifiée que lorsque des

manifestations cliniques sont présentes (Hershman, 2020)

1VV.8.2.1.3. Les symptdmes de la maladie de Hashimoto

De nombreuses personnes atteintes de la maladie de Hashimoto n’ont aucun symptome
au début. Comme la maladie lentement progresse, la thyroide grossit généralement et peut
donner l'impression que le devant du cou gonflé. La thyroide hypertrophiée, appelée goitre,
peut créer une sensation de plénitude gorge, méme si ce n'est généralement pas douloureux.
Apres plusieurs années, voire des décennies, des dommages au la thyroide la fait rétrécir et le

goitre disparaitre Tout le monde n'est pas atteint de la maladie de Hashimoto.

Développer une hypothyroidie, pour ceux qui le font I'nypothyroidie peut étre subclinique
Iégere et sans symptomes, sur tout au début de sa cours. Avec progression vers I'hypothyroidie

les gens peuvent avoir un ou plusieurs des Symptémes suivants :

Fatigue /Gain de poids /Intolérance au froid/Douleurs articulaires et musculaires/Constipation
ou moins de trois selles/Mouvements par semaine/Cheveux secs et clairsemés /Menstruations
abondantes ou irrégulieres/Et des problémes pour tomber enceinte /Une dépression /Problémes

de mémoire /Un rythme cardiaque ralenti (Lee, 2013)

1VV.8.2.1.4. Traitements

Le traitement consiste a corriger I'hypothyroidie en administrant pendant de nombreuses
années, le plus souvent a vie, des hormones thyroidiennes, comme la Iévothyroxine, identique
a celle produite par la glande thyroide, afin de compenser l'insuffisance de production de la
glande. Ce traitement n'agit pas sur l'origine de la maladie, la cause étant immunitaire, mais
permet de retrouver un taux normal d’hormones thyroidiennes dans le sang et permet de mener

une vie normale

Le traitement dépend également du volume du goitre : seuls les rares goitres volumineux
et compressifs peuvent nécessiter une prise en charge chirurgicale sous la forme d'une
thyroidectomie. Dans I'immense majorité des cas, le traitement de la thyroidite de Hashimoto

est médical et fait simplement appel aux hormones thyroidiennes

La dose thérapeutique des médicaments prescrits doit étre respectée a la lettre. Le
traitement s'adapte a chaque patient en fonction des dosages sanguins de la TSH, T4 et T3. Le
médecin adaptera ainsi la posologie en fonction de I'évolution des manifestations et des résultats

des dosages sanguins (Charles, 2019)
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1VV.8.2.2.La thyroidite du post-partum

La thyroidite du post-partum (TPP) correspond au développement d’un processus auto-
immun avec infiltrat lymphocytaire intra-thyroidien et production d’anticorps antithyroidiens
essentiellement dirigés contre la thyroperoxydase, enzyme -clé de I’hormonogenése L’auto-
immunité peut étre déja présente avant la grossesse ou bien apparait de novo a 1’occasion de

celle-ci

Les manifestations cliniques sont parfois trés discrétes au point de passer inapergues, ou
d’extrémises sur le compte de troubles banals aprés un accouchement Ceci explique la longue

méconnaissance de cette pathologie, et les variations des chiffres concernant sa prévalence

D’aprés les diverses études publiées, la prévalence varie selon les pays de 1 a 16,7 %. Peu
d’études ont été effectuées en France, elles permettent de situer la prévalence de la TPP autour
de 5 %. Ces importantes variations selon les pays n’ont pas re¢u d’explication précise : terrain
génétique différent, facteurs d’environnement tels 1’apport iodé ou le tabagisme ? L’influence
de I’apport i0dé n’est pas évidente. La prévalence est pratiquement identique en France, zone
de carence légere, a celle de 55% trouvée au Japon, zone de fort apport iodé. La
supplémentation iodée dans les zones déficientes ne prévient pas I’apparition de TPP Le role
favorisant du tabac a été récemment remis en cause, mais reste communément admiscompte

tenu des altérations de la régulation immunitaire dues au tabac (Nancy Jacques leclere, 2008).

1VV.8.2.3. Thyroidite aigué

A pyogenes Treés rare, elle survient surtout chez un jeune dans un contexte septicémique
ou porteur d’une fistule du sinus piriforme Cliniquement, elle réalise une masse dans la région
thyroidienne, le plus souvent unilatérale, douloureuse et fébrile. Lorsque le contexte n’est pas
évocateur, le risque est de la confondre avec une thyroidite subaigué, plus fréquente, et de
prescrire une corticothérapie malencontreuse qui accélere 1’évolution vers [’abcédation
L’¢échographie montre une vaste zone hypoéchogene, hétérogene et mal limitée, dont la
ponction recueille le germe et permet parfois d’évacuer du puis Les antibiotiques sont
nécessaires et parfois le drainage chirurgical. La tuberculose est rarement en cause mais
possible (Mahoudeau, 2005)

1V.8.2.4. Thyroidite subaigué de De Quervain

Moins rare, elle est souvent stéréotypée, de diagnostic facile et d’évolution cyclique vers

la guérison
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¢ Physiopathologie
Il s’agit d’une maladie virale (oreillonscoxsackie, influenza, etc., le virus n’étant pas
toujours identifié) au cours de laquelle les follicules thyroidiens sont Iésés, et libérent dans la
circulation de la thyroglobuline (Tg), de la T4et de la T3. Histologiquement, on note une
infiltration par des mono- et polynucléaires, des effractions de colloides dehors des follicules

plus ou moins désorganisés, entourées de cellules géantes multi nucléées (Mahoudeau, 2005)
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V.1. Stress oxydatif

Stress oxydant se définit comme l’incapacité de 1’organisme de se défendre contre les
espéces réactives de 1I’oxygéne (ERO) en raison de la perturbation d’équilibre endogéne entre
ces derniers et les agents oxydants (AO). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats
structuraux et fonctionnels Les ERO sont des espéces chimiques oxygénées telles que les
radicaux libres, ions oxygénés peroxydes, rendues chimiquement tres réactives par la présence
d’¢électrons de valence non appariés dans 1’orbitale la plus externe. L’équilibre est rétabli soit
par oxydation (perte de cet électron libre) ou par réduction (gain d’un autre électron
(Bensakhria, 2008)

Elle est associés a I'nypothyroidie sont la conséquence a la fois d'une production accrue
de radicaux libres et d'une capacité réduite de la défense antioxydante. Un exces de
thyréostimuline (TSH) en soi pourrait altérer les processus de stress oxydatif .Un
dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale induit par I'nypothyroidie peut
entrainer une accélération de la production de radicaux libres (Resch et al, 2002)

V.2. Activité antioxydant
V.2 .1. L'oxydation

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfere des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui entrainent
des réactions en chaine destructrices (Berra, 2015).

La production de ces radicaux au niveau cellulaire est étroitement contrdlée par un énorme
systeme de défense dit systeme. Cependant, une surproduction de radicaux libres d'un c6té et
(ou) une déficience du systeme antioxydant de l'autre c6té, conduira & une augmentation
significative de la production de ces radicaux, qui submergent la défense antioxydant et
imposent un stress oxydatif pour le systeme physiologique (Kebili, 2016)

V.2 .2. Un antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d'entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher l'oxydation de ces substrats (Ardestani et Yazdanparast, 2007). L'organisme
Possede un ensemble de systéemes de défenses antioxydants trés efficaces afin de diminuer la
Concentration de I’espéce oxydante dans 1’organisme. Les antioxydants sont des systémes

Enzymatiques ou non-enzymatiques (Mohammedi, 2006).
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V.2 .3. Classification des antioxydants
V.2 .3.1.Les antioxydants endogénes

Les antioxydants endogénes se retrouvent sous forme d’enzymes produites par
I'organisme. L'organisme a également la capacité de synthétiser quelques antioxydants aussi
retrouvés dans I’alimentation (Marfak, 2003). La production physiologique d'ERO, est régulée
par des systemes de défense composes d'enzymes (la superoxyde dismutase, la catalase, héme
oxygénase, peroxydoxine.....), de molécules antioxydants de petite taille (glutathion, acide
urique, bilirubine, ubiquinone,...) et de protéines (transferrine, ferritine,....) (Pincemail et al,

2002).

V.2 .3.2. Les antioxydants exogénes

e Maédicaments : ils constituent une source importante d'antioxydants. Actuellement, les
classes thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les antihyperli-
poprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour
leurs propriétés antioxydants.

e Antioxydants naturels
- Lavitamine C ou acide ascorbique : c'est un puissant réducteur. Il joue un role

important dans la régéenération de la vitamine E.

- Lavitamine E ou tocophérol : prévient la peroxydation des lipides membranaires
in vivo en capturant les radicaux peroxyde.

- Les flavonoides : Les relations entre les structures et les activités anti-oxydantes
des flavonoides et des composés phénoliques ont montré que l'activité anti-
oxydante était déterminées par la position en et le degré d'hydroxylation.

- Les tanins : ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation.

- Les phénols : les acides phénoliques, comme I'acide rosmarinigue, sont fortement
antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales
(Diallo, 2005).

V.2 4. Méthode d'évaluation et de détermination de I’activité antioxydant

A. Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant power)

La méthode FRAP consiste a mesurer la capacité d’un échantillon a réduire le complexe

ferrique tripyridyltriazine au tripyridyltriazine a un faible pH. Ce complexe de tripyridyltriazine
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ferreux a une couleur bleu intense mesuré par un spectrophotomeétre a 593 nm (Cheurfa et
Allem, 2016).

B. Test DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyle)

Le DPPH est généralement le substrat le plus utilisé pour I’évaluation rapide et directe
de I’activité antioxydant en raison de sa stabilité en forme radical libre et la simplicité de
I’analyse (Kholkhal et al, 2013), et est un radical libre trés stable a 1’état cristallin et en
solution, de coloration violette (Hellal, 2011).Réduction du radicale libre stable de 2.2-diphényl
picrylhydrazyl (DPPH). La lecture se fait a 517 nm (Kebbab, 2014).

C. Test ORAC (oxygen radical absorption capacity)

Test ORAC a été adapté a mesurer lipophile ainsi que des antioxydants hydrophiles des
suspensions aqueuses telles que des micelles, des membranes liposomiques, de faibles

lipoprotéines de basse densité (LDL) ou de plasma. IL est essential pour cinétique (Niki, 2010).
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Chapitre 1 Matériel et Méethodes

I.1. Matériels
I.1.1. Matériel Végétal

Le matériel vegétal utilisé dans cette étude était le Bunium mauritanicum L.  Les
¢chantillons utilisés étaient d'origine commerciale, obtenus auprés de I’herboriste ZERIG
Abdul Kader, février 2022  EI-Oeud. La partie Utilisez dans cette étude est la racine de la

plante. Elles sont, ensuite, broyées et conservées pour une extraction ultérieure.

Figure 12 : Bulbe et poudre de Bunium mauritanicum L. (photo originale)

1.1.2. Matériel animal

Afin d'éviter la variabilité intersexuée, nous n'avons utilisées que des rats males de souche
Wistar Albinos d'un poids 200+£300g au début d'expeérience, fournies par l'institut de pasteur
d'Alger (février 2021). Les rats sont divisées en trois lots (cing rats pour chaque lot: n=5) pour
I’étude de I’effet de l'extrait aqueux d'une plante médicinale sur les fonctions de la glande

thyroide et certaines des parametres physiologique chez les rats traités par un pesticide.

Les rats ont été séparées dans des au niveau de I'animalerie de la faculté de sciences de la nature
et de la vie a l'université Echahid Hamma Lakhdar EI Oued dans des cages en plastique d'un
porte étiquette ou sont mentionnés le nom du lot, le traitement subi. Les rats sont soumis
pendant 30 jours a une période d'adaptation ou elles sont acces libre a I'eau et I'aliment sous les

conditions de I’animalerie (température 22°, 12 heures d'éclairage et 'humidité 45°).

1.1.3. Les microorganismes utilisés (Souches microbiennes)

L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en utilisant des souches référenciées :

e Escherichia coli (ATCC 25922): Bacille, appartient a la famille des Enterobacteriaceae
(Paterson, 2006). De forme non sporulée, de type anaérobie facultative, généralement

mobile gréace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1
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a 1,5 um (Steven et al , 2004). Escherichia coli est habituellement une bactérie
commensale. Elle peut devenir pathogéne si les défenses de 1’hote se trouvent affaiblies
ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Nauciel et al ,2005).

e Kilebsilla pneumonie (ATCC700603) : Genre de bactérie, non mobiles de famille
Enterobacteriaceae, capsulés avec des colonies a aspect de muqueuses. (Garbonnelle
et al, 1987). Il est un type de bactérie qui est souvent répandu dans les unités de soins
intensifs ou les maisons de soins infirmiers. 1l se trouve généralement dans le tractus
intestinal, ou il fait partie de 1'écosystéme d’un colon sain. Ce bactérie peuve se propager
a dautres parties du corps, cependant provoquer des maladies mortelles
(Anadriamobololona, 2010).

1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation des extraits
1.2.1.1. Préparation de I’extrais aqueux

Une prise d’essai de 20 g de poudre de plante (Bunium mauritanicum L.) a été introduite dans
un ballon contenant 100 mL d’eau distillée. Il a ét¢ maintenus couvre des papiers d’aluminium
pendant 48 heures a la température ambiante. Le macérat aqueux obtenu est soumis a la double
filtration sur coton hydrophile et sur papier filtre Whatman N°1.Apres filtration, le filtrat a été
concentré a 1I’évaporateur rotatif sous vide a 56°C. L’extrait a été ensuite mis a I’étuve a 50°C
pendant 24 heures. Les poudres obtenues ont été pesées puis conservees dans un flacon stérile

hermétiquement fermé.

Figure 13 : L'extraction des Bunium mauritanicum L. par I’eau distillée
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40g de plante 200ml I'eau distillée

\ Macération pendant /

48 h a I’obscurité

v

Filtration

v

Evaporation par évaporateur
rotatif 56°

v

Séchage a I’Etuve 50°

v

Extrait brut

Figure 14 : Protocole de préparation de I'extrait

1.2.1.2. Détermination du rendement

Le rendement de la plante en extrait sec a été quantifié selon la formule :

[R(%)=(Me/Mech)x100 ]

R%: Rendement en pourcentage.
M e : est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g

M ech : la masse séche de 1’échantillon végétal en g
1.2.2. Etude in vitro

1.2.2.1. Screening phytochimiques

L’étude phytochimique est réalisée essentiellement avec des réactifs spécifiques afin de
déterminer les différentes classes de composés chimiques existants dans la plante par des
réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des substances chimique

(Harbone, 1998)
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1.2.2.1.1. Caractérisation des alcaloides

Dans un tube a essai, 3 ml d'extrait, auquel a été ajoute 1 goutte d'HCI concentré puis 2 gouttes
de réactif de Dragendorff. La présence des alcaloides est révélée par I'apparition de précipité
orangeé avec le réactif de Dragendorff (Koffi et al, 2009).

1.2.2.1.2. Caractérisation des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) permet de caractériser les polyphénols. A 2 ml de
l'extrait, une goutte de solution aqueuse de chlorure ferrique a 5% est ajoutée. L apparition
d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée, indique la présence de
polyphénols (Koffi et al, 2009).

1.2.2.1.3. Caractérisation des flavonoides

Test de réactif alcalin : 1ml de I'extrait a éte traité avec une solution de NaOH a
10%.Formation de la couleur jaune intense indique la présence de flavonoides (Sawant et
Godghate, 2013).

1.2.2.1.4. Caractérisation des stéroides

A 2 ml des différents extraits, 2ml d’anhydre acétique et 0,5ml d’acide sulfurique sont ajoutées.
L’apparition d’une couleur violette, bleu puis verte indique leurs présences (Bruneton, 1999).

1.2.2.1.5. Caractérisation des composés réducteurs

Introduire 2 ml d’extrait dans un tube, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (1ml réactif A et Iml
réactif B) et incuber I’ensemble 8 min. dans un bain marie bouillant. L’apparition d’un précipité
rouge brique indique la présence des composeés réducteurs.

1.2.2.1.6. Caractérisation des tanins

La présence de tanins est démontrée en ajoutant a 1 ml de chaque extrait 1 ml d'eau et 1 a 2
gouttes de solution de FeClI3 diluée a 1%. L'apparition d'une couleur vert foncé ou bleu-vert
indique la présence de tanins. L’apparition d’une couleur vert foncé indique la présence de
tanins catéchiques. L’apparition d une couleur bleu-vert indique la présence de tanins galliques.

1.2.2.1.7. Caractérisation des saponines

Les saponines sont caractérisées par 1’apparition d’une mousse (Bruneton, 1999) Leur
détection est réalisée en ajoutant 2,5ml d’eau distillé a 2,5 ml de I’extrait aqueux dans des tubes,
apres 1’agitation, la teneur en saponines est évaluée par la mesure de la hauteur de mousse :

= Pas de mousse = test négatif,

= Mousse moins de 1cm = test faiblement positif

= Mousse de 1-2cm = test positif,
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» Mousse plus de 2cm = test tres positif

1.2.2.1.8. Caractérisation des Terpénoides

5 ml d’extrait est ajouté a 2 ml de Chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré, La
formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase indique la présence de
terpénoides.

1.2.2.2. Dosage des métabolites secondaires.
1.2.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

e Principe
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu
selon la méthode décrite par (Singleton et Rossi, (1965). Cette méthode est basée sur
I’interaction des composées phénoliques avec le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un mélange
d’acide phosphotungstique (HaPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), €n
oxydant les composés phénoliques, ce réactif est réduit en un mélange d’oxyde de tungsténe
(W2PW23) et d’oxyde de molybdéne (MOgO23).Ces produits ont une couleur bleue, dont
I’absorbance est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon
(Ribéreau-Gayon et al,1982).

e Mode opératoire
Dans des tubes a essaies 200 pl d’extrait et 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a 10 % sont
mélangés, quatre minutes apres, 800 ul de solution de carbonate de sodium (Na2COs: 7,5%) est
ajoutée et incuber 2 heures a 1’obscurité. L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc
qui contient 200 pl de I’eau distillé et 1ml de Folin Ciocalteu et 800 pl de Na2CO3. Les
concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se référant a la
courbe d'étalonnage obtenue a différentes concentrations d'acide gallique dans 1’eau distillé.

e Courbe d'étalonnage
Dans des tubes a essaies prendre 1ml de chagque concentration et ajouté 1 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu a 10 % apres, 4 minutes ajouté 800 pl de solution de carbonate de sodium (Na2COs :
7,5%) et vortex le mélange et laisser incuber a 1’obscurité¢ 2heure a température ambiante.
L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 765 nm.
Les résultats sont exprimés en microgrammes d'equivalent en acide gallique par 1 milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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1.2.2.2.2. Dosage des Flavonoides totaux

La détermination de la teneur des flavonoides totaux a été effectuée par une méthode adaptée
par (Djeridane et al, 2005) avec le trichlorure d'aluminium. Le trichlorure d'aluminium forme
un complexe jaune avec les flavonoides qui absorbe dans le visible a 430nm.

e Mode opératoire
Dans des tubes a essaies 1 ml d’AlICI13 a 2% est ajouté a 1 ml d’extrait, puis le mélange est agité.
L’absorbance est lue a 430 nm aprés incubation de 15 minutes a I’obscurité, contre un blanc.
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard : Quercétine.
La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme équivalent de Quercétine par
microgramme de matiére séche (ug EQ / mg MS).

1.2.2.3. La chromatographie liquide & haute performance (HPLC)

e Principe
Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite dans la
phase mobile liquide (éluant). Grace a la répartition sélective des solutés entre la phase mobile
et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention exercée par la
phase stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant la nature des
molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé
colonne chromatographique.
La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le systeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté a travers le systeme
chromatographique. Les composeés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la
phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grace a un détecteur approprié, les
différents solutés sont représentés par des pics. L’ensemble des pics enregistrés est appelé
chromatogramme.
Le mécanisme de la séparation chromatographique s’explique par les différences de répartition
des molécules des composés d’un mélange entre deux phases non-miscibles: 1’une mobile et
I’autre stationnaire.
¢ Instruments et conditions chromatographique

L’analyse a été réalisée par un HPLC (Shimadzu LC 20 AL), équipé avec un injecteur
(Hamilton 25pul) et un détecteur (Shimadzu SPD 20 A), le mode de la phase mobile (Acetonitrile
grade hplc +eau ultra pure ). Les conditions expérimentales appliquées dans cette étude sont
présenté dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Conditions expérimentales d'un dispositif de séparation des composés
phénoliques étudiés.
lesysttme  phase inverse PR-HPLC
Colonne C18 (25cm x46nm)
volume d'injection  20pl
Débit Iml/ min
longueur d*onde £=268nm
Température 25C°
phase mobile A (acetonitrile)
B (0.2% acide acétique) H.O

1.2.2.4. Etude des activités biologiques
1.2.2.4.1. L’activité antioxydant : Test du piégeage du radical libre DPPH

e Principe de la méthode
C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de I’activité antioxydant. Le DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libre stables.
La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la solution,
qui absorbe aux environs de 517nm. La réduction des radicaux DPPH Par agent antioxydant
entraine une décoloration de la solution. (Ribéreau —Gayon et al ,1982)

e Mode opératoire

A 1950 pl de la solution du DPPH (2mg DPPH dans 100ml méthanol)on ajoute 50 ul de
chaque extrait a différente concentration (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 mg /ml) ; Pour le control
négatif, on mélange 50ul du méthanol avec 1950 ul de DPPH. Le blanc de I’appareil est le
méthanol.
L’absorbance est mesurée au spectrophotométre aprés 30min a température ambiante a la
longueur d’onde de 515 nm, comparée au standard qui contient I’acide ascorbique a
différentes concentrations : 0,01 ; 0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 ; 0,1 mg/ml Pourcentage de
réduction du DPPH.

Le pourcentage de réduction du DPPH est donné par la formule suivante :

% PR du DPPH =%xloo
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%PR du DPPH : Le pourcentage de réduction ou d’inhibition du DPPH.
AC : Abs du control négatif.
AE : Abs du radical apres 30min de contact avec ’antioxydant a 1’obscurité

e Détermination d’ICso
Par définition la valeur ICso est la concentration de 1’acide ascorbique ou de I’extrait qui peut
réduire 50% du DPPH, cette derniére est déterminée graphiquement. Les IC50 sont calculées
graphiquement par la formule de la régression des pourcentages d’inhibition en fonction de
différente concentration des extraits testées

1.2.2.4.2. Activité antibactérienne

e Principe de la méthode
Le principe de l'activité antimicrobienne des extraits de plantes consiste a réaliser une culture
microbienne sur milieu Muhler Hinton (MH), en présence de disques imbibés d’extrait de
plante. Si ces derniers ont une activité antimicrobienne, on observera une zone d'inhibition
autour du disque.

e Mode opératoire
- Stérilisation du matériel
L’eau distillée, les disques, les tubes a essai utilisés dans la préparation des suspensions
bactériennes (Inoculums) ainsi que dans la préparation des dilutions de nos échantillons, ont été
- Souches bactériennes testées
Les souches bactériennes testées pour déceler ’activité bactérienne des extraits de Bunium
mauritanicum sont : Escherichia coli, Klebsilla pneumonie
- Préparation de ’inoculum
Chaque espéce est ensemencée (stries larges) au préalable sur une gélose nutritive puis incubées
a 37°C pendant 24h, pour I’obtention d’une colonie jeune. Par la suite, des suspensions troubles
de ces souches seront réalisées en prélevant 3 a 5 colonies jeune, bien isolées et identiques.
Tremper dans 5 ml d’eau distillée stérile puis on agite au vortex afin d'avoir une turbidité
cellulaire (1a 2x108 UFC/ml) correspondant a une densité optique DO entre 0,08 a 0,12 lue a
625 nm a I’aide d’un spectrophotométre.
- Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactérienne sont les suivants :
La gelose Chapman et la gélose hektowane pour I’isolement et 1’entretien des souches
bactériennes.

La gélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries.
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- Ensemencement
Les boites de pétrie préalablement coulées, aprés avoir introduit un écouvillon stérile dans
chaque inoculum et étaler la gélose de Muller —Hinton.L’écouvillon doit passer 2 a 3 fois sur
toute la surface de maniére a obtenir un ensemencement homogene. Laisser sécher les boites
10 minutes avant de déposer les disques.
- Preparation des disques
Des disques (en papier filtre type Wattman N°1) stériles de 6mm de diamétre ont été depose
stérilement a I’aide d’une pince sur la boite ensemenceée, les disques sont préalablement imbibés
de 10ul de chaque dilution de 1'extrait brut de Zingiber officinale et de Curcuma longa L, a la
surface de la gélose Muller —Hinton pour les bactéries. Placer les boites de pétri a basse
température (+4°C) pendent 2h afin de permettre aux extraits de diffuser dans la gélose avant
que les bactéries ne commencent a se multiplier ; Retirer les boites du réfrigérateur et les placer
a I’étuve, a la température optimale de croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h.
- Lecture des résultats

Apres 24 heures d’incubation, mesurer a I’aide d’une reégle graduée le diametre
d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le disque
est proportionnel a la sensibilité du germe étudie.

1.2.2.4.3. L’activité anti inflammatoire
1.2.2.4.3.1. Inhibition de la dénaturation des protéines

¢ Mode opératoire
L’inhibition de la dénaturation des protéines a été utilisée comme méthode pour déterminer

’activité anti inflammatoire d’extrait in vitro selon le protocole décrit par (Rahman et al, 2012)

par I'utilisation de la protéine albumine du sérum bovine (BSA).

- Solution d’essai (0,5ml) : composé de 0 ,45 ml de la solution aqueuse de la protéine
albumine du sérum bovine (BSA) 0,5% (p /v) et 0,05 ml d’extrait avec des concentrations
variées (500, 1000, 1500, 2000ug/ml).

- Solution contréle (0,5ml) : composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 0,5% (p /v)
et 0,05 ml d’eau distillé.

- Solution controle produit (0,5ml) : composé de 0 ,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml d’extrait
avec des concentrations variées (500, 1000, 1500, 2000pg/ml).

- Solution standard (0,5ml) : composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 0,5% (p /v)
et 0,05 ml de la solution standard Diclofénac Sodique avec des concentrations variées (500,
1000, 1500, 2000pg/ml).
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Les solutions sont incubées a 37° pendant 20 min puis la température d’incubation est
augmentée a 57° pendant 3 min. Apres ’incubation 2,5ml du tampon phosphate saline (PBS) a
¢été ajouté aux solutions. L’absorbance a été mesurée a 255 nm avec un spectrophotométre UV-
Visible.

e Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la protéine a été calculé par la formule

suivante : (% d’inhibition)

% d’inhibition = 100 - [{(At- Ac) / At} x100]

% d’inhibition : pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la protéine
At = Absorbance de solution d’essai (extrait testé).
Ac = Absorbance du controle.

1.2.2.4.3.2. La stabilisation de la membrane des globules rouges

e Preéparation de la suspension des globules rouges
Le sang des volontaires (saines) c'est collecté sur des tubes héparines puis centrifugé a 3000
rpm pendant 10 min et lavé 03 fois avec un volume égal de I’eau physiologique (0.9%). Le
volume du culot aprés lavage est mesuré et reconstitué en suspension a 10 % dans 1’eau
physiologique (Sadique et al, 1989).

e Test d’hémolyse induit par la chaleur

Cette méthode basée sur la déstabilisation des membranes des globules rouges induite par
la chaleur. Le milieu réactionnel contient Iml d’extrait avec différentes concentrations (100 -
600ug/ml) et 1ml de suspension des globules rouges préparé (Patel ,Desai ,2016).
Le contrdle négatif est préparé en paralleéle en mélangeant 1ml de 1’eau physiologique avec 1ml
de la suspension des globules rouges. L’acide acétyle salicylique (Aspirine) est utilis¢é comme
un standard avec différentes concentrations (Reshma et al, 2014).
Apres incubation pendant 30 min a 60°C (Patel, Desai ,2016), les tubes sont centrifugés
pendant 5min & 3000 rpm (Rathirse P.R et al, 2013). L’absorbance du surnageant est effectuée
a 560 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse : % d’inhibition d’hémolyse (Patel, Desai

,2016).

%d’inhibition d’hémolyse =[(Ac-At)/Ac x100]
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%d’inhibition d’hémolyse : pourcentage d’inhibition de ’hémolyse
Ac : absorbance du contréle négatif.

At : absorbance d’extrait testé.

1.2.2.4.4. Activités antidiabétiques
1.2.2.4.4.1. Effet inhibiteur de I'a-amylase

Le potentiel inhibiteur de l'a-amylase a été étudié en réagissant différentes concentrations de
I’extrait aqueux d’ B. Mauritanicum avec I'enzyme a-amylase et la solution d'amidon, comme
décrit précédemment (Hashim et al, 2013), avec de légéres modifications. —

- Un mélange de 250 ul d'échantillon et 250 uLL de tampon de phosphate de sodium 0,02 M
(pH = 6,9) contenant 1'enzyme a-amylase (240 U / mL) a été incubé & 37 °C pendant 20
minutes.

- Ensuite, 250 pL de solution d'amidon a 1% dans du tampon phosphate de sodium 0,02 M
ont été ajoutés au mélange réactionnel.

- Le mélange réactionnel a été incubé a 37 °C pendant 15 min. Ensuite, on a ajouté 1 mL de
(DNS) et on a incubé le mélange réactionnel dans un bain d'eau bouillante pendant 10 min.

- Le mélange réactionnel a ensuite été dilué en ajoutant 2 mL d'eau distillée, et I'absorbance

a été mesurée a 540 nm dans le spectrophotometre. L'acarbose a été utilisé comme témoin

positif.
Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition et calculés en utilisant I'équation
suivante :
AE-AC
x100
AE

AC : se réfere a I'absorbance du témoin (enzyme et tampon)
AE : se référe a l'absorbance de 1’extrait.

2.3. Etude in vivo
2.3.1. Traitement des animaux

Apreés la période d’adaptation, les rats ont été répartis au hasard en trois groupes de quatre
rats. Les rats ont été traités vingt-huit jours comme suit :

e Lot1(T): Lottémoin.

e Lot2 (M1): Traitement 20 jour par le pesticide 200 mg/kg/jour
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e Lot3(M2) : Traitement 20 jour par le pesticide linuron avec une dose de 200mg/kg/jour

puis 10 jour par I’extrait aqueux (200mg/kg/jour).

15 rats males wistar albions

i

M1 M2
Pesticide Pesticide (20j) N
(20J) / Extrait (10j) Témoin

o /
e

Sacrifice
" N
Préléevement Prélévement
De sang Des organes
f |
AV 4 N
FN,S . Foies
Créatinine Tyro]’des
Urée Ceeur
TGO /TGP
l_ |
\\/ v
Préparation Les coupes
d’homogénat histologiques
MDA

Figure 15 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental de 1’étude in vivo.
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1.2.3.2. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

A la fin de chaque type expérimentation (24 heures aprés la derniére administration d'extrait
de plante et le pesticide), et aprés 16 h de jeune les rats sont anesthésiés par le chloroforme
(94%) et sacrifiées par décapitation .Le sang est recueilli sur des tubes biochimiques. Ces tubes
sont centrifugé a 3000 tr/min pendant 15 min, le sérum est récupéré et conservé a (-20°C)
jusqu’au moment des analyses des parameétres biochimiques suivants :

Thyroid Stimulating Hormone(TSH), Tri-iodo thyronine libre(FT3), thyroxine libre (FT4),
Aspartate Amino Transférase (ASAT ou TGO), Alanine Amino Transférase (ALAT ou TGP),
Urée, Créatinine, Numération et formule sanguine (FNS).

La thyroide, le foies, le cceur et les riens sont soigneusement prélevés, rincés avec l'eau
physiologique, ensuite pesés. Une partie de ces organes est fixée dans le formol (15%) afin de
réaliser les coupes histologiques et l'autre est conservée a (-20°C) pour la préparation de
I'homogénat pour le dosage d’un paramétre du stress oxydatif : le Malondialdéhyde (MDA).

1.2.3.3. Méthode de dosage des parametres biochimie du sang

+ Meéthode de dosage FNS :
Les analyses du FNS ont été examinées a I’aide d’un dispositif ’appareil (Mindray BC-2800)
.En placant un échantillon de sang prélevé directement dans le dispositif et en le lisant selon les
normes établies, et aprés tous les résultats des tests de poupée des normes sont enregistrés dans

I'appareil.

+ Méthode de dosage de FT3:

Méthode colorimétrique Immuno-Enzymatique pour la détermination quantitative du tri —
iodothyronine libre (FT3) dans le sérum et le plasma humain.

Principe : C’est un Immuno-dosage avec la méthode de compétition : Le T3 libre (FT3,
antigene) de I'échantillon est en compétition avec le T3 antigénique conjugué au raifort
peroxydase (HRP) pour se lier au nombre limité d’anticorps anti-T3 déposés sur la microplaque
(solide phase) (le conjugué enzymatique ne devrait pas avoir une liaison
mesurable aux protéines sériques en particulier la TBG et I’albumine). (Hammou ,Bouakel ,
2019).

+ Meéthode de dosage de FT4
Méthode colorimétrique Immuno-Enzymatique pour le dosage quantitatif de la thyroxine

libre (FT4) dans le sérum ou le plasma humain.
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Principe : C’est un Immuno-dosage avec la méthode de compétition : Le T4 libre (FT4,
antigene) de I'échantillon est en compétition avec le T4 antigénique conjugué au raifort
peroxydase (HRP) pour se lier au nombre limité d’anticorps anti-T4 revétus sur la microplaque

(phase solide). (Hammou et Bouakel , 2019).

+ Principe du dosage du TSH
Le test Access TSH (3eme géneration) est un test immun-enzymatique a deux sites

("sandwich™).

- L’échantillon est ajouté a un mélange de réaction composé d’un anticorps anti-h TSH
conjugué a la phosphatase alcaline de la souris, une solution protéique tamponnée et des
particules paramagnétiques couplées a des d'anticorps monoclonale anti-h TSH de souris

immobilisé;

- Le hTSH de I’échantillon se lie a I’anticorps monoclonal anti-hTSH immobilisé sur la phase
solide tandis que I’anti-hTSH- conjugué a la phosphatase alcaline de souris réagit avec un site

antigénique différent sur le hTSH;

- Apres incubation dans un réacteur, les matériaux liés a la phase solide sont maintenus dans

un champ magnétique tandis que les matériaux non liés sont emportés;

- Ensuite, le substrat chimioluminescent Lumi-Phos * 530 est ajouté au récipient et la lumiére

générée par la réaction est mesurée avec un luminometre.

La production de lumiere est directement proportionnelle a la concentration de TSH dans

I'échantillon.

La quantite d'analyses dans I'échantillon est déterminée a partir d’une courbe d'étalonnage
multipoint mémorisée.

e Temps de rendu du premier résultat: 20 min

e Valeur de référence : [0.32-5.6] pUl/ml (Achouri et Adlli ,2018).

+ Dosage d'urée
L'uréase catalyse I'némolyse de l'urée, présentée dans I'échantillon, en ammoniac (NH3) et en

anhydride carbonique (CO).L'ammoniac formé est incorporé a I'a-cétoglutarate par I'action du

glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation paralléle de la NADH a la NAD.
Urée+H 0 +2H* (U9 oNH3+CO;
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3 g + GLDH +
NH®" a_cétoglutarate+ NADH H2O+L_ Glutamate +NAD

La diminution de la concentration de NAD+ dans la méthode est proportionnelle a la
concentration d'urée dans I'échantillon testé. L'absorption est mesurée a 340 nm (Mac et
Rackeyll, 1927).

+ Dosage de la créatinine
Le dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium. Créatinine réagit

avec le picrate alcalin formant un complexe rouge. L'intervalle de temps choisi pour les mesures
évite les interférences provenant d'autres constituants du sérum. L'intensité de la couleur formée

est proportionnelle a la concentration de créatinine dans I'échantillon (Murray, 1984).

+ Méthode de dosage de I'activité de I'alanine aminotransférase (ALAT)
Le dosage de l'activité de l'alanine aminotransférase (ALAT ou TGP), est selon une méthode
développée par Wrobleski et La Due, et optimisée par Henry et Bergmeyer (conforme aux
recommandations de I’IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant :

Alanine+o-cétoglutarate ALT » Glutamate + pyruvate
Pyruvate +NADH*, H _—BH____, | actate+ NAD"

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et proportionnelle a
I’activité ALAT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P contribue & une
forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Bergmeyer, 1978).

+ Meéthode de dosage de I'activité de I'aspartate amino transférase (ASAT)
Le dosage de I'activité de I'Aspartate amino transférase (ASAT ou TGO) est selon une méthode
développée par Karmen et optimisée par Henry (Conforme aux recommandations de I’IFCC).

Le schéma réactionnel est le suivant :

Aspartate+a -Cétoglutarate asT______ @lutamate + Oxaloacétate
Oxaloacétate + NADH + H+—MPH | Malate + NAD*

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD et proportionnelle a
I’activité ASAT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P contribue a une
forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (NECIB, ZEKRI ,2020)

45



Chapitre 1 Materiel et Méthodes

1.2.3.4. Dosage des parameétres de stress oxydatif

+ Préparation de ’homogénats des organes
Un gramme de tissu (foie/ Rien) de chaque ratte des différents groupes étudies, a été utilise.
Aprés broyage et homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, PH7.4),
on a procéde a une centrifugation de la suspension cellulaire (3000 trous/min, 20min), puis le
surnageant (homogénat) obtenu est conservés a -20°C en attendant d’effectuer le dosage de
glycogéne et des parameétres du stress oxydatif.

+ Dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires
Principe : Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acideet a
chaud avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur
rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 532nm (Yagi, 1976).

Réactifs : 20g de I’acide trichloroacétique (TCA) ; 375 mg de acide thiobarbiturique (TBA);
0,01g de Butyl hydroxy toluéne (BHT); 25 ml de Chlorure d'hydrogene (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 complete 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 (homogénat) 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 formés lors de la réaction. Apres
centrifuger a 3000 tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm
a I"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 x10°5 M-1 cm-1). Les résultats ont

été exprimés en pmol/l.

MDA (x mol/mg de prot) = (Do échantillon/1.53 x 10°5) / mg de prot

DO : la lecture d'absorbance par le spectrophotométre.
1.53 x 10M5: coefficient d'extinction moléculaire du MDA
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1.2.3.5. Etude histologique

Les coupes histologiques du (foie/reins/cceur/thyroide) ont été réalisées au niveau du
laboratoire de la faculté de sciences de la nature et de la vie a I'université Echahid Hamma
Lakhdar El Oued. La technique est celle décrite par (NECIB, ZECRI, 2020)

1.2.3.5.1. Préparation des blocs

Les fragments des organes préalablement fixes dans le formol a 10 % sont disposés dans
cassettes qui sont ensuite placées dans un automate (Leica TP1020). Les fragments d'organes
sont d'abord déshydratés par submersion dans des bains d'éthanol a des concentrations
croissantes (60 %, 70% et 100%). Les échantillons subissent deux bains de xyléne et deux autres
de paraffine fondue. Le xyléne occupe la place de I'eau et par conséquent facilite la pénétration
de la paraffine puisque cette derniere est hydrophobe. La durée des bains est de 24 heures. A
I'aide d'un appareil d'inclusion, les échantillons du foie sont placés dans des moules métalliques

et recouverts de paraffine fondue. Apres refroidissement, les blocs sont préts a la coupe.

1.2.3.5.2. Réalisation des coupes et coloration

Les blocs sont placés dans le microtome afin de réaliser des coupes de 3um d'épaisseur. A l'aide
d'une pince tres fine, et chauffer I'eau a 45 et placer les échantillons au-dessus de I'eau chaude
pour faciliter le retrait des échantillons des lame. Pour mettre en évidence les hépatocytes et les
cellules de rein, les coupes sont d'abord réhydratées par submersion successive dans les bains
suivants : bain de xyléne (5 min). Apres rincage dans de l'eau distillée (5 min), les coupes
réhydratées sont placées dans un bain d'hématoxyline (30s) pour colorer les hoyaux et €osine
aqueuse (20s). L'exces de colorant est enléve par un bain d'eau Les lames ainsi colorées sont
couvertes de lamelles et prétent a I'observation microscopique

1.2.4. Etude statistique

Les résultats des tests sont exprimés en moyenne + écart type. L'évaluation statistique des
résultats des différents parametres est effectuée par le test T de student pour la comparaison
entre deux moyennes. Tous les calculs sont réalisés par 'EXEL (2013) et SPSS version (20).
La signification est déterminée par la valeur 0=0.05 ;

* : Différence significative P <0.05

** . Différence hautement significative p< 0.01

*** . Différence trés hautement significative P <0.001

NS : Différence non significative P > 0.05
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1. Résultats
11.1.1. Rendement d’extraction

L'extrait obtenu apres macération dans d'l'eau distillée (40g/200ml), d’aspect collant et
de couleur marron foncé (la figure 16) a été pesé pour déterminer son rendement.
Le rendement est calculé par rapport au poids de la matiére séche de plante étudiée par

maceration est représenté dans le tableau?.

Figurel6 : L’extrait de Bunium mauritanicum L.

Tableau 5 : La couleur, 1’aspect et le rendement d’extrait de la plante

L.

Bunium mauritanicum 12.995%  Collant Marron foncé 40 ‘

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que le rendement d’extrait aqueux
obtenu de la plante est de ’ordre de 12.995 Bunium mauritanicum L. %. Sachant que

I'extraction a été faite avec du200ml de I'eau distillé.

11.1.2. Etude in vitro
11.1.2.1. Screening phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
du métabolisme seconder qui existante dans le tubercule de la plante  Bunium mauritanicum
L. par des réactions chimique qualitative de caractérisation. Cette réaction basee sur des

phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifique.
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Les screening phytochimiques a mis en évidence divers métabolites secondaires dans

le tubercule de la plante Bunium mauritanicum L. a révélé la présence de les alcaloides, les

polyphénols, les flavonoides, les composé réducteur, les tarpénoides

. Les résultats des

tests phytochimiques pour les extraits sont présentés dans la figurel7 et tableau6.

Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques sur I’extrais aqueux de Bunium mauritanicum

L.

Meétabolites Présence ou absence

Terpénoides

Alcaloide +++
Poly phénols ++
Flavonoide ++
Stéroides -
Composé réducteurs +++
Tanins -
Saponines =
++

(+) : Test faiblement positif, (-) : Test négatif, (++) : Test positif, (+++) : Test fortement

positif.

Figure 17 : Tests phytochimiques sur I’extrais aqueux de Bunium mauritanicum L.
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11.1.2.2. Analyse quantitative des composés phénoliques
11.1.2.2.1. Dosage des polyphénols

Les quantités des polyphénols correspondantes d'extrait ont €té rapportées en pug
équivalent acide gallique parp gramme de extrait (ug EAG/mg E) est déterminé par 1’équation

de type :

Y = 5.897x-0.058

R?=0.953

Les résultats de la courbe d’étalonnage d’acide gallique sont représentés dans la figure
suivante :

3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
-0,5

absorbation a 765

*

01 0,2 0.3 04 0,5 0,6

concentration en pg/ml

Figure 18 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour dosage des

polyphénols

11.1.2.2.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode de trichlorure d’alumiunm
(AICI3), pour chaque extrait a été rapportée en pg équivalent de Quercétine / mg d’extrait. Les
résultats de la courbe d’étalonnage de Quercétine sont représentés dans la figure19.

Le taux des flavonoides a €té€ obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de

type :

Y = 0.952x-0.0058

R2=0.921
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de la Quercétine pour dosage des flavonoides

Le tableau ci-dessous représente les résultats de teneur des flavonoides et des polyphénols

Tableau 7 : La teneur en polyphénol et flavonoides d’extrait aqueux des tubercules de
Bunium mauritanicum L.

Extrait Teneur des polyphénols(TP) Teneur de flavonoide (TF)

Extraitaqueux  1.14+0.90 0.273+0.214

» (TF) pg d’équivalent de la Quercétine par mg d’extrait.
» (TP) pg d’équivalent de I’acide gallique par mg d’extrait.
» Les valeurs représentent les mesures de 2 moyennes * écart type
11.1.2.3. Analyse chromatographique par HPLC (Chromatographie liquide a haute
performance)
Les résultats de séparation d'extrait aqueux de la plante Bunium mauritanicum L. par

la chromatographie liquide & haute performance HPLC est illustrée dans le chromatogramme,
(figure 20).

La comparaison des temps de rétention des standards avec ceux enregistrés dans le
chromatogramme) pour I'extrait aqueux a permis d'identifier certains composés phénoliques

dans notre extrait.

L’HPLC a permis d’identifier 9 composants (Quercetine , Acide chlorogenique , Acide
Gallique, Acide vanillique, Acide caféique, Naringine, Coumarine, Vanilline et Rutine ).
L’extrait aqueux de notre plante Bunium mauritanicum L. Est trés riche en quercétine (3698.39

ng/g d’extrait) suivi par I’acide chlorogénique (1121 pg/g d’extrait) et ’acide Gallique (150.54
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ug/g d’extrait), alors que I’acide vanillique et rutine sont les composants les moins abondants

avec des teneurs de 36.45 et 9.68ug/g d’extrait respectivement.

Tableau 8 : Temps de rétention et la concentration des composants présentant dans 1’extrait
aqueux de Bunium mauritanicum L.

Figure 20 : Profil chromatographique par HPLC de I’extrait aqueux de Bunium mauritanicum
L. 1- Acide Gallique,2- Acide chlorogenique,3- Acide vanillique,4- Acide caféique,5-
Vanilline,6- Coumarine,7- Rutine,8- Naringine,9- Quercetine

52



Chapitre 11

Résultats et discussion

11.1.2.4. Les activités biologiques

11.1.2.4.1. L activité antioxydant : Test de piégeage du radical libre DPPH

Nous exprimons nos résultats en pourcentages de 1’activité antioxydant. L’évaluation

de I’activité antioxydant d’extrait de la plante ont été fait en comparais Bunium mauritanicum

L. on avec I’acide ascorbique (le standard antioxydant).

Les résultats de I'activité antioxydant des tubercules de notre plante, sont représentés

dans le figure21 suivant :

y=3.863x +0.060

R2 =0.920

0,6

0,5 ) 4
N~
o
o 0,4 <
D
2023
g /
S 0,2
a ‘/
©

0,1

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
concentration en g
Figure 21: Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour dosage des antioxydants.

e Pourcentage d’inhibition

Figure 22 :

100
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60 o
40 Ld

20

pourcentage d'inhibtion %
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concentration en mg

Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’acide ascorbique.
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Figure 23 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de |’extrait.

. Détermination d’ICsp

Les résultats d’IC so de 1’extrait et le standard sont représentés dans le tableau 11.
Selon ces résultats 1’extrait de Bunium mauritanicum L. a montré une activité anti-radicalaire
modérée. Le standard (acide ascorbique) avec ICso de 0.08 mg/ml présente la meilleure activité

antioxydante.

Tableau 9 : Valeurs d’ICso d'extraits de Bunium mauritanicum L. et de I’acide ascorbique.

Extrait 0.6
Acide ascorbique 0.06
11.1.2.4.2. L’activité anti inflammatoire

11.1.2.4.2.1. Inhibition de la dénaturation des protéines

Les résultats d’inhibition de la dénaturation de BSA par ’extrait et le standard sont
représentés dans la figure 24.

Nous exprimons nos résultats en pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA
par I’extrait de Bunium mauritanicum L. en comparaison avec le standard (diclofenac sodium).
Ils on a observé que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA par I’extrait est plus

élevé que le standard.
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Figure 24 : Les pourcentages d'inhibitions de la dénaturation de BSA par I’extrait et le
standard Diclofenac sodium (I'acide 2-éthanoique).

11.1.2.4.2.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges

e Test d’hémolyse induit par la chaleur

Les valeurs des absorbances obtenues sont convertie la membrane des érythrocytes par
I’application de la formule décrite dans la méthodologie.
Une concentration unique est utilisée (100pg/ml) pour les extraits et le controle positif
(L’aspirine). Les pourcentages de stabilisation de la membrane des globules rouges sont
présentés dans la figure 25.
Nous exprimons nos résultats en pourcentage de I’effet de 1’extrait sur la stabilisation de la
Bunium mauritanicum L. membrane des globules rouges contre 1’agent dénaturant (la chaleur)
par I’extrait avec les différentes concentrations. On a observé a une augmentation pourcentages

de stabilisation de la membrane des érythrocytes avec les concentrations d’extrait en parelle.
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Figure 25 : Les pourcentages de stabilisation de la membrane des érythrocytes contre
la chaleur par les extraits et le standard (Aspirine).

11.1.2.4.3. L’activité antidiabétique

Le pouvoir inhibiteur de I’activité d’enzyme 1’a-amylase en présence de l'extrait de

Bunium mauritanicum L. et de I'acarbose est présenté dans la figure 26.
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Figure 26 : Les pourcentages d’inhibition on de I'a-amylase de I'extrait Bunium
mauritanicum L. et de I’acarbose.
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11.1.2.4.4. L’activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I'extrait de Bunium mauritanicum L. et de
sont présenté dans la Tableau 10. On a observé I’absence d’interaction entre 1’extrait et les

bactéries étudiées.

Tableau 10: Résultats de la zone d’inhibition en fonctions des différentes des souches
bactériennes.

Extrait 5
Souches
E.Colli R R R R
K.pneumonie R R R R

R : résistance
11.1.3. Etude in vivo
11.1.3.1 Les effets des traitements sur les parameétres biochimiques et le stress oxydatif

11.1.3.1.1. Effet des traitements sur les hormones thyroidiennes

Les résultats présentés dans la figure (27) montrent une augmentation hautement
significative (p<0,01) du taux de T3 et une augmentation non significative (P > 0.05) de taux
de T4 et de TSH de groupe exposé au linuron (200mg/kg/ jour) par rapport au groupe témoin
(T). Ainsi le traitement des rats (M2) 20 j par le pesticide (200mg/kg/ jour) suivi par 10j par
I’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. (200 mg/kg/jour) provoque une augmentation
significative (p <0.05) de taux de T3 et une diminution non significative (P > 0.05) de taux de
T4 et TSH par rapport au groupe traité par le pesticide linuron seul (M1).
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Figure 27 : Effet des traitements par 1’extrait aqueux Bunium mauritanicum L. et le
pesticide Linuron sur les hormones thyroidiennes chez le groupe témoin et les groupes
expérimentaux
11.1.3.1.2. Effet des traitements sur les TGO et TGP

Les résultats présentés dans la figure (28) : montrent une augmentation non significative
(P > 0.05) du taux de TGO et une diminution non significative (P > 0.05) de taux de TGP de
groupe exposé au linuron (200mg/kg/ jour) par rapport au groupe témoin (T). Ainsi le
traitement des rats (M2) 20 j par le pesticide (200mg/kg/ jour) suivi par 10j par I’extrait aqueux
de Bunium mauritanicum L. (200 mg/kg/jour) provoque une augmentation non significative
(P > 0.05) du taux de TGO et TGP par rapport au groupe traité par le pesticide linuron seul
(M1).
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Figure 28 : Effets des traitements par 1’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. et le

o
o

pesticide Linuron sur les enzymes hépatiques (TGO/TGP) chez le groupe témoin et les
groupes expérimentaux

11.1.3.1.3. Effet des traitements sur la créatinine et ’urée

Les résultats présentés dans la figure (29) : montrent une diminution non significative
(P > 0.05) de taux de créatinine et urée de groupe exposé au linuron (200mg/kg/ jour) par
rapport au groupe témoin (T). Ainsi le traitement des rats (M2) 20 j par le pesticide (200mg/kg/
jour) suivi par 10j par I’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. (200 mg /kg /jour provoque
une diminution significative (p <0.05) de taux créatinine et une augmentation hautement
significative (p<0,01) du taux de urée par rapport au groupe traité par le pesticide linuron seul
(M1).

Créatinine (mg/l) Urée (g/)
12 1 .
10
NS 0.8
8 * NS
0,6
6
4 0,4
2 0,2
0 0
T M1 M2 T M1 M2

Figure 29 : Effets des traitements par I’extrait aqueux Bunium mauritanicum L. et le
pesticide Linuron sur 1’urée et la créatinine chez le groupe témoin et les groupes

expérimentaux.
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11.1.3.1.4. Effet des traitements sur les paramétres hématologiques

Les résultats présentés dans la figure (30) : montrent une diminution non significative
(P > 0.05) de taux de HGB, RBC et WBC de groupe exposé au linuron (200mg/kg/ jour) par
rapport au groupe témoin (T). Ainsi le traitement des rats (M2) 20 j par le pesticide (200mg/kg/
jour) suivi par 10j par I’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. provoque une diminution
non significative (P > 0.05) de taux de HGB et une augmentation hautement significative
(p<0,01) du taux de RBC et WBC par rapport au groupe traité par le pesticide linuron seul
(M1).

16 hémoglobine (g/dl) Hematies (107°6/ul)
14 9
NS 8

12 NS 7 NS ke
10 6
8 5
6 4
3
4 2
2 1
0 0

T M1 M2 T M1 M2

Leucocytes (1073/ul)

**
I NS I
T M1 M2

Figure 30 :  Effet des traitements par 1’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. et le
pesticide Linuron sur les paramétres hématologiques (HGB/WBC/RBC) chez le groupe
témoin et les groupes expérimentaux

O R, N W &~ 01 O N O ©
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11.1.3.1.5. Effet des traitements sur les paramétres de stress oxydant : la peroxydation
lipidique (MDA)

Les résultats présentés dans la figure (31) montrent une diminution non significative (P
> 0.05) de concentration de MDA de groupe exposé au linuron (200mg/kg/ jour) par rapport
au groupe témoin (T) dans le foie et une augmentation non significative (P > 0.05) de
concentration de MDA dans les reins . Ainsi le traitement des rats (M2) 20 j par le pesticide
(200mg/kg/ jour) suivi par 10j par I’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. provoque
une augmentation non significative (P > 0.05) de concentration de MDA dans le foie et une
diminution non significative (P > 0.05) de concentration de MDA dans les reins par rapport au

groupe traité par le pesticide linuron seul (M1).

MDA (numol/mg de

proteine)(foie) MDA (pmol/mg de

proteine)(Reins)

0,6 0,6 NS
0,5 NS
0,4 0,4
0,3
0,2 NS NS 0.2
0,1 - '

0 0

T M1 M2 T M1 M2

Figure 31 : Effet des traitements par (I’extrait aqueux Bunium mauritanicum L. et
pesticide Linuron ) au groupe T, M1, M2 sur Variation de la peroxydation lipidique au
niveau le foie et les reins.
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Tableaull : Concentration sérique des parametres biochimiques et stress oxydatif (MDA)

Résultats et discussion

chez le groupe témoin et les groupes traités (M1/M2).

Paramétres

Lot 1(T)

Lot2(M1)

Lot3(M2)

Moy= 6 Moy= 6 Moy= 6
(T3)(pmol/ml) 5.26+0.028 5.44+ 0.057" 6.11+0.35*
(T4)(pmol/ml) 18.97+1.65 20.54+2.17N° 17.60+1.86N°
(TSH)(UUl/mI)  0.006+0.003 | 0.015+0.002"° 0.012+0.003N°
TGO (U 248.4+46.009 252.6+46.907"° 263.4+31.926M°
TGP (U/l) 76.2+22.52 49.8+8.64\° 50.75+11.53N°
Urée (g/l) 0.584+ 0.576+0.042N° 0.84+0.080""
0.092
Créatinine (mg/l)  8.63+0.15 8.14+0.35M° 7.1+0.74"
Hématies (1076/pl)  7.615+0.855  6.54+0.05N° 7.03+0.101™
Leucocytes 5.43+0.77 5.17+0.73 NS 7.8+0.17
(1073/ul)
Hémoglobine (g/dl) 12.3+1.8 11.35+0.35M° 10.83+0.115"°
MDA (umol/mg de = 0.35+0.20 0.16+0.040N° 0.17+0.02N°
protéine) dans le
foie
MDA (umol/mg de 0.18+0.13 0.37+0.29"° 0.27+0.12"°
protéine) dans les
reins

11.1.4. Etude histologique

11.1.4.1. Etude histologique de foie

La Structure histologique du foie chez les rats du lot témoin est représentée dans la
figure 32. Les résultats montrent des hépatocytes de taille normale avec un noyau rond.
L’observation microscopique du foie des rats traités par le pesticide révéle une modification
cellulaire bien visible, qui traduit par une nécrose lobulaire hépatique et une conjonction
vasculaire(M1). Alors que 1’étude histologique du foie des rats traités par I’extrait aqueux de
Bunium mauritanicum L. , présente des hepatocytes souffrantes, avec des nécrose hepatocytaire

moins important.
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Figure 32 : Observation microscopique d'une coupe histologique du foie chez les rats de
différents lots (T, M1 et M2) (x40) (Photos originales, 2022).

11.1.4.2. Etude histologique de cceur

L’observation microscopique des coupe histologiques du cceur des rats non traités
témoin présente une bonne structure histologique (aucune modification) (figure 33). Les
observations microscopiques de coeur des rats traités par linuron seul et linuron + 1’extrait
aqueux de Bunium mauritanicum L. (M1 et M2) montrent des changements au niveau la

structure des cardiomyocytes (allongement des cellules cardiaque).

Figure 33 : Observation microscopique d'une coupe histologique du cceur chez les rats de
différents lots (T, M1 et M2) (x40) (Photos originales, 2022).

11.1.4.3. Etude histologique des reins

L’observation microscopique des coupe histologiques des reins des rats non traités
témoin présente une bonne structure histologique (aucune modification) (figure 34). Les
observations microscopiques de cceur des rats traités par linuron seul et linuron + I’extrait
aqueux de Bunium mauritanicum L. (M1 et M2) montrent des changements au niveau la
structure histologique avec la présence des inflammations.
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Figure 34 : Observation microscopique d'une coupe histologique des reins chez les rats de
différents lots (T, M1 et M2) (x40) (Photos originales, 2022).

11.1.4.4. Etude histologique de thyroide

La structure histologique de la thyroide du témoin présente des follicules qui
contiennent des cellules folliculaires, formant une cavite contenant a la Colloide (CI) qui est un
milieu de stockage des hormones thyroidiennes. L'observation microscopique de la thyroide
des rats traités par linuron réveéle qu’une partie d’un parenchyme thyroidien comprenant de
nombreuses cellules folliculaires (F) de taille variable. Alors que I’étude histologique du
thyroide des rats exposé a linuron puis traités par 1’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L.
, montre des follicules (F) qui sont bordés par un épithélium uni stratifié cubique qui contient
des cellules folliculaire (CF).

Figure 35: Observation microscopique d'une coupe histologique de la thyroide chez les
rats de différents lots (T, M1 et M2) (x40) (Photos originales, 2022).

2. Discussion

Les plantes médicinales aujourd’hui sont une source importante des médicaments
essentiels, car ils contiennent des métabolique secondaire : tannins, glucosides, flavonoides,
saponines, résines, etc., et. Plusieurs chercheurs s'intéressent actuellement a ces molécules en

raison des bienfaits sur la santé humaine peut apporter qui ne peut étre chimiquement compensé.
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Dans cette étude, nous visons a étudier 1’effet thérapeutique du telghouda sur la fonction
de la glande thyroide chez les rats exposée a I’herbicide linuron.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que le rendement d’extrait aqueux
obtenu de la plante Bunium mauritanicum L. est de I’ordre de 12.995%.

Dans une autre étude réalisée par (El kolli et al, 2017), qui ont travaillé sur ’espéce B.
incrassatum et B. alpinum les rendements par hydro-distillation de B. incrassatum B. alpinum
sont de 0,09% et 0,1% respectivement. Dans 1’étude de (Sharififar et al, 2010) qui ont travaillé
sur I’espéce Bunium persicum le rendement de I’extrait méthanolique est de 7.4% et I’extrait
aqueux est de 1.3%. Ainsi, I’étude menée par (Karouche et al, 2020) montre un pourcentage
de I’ordre de 7,81% de I'extrait méthanolique et 6,79 % de l'extrait aqueux obtenus a partir des
tubercules de Bunium mauritanicum L. récoltés de la région Ain Dis de la wilaya d'Oum El-
Bouaghi. Cependant, ces résultats sont trés faibles par rapport a nos résultats.

Les résultats de 1’étude de (Korra et Selmi, 2020) qui ont travaillé sur 1’espéce B.
mauritanicum L. montrent un rendement d’extraction éthanoique de 12.9% et acétonique de 15
% et aqueux de 23.4%. Ces résultats sont supérieurs par rapport a nos résultats.

Ces difference entre les résultats de rendement d'extraction peuvent étre du : de l'origine
de la plante, de I’espéce végétale, de 1’organe utilisé dans 1’extraction, le temps d'extraction, la
nature des solvants .... .

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur la plante Bunium
mauritanicum L. montrent la présence des alcaloides, des polyphénols, des flavonoides, des
composés réducteurs et des terpénoides .Par contre, nous avons remarqué une absence des
stéroides et des tanins et des saponines.

Dans étude de (Korra et Selmi, 2020) qui ont travaillé sur I’espece B. mauritanicum L.
ont obtenu les mémes résultats. Par contre (Lebouazid et Meziani ,2020) qui ont travaillé sur
les feuilles de ’espéce Bunium mauritanicum L. ont déclaré la présense des huiles volatiled,
des flavonoides, des aglycones, des anthracenosides, des coumarines, des polyuronides, des
tanins, des alcaloides, et des saponines. La présence des flavonoides et des tanins est signalé
par (Sharififar et al, 2010) qui ont travaillé sur 1’espéce Bunium persicum, On conclue que,
solen des résultats obtenus lors de la présente étude, nous déduisons que les tubercules de notre
plante renferment la plupart des grandes familles des métabolites secondaires.

Le teneur en polyphénols et en flavonoides était estimé a 1.14+0.90 mgeAG/mg et
0.273+0.214mg EAG/ mg respectivement. Dans 1’é¢tude de (Karouche et al, 2020) qui ont
obtenu la teneur en polyphénols totaux d'extrait aqueux de I’ordre de 22.365+8.547ug EAG/mg,
et ’extrait méthanolique de I’ordre de 89.442+5.95ugEAG/mg. Dans I’étude de (Toul et al,
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2022) qui ont travaillé sur 1’espece de Bunium incrassatum, qu’il obtenu la teneur en
polyphénols totaux d’extrait aqueux est de 1’ordre de 101.25+£3.64 mg EAG/g d’extrait.
(Karouche et al, 2020) ont obtenu des teneurs en flavonoides totaux d'extrait aqueux et I’extrait
méthanolique de I’espéce de Bunium mauritanicum L. ont de I’ordre de 0.832+0.158 pg
EAG/mg, 4.031+£0.141 pg EAG/mg respectivement. Ainsi, (Toul et al, 2022) ont travaillé sur
I’espéce de Bunium incrassatum, ils obtenu un teneur en flavonoides totaux d’extrait aqueux
est de ’ordre de 46.61 +0.91mg EAG/g d’extrait. Ces résultats, de (Karouche et al ,2020) et
(Toul et al, 2022), sont élevées par rapport a nos resultats.

Cette différence dans les niveaux de phénol et de flavonoide peut étre due a la méthode
d’extraction ainsi que le type de plante, la partie utilisée, conditionnels environnementales,
climatiques et la période expérimentale (Atmani et al, 2009).

Il a été prouveé que les teneurs en phénols totaux et en flavonoides sont élevées lorsque le milieu
de vie de la plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des métabolites
secondaires afin de s'adapter et de survivre (Apak et al, 2007).

L’HPLC a permis d’identifier 9 composants dans ’extrait aqueux de la plante Bunium
mauritanicum L, (Quercetine, Acide chlorogenique, Acide Gallique, Acide vanillique, Acide
caféique, Naringine, Coumarine, Vanilline, Rutine). On a observé que notre extrait est trés riche
on querceétine (3698.39 pg/g d’extrait) suivi par acide chlorogénique (1121 pg/g d’extrait), et
Acide Gallique (150.54 pg/g d’extrait), alors que 1’acide vanillique (36.45 ng/g d’extrait) et
Rutine (9.68 pg/g d’extrait) présentent en faible concentrations.

(Toul et al, 2022) , qui ont travaillé sur 1’extrait méthanoique de I’espéce de Bunium
incrassatum, ont identifi¢ dans I’extrait méthanoique 6 composant: acide gallique, acide
caféique, acide chlorogénique, acide syringique , acide ferulique et Hesperetin, et 7 composant
dans I’extrait d’éther de pétrole: acide ellagique , , acide P- coumarique , et acide sinapique ,
catéchine , quercétine , kaempférol , naringénine .

L’acide gallique est un composant phénolique considéré comme un antioxydant potentiel, et un
inhibiteur puissant des champignons, des bactéries, et de certains virus. (Benyahia, 2017). La
quercétine est I’un des flavonoides les plus actifs (flavonols), elle est retrouvée naturellement
dans plusieurs fruits et Iégumes .De nombreuses études in vitro ont dévoilé que le quercétol est
un excellent antioxydant en raison de sa puissante capacité a sequestrer les radicaux libres par
ses formes glycosylées plus que 1’aglycone. En outre, ce flavonol a fait preuve aussi de la
capacité a empécher 1’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) en piégeant les
radicaux libres. Ceci pourrait éviter le risque d’athérosclérose, du cancer et certaines maladies

cardiovasculaire (Hamideche et Nacer ,2015).
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On a trouvé la valeur d’1Csp d’extrait (0.6 mg /ml) plus élevé par rapport la valeur d’ICso
de control « acide ascorbique » (0.06 mg/ml). Plus la valeur d’ICsq est petite, plus l'activité
antioxydante d'un composé est grande. Notre extrait a montré une activitéanti-radicalaire
modérée. Le standard (acide ascorbique) avec ICso de 0.08 mg/ml présente la meilleure activité
antioxydante.

Dans 1’étude de (Sharififar et al, 2010), sur la plante Bunium persicum collecté de Iran,
l'activité antioxydant des différents extraits trouvé est de : extrait de chloroforme 79,6 + 6,2 pg/
ml ; extrait aqueux 49,8 £+ 4,1 pg/ ml ; extrait d'éther de pétrole 45,7 + 3,6 pg/ ml ; extrait
méthanoique 36,1 + 2,8 ug/ ml ; Huile essentielle 23,4 & 1,6 pg/ ml). Ainsi, El kolli et al. (2017),
qui étudiée deux plante algérienne, ont trouve que les huile essentielle et 1’extrait méthanoique
de B. incrassatum a une activité de 38,52 + 2,40 pg/ ml et 55.77+3.25 pg/ ml respectivement et
pour la plante B. alpinum des valeurs d’ICsode 21.85 + 1.32 pug/ ml > 800 pg/ ml respectivement.
Ces valeurs des activités antioxydant (1Cso) sont élevées, on comparant ces résultats de valeur
d’ICsp avec nos résultats.

L’augmentation ou la diminution de 1’efficacité antioxydant revient a la structure, la qualité et
la concentration des composées phénoliques dans les tissus des plantes, ainsi que la localisation
et les propriétés climatiques de la région d’échantionnage et le solvant et la méthode de
I’extraction.

Selon les résultats obtenus, on a observé que le pourcentage d’inhibition de la
dénaturation de BSA par ’extrait est plus élevé que le standard (diclofenac sodium). Mais
I’effet de dénaturation de D’extrait est inversement proportionnel a la concentration. Le
pourcentage d’inhibition le plus élevé pour I’extrait aqueux (84.08%) est obtenu avec la
concentration plus faible (0.1953 mg /ml). Ces résultats coincident avec les résultats de
(Williams et al ,2008) qui ont trouvé que I’activité anti dénaturante, des composés naturels
isolés a partir des plantes, est plus importante lorsque la concentration est faible.

En conclues que I’extrait de B. mauritanicum L. présente un pouvoir anti inflammatoire tres
important.

Selon les résultats obtenu, nous observons que le pourcentage de I’effet de 1’extrait sur la
stabilisation de la membrane des globules rouges contre 1’agent dénaturant (la chaleur) par
I’extrait avec les différentes concentrations (0.312, 0.625 ,1.25 ,2.5 mg/ml) est faible par
rapport au control, par contre pour les concentrations (5 et 10 mg /ml) I’effet est plus élevé que
le control. Donc I’activité anti hémolytique augmente avec 1’augmentation de la concentration

soit pour Aspirine ou pour les extraits.
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On conclues, I’activité anti hémolytique est fortement dépendante aux concentrations d'extrait,
plus I’extrait est concentré, plus le pourcentage d’activité est éleve.

Le pourcentage de I’inhibition de I’a-amylase de 1’extrait est faible en comparons avec
le control «acarbose». Le pourcentage de I’inhibition de 1’a-amylase augmente
proportionnellement avec l'augmentation de la concentration soit 1’extrait ou pour le control.
Selon (Berriha et al, 2019), les inhibiteurs de I'a-amylase agissent comme un anti-nutriment
qui entrave la digestion et I’absorption des hydrates de carbone. Ils se lient a 1’alpha-liaison du
polysaccharide et empéchent la rupture du polysaccharide en mono et disaccharide. Il a été
proposé que la suppression de l'activité de ces enzymes digestives retarde la dégradation de
I'amidon et oligosaccharides, ce qui entrainerait a son tour une diminution de I'absorption du
glucose et par conséquent, la réduction de I'élévation du taux de glycémie postprandiale.

Par conséquent, la plante Bunium mauritanicum L. Présente un effet inhibiteur important sur
I’activité enzymatique de I'a-amylase d’ou un pouvoir antidiabétique.

A partir des résultats obtenus de 1’étude de I’activité antimicrobienne lors de cette étude, nous
observons 1’absence d’interaction entre 1’extrait et les bactriens. Donc notre extrait n’exerce
plus d’activité antimicrobienne contre E. Colli et K. pneumonie.

(Karouche et al, 2020) ont trouvé une activité antibactérienne (E. coli, Staphylococcus
aureus, pseudomonas aeroginosa) de 1’extrait aqueux et méthanoique de la méme plantes.

Par conséquent ,la variation de 1’activité antimicrobienne de notre extrait et I’extrait de
Karouche explique la variation de leur méthode de I’extraction et la composition chimique et
la concentration de 1’extrait .

Les résultats de 1’étude in vivo ont montré une augmentation hautement significative de
la T3, et non significative de T4 et TSH chez les rats traités par le pesticide linuron a une
concentration de (200 mg/kg/ jour) pendant 20 jours. L'augmentation de TSH peut étre due a
I'effet du pesticide sur des récepteurs sur I'hypophyse, et donc une augmentation de TRH
(Thyrotropin Releasing Hormone), ce qui provoque une augmentation de (TSH) (Rathore et
al, 2002).

L’¢tude de (Cook et al, 1993) montre que I’exposition des rats a linuron (200
mg/kg/jour) pendant 14 jours provoque une perturbation de L'axe hypothalamo-hypophyso-
thyroidien. (Shady et El-Deen et al, 2010) et (Mahjoubi —Samet et al, 2005) ont déclaré que
les troubles de la glande thyroidienne induit par le pesticide malathion s’explique par un défaut
du récepteur thyroidien et ceci est confirmé par (Mnif et al, 2011), qui a signalé la liaison
compétitive des agoniste des récepteurs des hormones thyroidiennes. (Schmutzler et al, 2007)
stipule que le linuron est un agoniste des récepteurs des hormones thyroidiennes.
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Le traitement des rats par I’extrait de Bunium mauritanum L. aprés 1’exposition a linuron
provoque une diminution non significative du niveau de TSH et de T4 et une augmentation
significative de taux de T3 par rapport a lot exposé a linuron seul.

Les cellules hépatiques participent a une variété d'activités métaboliques et contiennent
un grand nombre d’enzymes. Parmi ceux-ci, ASAT et ALAT sont couramment utilisés comme
des marqueurs biologiques de lésion hépatique (Okeke et al, 2014).

Les résultats de la présente étude ont indiqué des variations non significative du taux
des enzymes hépatiques I'ASAT et ALAT pour le groupe traité avec du linuron a une
concentration de (200 mg/kg/jour) pendant 20 jours. Ces résultats controversent avec ce qui a
été trouvé par (Coban et al ,2014), (Medila et al ,2021), et (Kalender et al, 2010), qui ont
confirmé une augmentation significative du niveau des enzymes hépatiques (ASAT.ALAT)
lorsque les rats étaient traités avec d’autre pesticide. Les niveaux élevés d'enzymes hépatiques
expliquent les dommages et les inflammations qui se sont produits dans le tissu hépatique. Pour
cette étude en raison de 1'effet toxique modéré du pesticide, I’augmentation de ces enzymes est
non significative.

(Whitehead et al, 1999), a mentionné que le niveau élevé de I'enzyme ASAT dans le serum
est di a l'effet toxique du pesticide sur les cellules hépatiques et cardiaques, qui sont les
principaux producteurs des deux enzymes.

Une variation non significative du taux d'ASAT et d'ALAT lors du traitement des rats avec
I'extrait de Bunium mauritanum L. apreés 20 jours de traitement par linuron par rapport au groupe
exposé a linuron seule. Contrairement aux résultats qui ont été confirmé par (Dou et Guedda,
2019), (Nesba et Henka ,2018) et (Medila et al, 2017) ou une diminution significative de ces
enzymes apres leurs augmentations, suite a un traitement des rats intoxiqué, par un extrait
végétal.

Les résultats de cette étude aussi ont montré une diminution non significative des taux
d'urée et de créatinine chez les rats traités avec Linuron a une concentration de (200 mg/kg/jour)
pendant 20 jours. Contrairement a ce qui a été trouvé par (Mossalam et al, 2011) et (Mill
Mehri ,2008) dans les résultats de leurs études, lors du traitement des rats avec le malathion
qui a provoque une augmentation de l'urée et de la créatinine.

Apres 20 jours de traitement avec le pesticide linuron, ce qui a entrainé une
augmentation hautement significative de I'urée et une diminution significative de la créatinine.

Les résultats de notre étude ont indiqué une diminution non significative du taux
d’hémoglobine, des globules rouges et des globules blancs chez les rats traités avec un pesticide
linuron a une concentration de (200mg/kg/jour ) pendant 20 jours.
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Ces résultats étaient en accorde pour I’hémoglobine et des globules rouges, avec ce qui
a eté trouvé par (Al-Attar et Al-Taisan, 2010) lorsqu'ils ont traité leurs rats avec un pesticide
malathion, ce qui contredit le nombre de globules blancs. La diminution des globules rouges
peut s'expliquer par I’effet les radicaux libres résultant du stress oxydatif di a I'effet du pesticide
Linuron. La diminution de I'némoglobine est due a une augmentation du niveau de destruction
des globules rouges ou a une diminution du niveau de leur formation. Quant a la diminution
des globules blancs, elle indique I'effet du pesticide Linuron sur le systeme immunitaire.

Les traitements des rats par I'extrait de Bunium mauritanicum L. & une concentration de
(200 mg/kg/jour) aprés 20 jours de traitement avec le pesticide Linuron, a provoqué une
augmentation hautement significative des globules blancs suite a I'effet de I'extrait (Bunium
mauritanicum L.) sur la stimulation de la production des globules blanc, ainsi que son activité
anti inflammatoire. L’augmentation significative des globules rouges ont indiqué 1'efficacité
de I'extrait de Bunium mauritanicum L. contenant sur l'activité anti hémolyse.

Le stress oxydant au niveau cellulaire traduit par une augmentation de la

malondialdéhyde (MDA), produit de la peroxydation lipidique des membranes (Pelletier et al,
2004). Les résultats de notre etude ont indiqué une diminution non significative de (MDA)
hépatique et une augmentation non significative de (MDA) rénal chez les rats traitée au
pesticide linuron a une concentration de 200mg/kg/jour pendant 20 jours. Contrairement,
Elzoghby et al, (2014) ont prouvé une augmentation significative de la (MDA) chez les rats
traitée au pesticide malathion a concentration 50 mg/kg pendant 28 jours .et avec (Ogur, 2005)
I’lorsqu’ils ont traité les rats avec le pesticide le mancozébe.
L’exposition au pesticide Linuron ne provoque pas de stress oxydatif dans le foie, contrairement
a ce qu’il a confirmé par (Fortunato et al, 2006) ou le malathion a une affinité pour les lipides
et interagit ainsi avec les composants des membranes cellulaires, ce qui induit la formation de
peroxydation lipidique. Une augmentation non significative de MDA dans le foie et une
diminution non significative dans les reins chez les rats traitée de 1’extrait de Bunium
mauritanicum L.) Apres 20 jours de traitement au Linuron par rapport a M1 est un indice
d’absence d’effet de I’extrait de Bunium mauritanicum L.) sur le foie et les reins.

Les altérations histologiques observées au niveau des hépatocytes de rats traité par
linuron et ceux traités par Bunium mauritanicum L. sont caractérisées par 1’apparition des
nécroses, des conjonctions vasculaires marquées et par des inflammations. Des changements
au niveau de la structure des cardiomyocytes ont été enregistrés aussi chez ces lots. Ces
dommages pourraient étre dus probablement a la génération de radicaux réactifs et la
peroxydation lipidiques induit par des produits toxiques (Necib et Zekri, 2020).
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L’observation microscopique des coupes histologiques des reins révele des inflammations
chroniques. Les inflammations chroniques sont citées parmi les circonstances de formation des
fibroses (Belkacemi et Khadir ,2015).

L'observation microscopique de la thyroide des rats traités par linuron révele la présence
des altérations histologiques. Les dommages de la thyroide sont dus au stress oxydatif résultant
du traitement au linuron. La production des radicaux libres résultant du stress oxydatif attaquent
la glande thyroide, causent des dommages a la membrane de la glande, une nécrose et une
dégénérescence. Les résultats de I’examen microscopique de la glande thyroide chez les rats
traité avec I’extrait aqueux de Bunium mauritanicum L. Aprés I’intoxication par le pesticide

montre une amélioration importante de structure tissulaire.
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Conclusion

Les plants médicinaux constituent une source trés importante des molécules qu’ayant
des activités biologiques intéressantes. Au cours des dernieres années, importantes études ont
été effectuées sur des plantes présentant un intérét particulier pour les plantes pharmacologiques
et cosmeétiques. Dans ce travaille, nous avons étudié I’effet de ’extrait aqueux d’une plante
Bunium mauritanicun L. sur les fonctions de la glande thyroide et certains parameétres
physiologiques chez les rats traités par un pesticide (linuron). Cet herbicide est une substance

chimique qui nuit au fonctionnement normal du systéeme endocrinien de la faune et de I'nomme.

Ou on a commencé les travaux en extrayant le tubercule de Bunium mauritanicun L. par
macération dans de I'eau distillée, pour obtenir un bon rendement qui a été estimé a 12.995%.
Le test screening photochimiques révélé la présence de flavonoides, polyphénols, alcaloides,
terpénes, et les composés de référence. Les polyphénols 1.14 mg EAG/mg E et les flavonoides
0.273mg AG /mg E ont été quantifiés. L’HPLC qui a montré 9 composants et le quercétine est

le composant le plus importent quantitativement.

Les résultats des études des activités biologiques montrent que notre extrait présente :
un potentiel anti-oxydant avec un pouvoir anti-radicalaire puissant; une activité d'anti-
inflammatoires traduit par un pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA plus élevé
que le standard ; une activité anti hémolytiqgue dose dépendantes; et une activité anti-

diabétiques qui a été confirmé a partir de test de pourcentage d’inhibition de 1’a-amylase.

Les résultats d'une étude in vivo ont montré que le pesticide et I'extrait aqueux de
Bunium mauritanicun L. ont exercés un effet perturbateurs sur les rats traduit par des troubles
de la thyroide et de quleque parametres biochimiques (l'urée et la créatine), hematologiques
(WBC, HGB, RBC) et histologiques.
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Annexesl : les appareils utilisés

Appareils
utilisés

Centrifugeuse

Les photos

Balance analytique

Spectrophotometre
UV-visible
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PH métre

Balance

Plaque chauffante
agitatrice
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Etuve

Automate

Spectrophotometre
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Annexe 2 :

Tableau : souche des bactériens

Bactéri

Concentratio

E.coli

Klebsilla pneumonie

5

10

™
~

15

20
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Annexe 3 :

Figure : injection le traitement (photo originel )
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Annexe 4 :

Figure : sacrifice et prélevement de sang (photo original
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