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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement,
I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont
recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire
(Zeghab, 2009).

On pourrait penser que la longue tradition d' usage empirique du regne veégétal ait
permis de déterminer précisément les propriétés de toute les plantes connus. Cependant, les
études scientifiques récentes ne les ont pas toute validés. A I'inverse, le nombre de plantes
d'usage traditionnel n'ont pas encore fait |I'objet de recherches approfondies. Notre
connaissances des véritables vertus des plantes reste donc tres fragmentaire (Viala et Botta,
2005).

Mais malheureusement, les plantes parce qu’elles sont naturelles, sont considérées a
tort comme non dangereuses, et les gens les utilisent dans des contextes tres variés et
nombreux. (Rhalem et al., 2010).

Il est donc indispensable d'identifier les composes chimiques présents dans ces
plantes, d’évaluer ca toxicité et de déterminer la dose a respecter lors de I’ utilisation afin
d éviter toute atération ou atteinte fonctionnelle humaine ou animale, car mal dosées, les
plantes qui ont le pouvoir de vie, peuvent aussi avoir un pouvoir de mort (Viala et Botta,
2005).

A l'origine, il n’existe pas de définition accepté de maniére générale pour la notion de
toxique, un composé qui peut occasionner des lésions, internes ou externes, a l'organisme
humain ou animal comme la néphrotoxicité et I’hépatotoxicité , en cas de contact ou
d'ingestion d'une quantité relativement faible de graines, de racines, de feuilles, de fruits ou de
seve. Le degré de toxicité d'une plante dépend de la dose « Tout est poison, rien n’est poison
seule ladose fait le poison (paracel se 1493 1551) » (Richel, 2004)

Parmi |'inventaire des plantes médicinales, nous avons choisi d'étudier Rosmarinus
officinalis. pour I’originalité de sa prescription actuelle, et elle fait partie des plantes
meédicinales qu’ils sont en usage depuis I’ Antiquité et qui, au travers des siecles, a pu garder
une place dans l'inventaire des remedes des Tradipraticiens de tout le bassin méditerranéen
(Hoefler,1994).

]
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Le présent travail consiste a étudier la toxicité de Rosmarinus officinalis sur des souris
swiss albinos. Dans ce sens, une multitude de tests et d’ expériences ont été entrepris, des tests
in vivo sur latoxicité aigle, toxicité subchronique, et I effet préventif des polyphénols totaux

de Rosmarinus officinalis contre le diabéte induit par |a stréptozotocine.
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Chapitre | Généralités sur la plante

I.1.Généralité sur lesplantes médicinales

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur environnement et en particulier les
plantes pour se soigner. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a
leurs propriétés curative (Newmann et al., 2007).

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
['utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicinales paraissent étranges et
relevent de la magie, d'autres au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant,
toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et daméiorer la santé des hommes
(Boussahel, 2011).

Selon les estimations de I'OM S (Organisation mondiale de la santé) plus de 80 % de la
population en Afrique utilisent encore la médecine traditionnelle pour répondre a leurs
besoins de soins et de santé (L huilier, 2007). Plus de 120 composeés provenant de plantes sont
aujourd’hui utilisés en médecine moderne et pres de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur
usage traditionnel (Athamena, 2009).

Le continent africain est doté d’ une biodiversité parmi les plantes riches dans le
monde, avec un nombre trés élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aiments
naturels et pour des buts thérapeutiques (Zeghab, 2009). Parmi ces plantes, le romarin
(Rosmarinus officinalis) qui a fait I'objet de récentes recherches dans les domaines
pharmaceutique, cosmétique et agro-alimentaire (Atik-Bekkara et al., 2007).

[.2.Généralités sur la plante Rosmarinus officnalis

[.2.1.Historique

Le romarin a été utilisé depuis I’ épogue des premiers grecs et les romains, les savants
grecs portaient souvent une guirlande de I’ herbe sur la téte pour aider leur mémoire lors des
examens. Au IX ™ siécle, Charlemagne ainsisté pour que la plante se cultive dans son royal
jardin (Newmann et al., 2007).

Le romarin est cité en médecine isamique comme éant une plante médicinale
bénéfique, et au X1 ™ siécle le botaniste Ibn Albayter a décrit 1400 drogues utilisées en
Afrique du nord dans un «traités des simples » y compris le romarin (Hoefer,1994).

Au XV %M siécle Prosper Alpain a découvert les rameaux de romarin dans un tombeau
de I’Egypte ancienne (2000 avant J.C.). Le romarin apparait parmi dautres plantes
alimentaires sur des papyrus et des peintures murales a Louxor (vers 1400 avant J.C.)
(Hoefler, 1994).




Chapitre | Généralités sur la plante

L’ herbe a également été I'objet de nombreux poémes, et au XVI°™ siécle que le
romarin a éé mentionné dans cing des pieces de William Shakespeare (Hostettman, 2013).1
est devenu célébre dans ce siecle avec lalégende selon laguelle la reine Elisabeth d’Hongrie,
malade et a un &ge avance, aurait retrouve la santé et la jeunesse grace aux vertus de I’ eau de

jouvence crée par un mélange alcoolique qui contenait du romarin (Silberfeld, 2012).

[.2.2.Etymologie

Le nom latin rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé «ros »de la
rosée et «marinus », marins (embruns), indiquant que le romarin ne s éloignait pas trop de
la cote. On a affirmé que cette interprétation est un produit d'éymologie traditionnelle
(Makhloufi, 2009).

Une autre interprétation de son nom scientifique dit que “ros’ provient du grec rhops
qui signifie «arbuste » et marinus dérive de myrino qui signifie « aromatique », aors sa
signification serait “arbuste aromatique”. (Athamena, 2009).

D’autres noms sont connus comme : herbe-aux-couronnes, romarin des troubadours,

bouquet-de-la-vierge et rose de mer (Grassart et al, 2008).

[.2.3.Description botanique

Le romarin est un arbrisseau de la famille des lamiacée trés répandu sur les terrains
calcaires. Il présente un systéme racinaire assez superficiel et parfois dominant. Peut atteindre
jusqu’a 1,5 metre de hauteur, il est facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles
persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords |égérement
enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchétres en dessous. La floraison commence
dés le mois de février (ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au avril — mai (Teucher et al.,
2005).

Certaines variétés peuvent fleurir une deuxieme fois en début d’automne Elle porte

des fleurs bleues ou blanche ponctuées de taches violettes (Djeddi et al ., 2007).

FigureOl : laplante Rosmarinus officinalis
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|.2.4.Répartition géographique

L’Algérie fait partie des pays méditerranéens, par sa diversité climatique et sa
richesse en couvert végétale, le romarin fait partie des especes végétale qui se présentent a
I’ état sauvage dans les zones littorales pas trop loin de la mer, les lieux sec et arides, méme
au Sahara (Miguel et al., 2007). Donc |’aire géographique du romarin est spécifiquement
méditerranéen, il est répandu dans les pays européens, en France, en Espagne, au Portugal, on
le retrouve au Maroc, en Algérie, en Tunisie et en Libye. Il devient rare et ne se manifeste que
dans quelque station isolées en Egypte, en Isradl, Liban, a chypre, il réapparait en Turquie,
Greceet Italie (Vermaet al., 2011).

[.2.5.La systématique botanique

Selon Quezel et Santa(1963), la classification de la plante est décrite comme suite :

Regne: Végéta
Embranchement: Angiospermes 1 )
// ¥ (ﬂ/ A
Sous embranchement : Spermaphytes ﬁfﬁ/' \
i/ \

Classe: Dicotylédones
Sousclasse: Astérides
Ordre: Lamiales

Famille: Lamiacées, |abiées
Genre: Rosmarinus

Espece : Rosmarinus officinalis L

Figure02 : Aspect morphol ogique de Rosmarinus officinalis
(Munné-Bosch et al., 2000).

[.2.6.Utilisation

Le romarin a pu étre utilisé dans différents domaines et différentes manieres, et parmi
ses utilisations, on cite |I’exemple de la cosmétique, I’ alimentation et parfumerie (Edoar doet
al., 2010).
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[.2.6.1. En gastronomie

Le romarin est un condiment tres apprécié et facile atrouver, il est trés utilisé dans le
bassin méditerranéen et en Angleterre pour aromatiser les viandes et on peut I'aouter a de
nombreux plats mais auss dans les eaux de cuisson des pates, du riz ou des légumes, a forte

doseil peut étre un peu amer (Jiang et al., 2011).

[.2.6.2. En cosmétique

Le romarin était I'un des principaux composants du premier parfum alcoolique connu,
et le premier parfum alcoolique dont on connaisse I'existence est |I'eau de Hongrie, alcoolat
fréquemment utilisé au XV11°™ siécle et qui pourrait dater du X1V siécle, dont le romarin
était I'un des principaux composant et I'eau de Cologne que Napoléon Bonaparte utilisé a été

faite avec leromarin aussi (Leund & Foster,1996).

L'huile essentielle de romarin rentre dans la composition de certains savons,

déodorants, dentifrices et cremes (L eund & Foster, 1996).

[.2.7.Propriétésthérapeutique du romarin

Le romarin est une herbe médicinale bien connue et considérablement évaluée,
largement répandue dans les produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle. Elle est
tres appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-oxydantes et anti-tumorales (Athamena,
2009).

[.2.7.1.Activité hypoglycémiante

Les observations apres I’ administration orale del'extrait aqueux du romarin a desrats
(rats ayant un diabete provoqué par la streptozotocine) ont clairement montré que cet extrait
exerce une activité hypoglycémiante et un meilleur profil lipidique (Aljamal & Algadi.,
2011).

[.2.7.2.Activité anti-inflammatoire

Les polyphénols sont connus pour leurs activités anti-inflammatoires par la protection
de l'oxydation des LDL cholestérol et des acides gras polyinsaturés, antiagrégants
plaquettaires par la diminution du taux des plaquettes activées ce qui limiterait le risque de
maladies cardiovasculaires (Vergé et al., 1999; Martin & Andriantsitohaina, 2002; Edeas,
2004; Stoclet, 2004).

]
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[.2.7.3.Activité antivirale
L’ évaluation del’ activité antivirale de I’ extrait commercia du romarin, aindiqué qu'il
y a une inhibition de I'infection par le virus de |I'immunodéficience humaine (HIV) aux

concentrations tres basses, qui ont étaient également cytotoxiques (Aruoma et al ., 1996).

[.2.7.4.Activité anti oxydante

L'activité anti-oxydante du romarin est connue depuis environ 30 années (Nassu et al.,
2003). En raison de ses propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté en tant
gu'une des épices qui al’ activité anti-oxydante la plus élevée (Wang et al., 2010).
La propriété anti-oxydante de romarin est vus a travers son Capacité a chélater le fer, piéger
les radicaux libres et inhiber |a peroxydation des lipides (Petiwala et al., 2013).

[.2.7.5.Activité anti cancéreuse

Gréce a certains composants (carnosol, rosmaridiphénol, rosmanol et |'acide
rosmarinique), le romarin est considéré comme une thérapie contre le cancer (Bekkara et al.,
2007).Polyphénols de romarin pour le cancer de la prostate et encore en cours d'anayse, y
compris le traitement des différents cancers. Cancer de la prostate est un exemple d'une
utilisation potentielle de romarin pour la chimio-prévention et la réduction de la tumeur
(Petiwala et al., 2013).

[.2.8.La composition chimique
Le criblage phytochimique de I'extrait éthanolique des parties aériennes du romarin a
indiqué la présence des flavonoides, des tannins et des saponines, et |’ absence des alcaloides

détecté dans I’ extrait aqueux (Gonzalez-Trujano et al., 2007).

La premiere application du systéme d éectrophorése capillare a détection
électrochimique a permis la déection de : |'hespéréting, I'acacétine, la diosmétine,
I’apigénine, la lutéoline, I’ acide férulique, I’ acide rosmarinique et |I'acide caféque dans les

extraits ethanoliques du romarin (Peng et al., 2005).

En 2006 Almela et ses collaborateurs ont identifié par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC), dans les extraits méthanoliques du romarin issus de différentes
matieres, des composés classes en trois groupes : les diterpénes, les flavonoides et les acides

phénoliques.

Uy
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En plus de ces composes, on trouve dans le romarindes huiles essentielles
(Makhloufi, 2009), et 18 éléments minéraux qui ont é&té identifié par Arselan et al (2007).

[.3.Généralités sur les composées phénoliques des plantes

Les composés phénoliques ou les polyphénols regroupent un vaste ensemble, plus de
8000molécules, divisés en une dizaine de classe chimique, qui présentent toutes un point
commun : la présence dans leur structure au moins un cycle aromatique a 6 atomes de
carbone, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles(OH) (Hennebelle,
2004).

I.3.1.La biosynthése des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux vois biosynthétiques :
o Celledel’acide shikimique

e Cdleissuedel’ acétate

[.3.1.1. Lavoiedeshikimate

La premiére réaction de cette voie est la condensation du phosphoénol pyruvate (PEP)
(produit de la glycolyse) avec I'érythrose-4-phosphate (produit par la voie des pentoses
phosphates) pour former au bout de plusieurs réactions enzymatiques I'acide chorismique, ce
dernier se transforme en acides aminés aromatiques (tyrosine, phénylalanine) qui, par
désamination, ménent aux acides cinnamiques, précurseurs de la magjorité des acides
phénol s(acides benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines, etc.) (Bruneton,
2009).

Phosphoenolpyruvate Acide chorismique

COOH
OOH COOH

oee " o |‘\OH—’ é\o/u\am

oH

Ervtrose-4-phosphate Acide shikimique

Voie shikimate -Phenvylalanine

-Tyrosine

Figure03 : Schémas représentatif de la voie shikimate (Bruneton, 2009).
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1.3.1.2. Lavoie des polyacétates
Une seconde voie de biosynthese, la voie des polyacétates est a 1’origine des poly P

cétoesters (polyacétates) qui engendrent, par cyclisation, des composés souvent polycycliques
chromones, isocoumarines, déosides, xanthones, quinones, etc (Bruneton, 2009)

1— Hydrates de carbons —1

<-Coumaroyl-CoA AcerylCoA

enylalanine — =

Ph

~——— MalonylCoA ‘J

Chrlzops m=rkatzie Chelcons synthotase + reductase

2" 4'-mihvdroxyvchalcone

&' .6-emahydroxychalcone

CHEAICONE
Chalcons — Chalcone
1S0ImmeC e oH 1S0IErase
/L/‘%\\/‘ = (‘\ />
/A >
| = \"/
< wElay
Flavanone S-desoxyilavanone
FLAVANONE
I/ ~ ~\,/‘<\ P
L ~
o
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X
S — T
r <0
o

Dihydragfiavonoi réducrase

3 hvdroxyflavane
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Cr /\)

ANTHOCYANES
-+ b ~\ ~__-C N >
O~ @ | &
| =
o

T,

3 ;4 dihydroxyfavapns
FPROANTHOCYANIDINE

l |

TANINS CONDENSES

Figure04 : Schémas représentatif de la voie polyacétate (Milane, 2004).

|.3.2.Classification des polyphénols
Plusieurs classifications ont été adoptées. En se basant sur la structure moléculaire et

le nombre d’atome de carbone, Delaveau (1988) a regroupé les polyphénols en quatre

catégories : acides phénoliques, flavonoides, anthocyanes et tannins.
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De méme O’ connell et fox(2001), ont établi une classification basées sur le nombre

d atome de carbone et |e degré de polymérisation.

[.3.2.1. Lesacides phénoliques
Les acides phénoliques ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. 1ls sont

incolores et plutdt rare dans la nature. 1ls se devisent en deux catégories:

» Acides hydroxy-benzoiques : dérivés de I’ acide benzoique, caractérisés par leur structure
squelettique C1-C6 (Tsao, 2010).lIs existent souvent sous forme d’ esters ou glycosides
(Zeghab, 2009).

» Acides hydroxy-cinnamique: dérivés de I'acide cinnamique, caractérises par leur
structure squelettique C3-C6 (T'sao, 2010).1Is existent souvent sous forme combinée avec
des mol écules organique (Zeghab, 2009).

» Lescoumarines: dérivent des acides hydroxy-cinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale (Zeghab, 2009).

|.3.2.2.Lesflavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques comprenant 15 atomes de carbone
formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de trois
carbones formant un cycle pyranne (Erland, 2002).

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possedent
tous un méme squel ette de base a quinze atomes de carbone, constitués de deux cycles en C6
(A et B), reliés par une chaine en C3 (Bruneton, 1999).

Figure05 : Structure de base des flavonoides (Athamena, 2009).
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[.3.2.3.Lesanthocyanes

Les anthocyanes ou anthocyanines (du grec anthos = fleur, kyaneos = pourpre) sont
des pigments naturels solubles dans I'eau, de teinte alant du rouge au bleu. Les anthocyanes
apparaissent principalement dans les fruits mais aussi dans les feuilles et les racines. La
biosynthese des anthocyanes nécessite des éléments chimiques de base dérivés de la
photosynthese. Leur structure de base est caractérisée par un noyau flavone généralement
glucosylé en position C3 (sava et al, 2006).

Figure06 : Structure général des anthocyanes (M azza et Miniati, 1993).

[.3.2.4.LesTannins

Les tannins sont des composés naturels des végétaux, ayant des poids moléculaires
élevés 500 a 20 000 Dalton, et une capacité de se complexer fortement avec les hydrocarbures
et les protéines (Elloutassi, 2004).

Chez les végétaux supérieurs on distingue deux groupes de tanins de structure
différentes. les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables, ou tanins condenses
(Frutoset al., 2004)..

[.3.3.La pharmacocinétique des polyphénols

Les polyphénols sont présents dans la plupart des végétaux. Leur nature chimique et
leurs teneurs sont extrémement variables d’ une espéce a |’ autre et donc d’ un aliment al’ autre
(Akroum, 2006).

Afin de comprendre les effets de la consommation des polyphénols sur la santé, il est
essentiel de connditre leur devenir dans I’ organisme une fois ingérés afin de déterminer s'ils

atteignent ou non les tissus cibles présumés (Akroum, 2006).
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[.3.3.1.Labiodisponibilité
Les effets santé des polyphénols dépendent essentiellement de leur biodisponibilité ;
cette derniére qui signifie la part d'un nutriment présent dans un aliment qui est effectivement

assimilée par I'organisme (Zegab, 2009).

Selon Wiseman (1999), |a biodisponibilité des polyphénols varie trés largement d’ une
molécule a I’ autre. Certains polyphénols sont bien absorbés a travers la barriere intestinale et
se retrouvent dans le sang. Leur concentration plasmatique est maximale environ 2 heures
apres leur consommation. Cette concentration diminue ensuite pour atteindre une valeur nulle
6 & 9 heures plus tard. Elle ne peut étre maintenue élevée que par une consommation

renouvelée au cours de lajournée.

[.3.3.2.L " absor ption et métabolisme
L’ absorption intestinale des polyphénols est d' autant plus limitée que leur masse
moléculaire est élevée (SCALBERT et al ., 2002).

La part des polyphénols qui n'est pas absorbée atravers|’intestin gréle, est cependant
meétabolisée en mol écul es aromatiques de faible masse mol éculaire par la microflore du colon.
Ces métabolites sont eux-mémes bien absorbés et apparaissent dans les urines (SCALBERT

et al ., 2002). Les taux urinaires représentent 1 a 25 % des doses ingérées en fonction de la

nature des polyphénols. Des études in vitro sur la microflore fécale humaine ont montré, que
les polyphénols complexes étaient dégradés en divers acides aromatiques, phénoliques et non
phénoliques (Akroum, 2006).
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I1.1. Notions detoxicité
1.1.1.Historique
Théophraste Von Hohenems, surnommé Parcel sus (1493-1541), commenga a remettre

en question les enseignements transmis depuis I'antiquité. A partir de la connaissance des
substances actives il créa un systéme de prescription, S opposant ainsi aux absurdes mélanges
de la médecine du Moyen &ge. En raison du succes de ses ordonnances, il fut méme accusé
d’ empoisonnement et se défendit par une phrase devenue un axiome en pharmacologie : «Si
vous voulez expliquer de facon précise I action de chaque poison, il faut alors se demander ce
qui n'est pas un poison ? Toute substance est un poison et aucune n’'est inoffensive. C'est

simplement la dose qui fait qu’ une substance n’ est pas toxique»> (L ullmann et Mohr, 2006).

[1.1.2.Définition

Traditionnellement, on qualifie de toxique un composé qui peut étre nuire a la santé
des organismes vivant, en particulier a celle des hommes. L’effet d'un toxique dépend
toujours de I’ espece et de la dose. Selon leur origine, on distingue les toxiques synthétiques et
les toxiques naturels (toxines) provenant des microorganismes, des plantes ou des animaux
(Reichl, 2004).

[1.1.3.Classification

On distingue classiqguement trois formes essentielles de toxicité : la toxicité aigie, la
toxicité a court terme (subaigiie ou sub-chronique) et la toxicité a long terme (ou chronique).
Si la toxicité est une propriété inhérente a la substance, d’ autres facteurs peuvent intervenir
pour en moduler lanature et I’ étendue (Viala et Botta, 2005).

[1.1.3.1.Toxicité aigue

Latoxicité aigte d une substance correspond aux effets indésirables qui se manifestent
aprés administration par voie orae ou cutanée d’'une dose unique, ou de plusieurs doses
réparties sur un intervalle de temps de 24 heurs ou suite a une exposition par inhaation de 4
heures (Claverie et Hedde., 2008).

Cette étude décrit les symptdmes de I’intoxication observés, compare les substances
entre elles quant a leur potentiel toxique, et détermine la dose Iétale 50 (DL50) (Boukeloua,
2009).

)
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» Ladoselétale 50 (DL 50)

Désigne la dose d' une substance qui peut causer lamort de 50% d’ une population animale
dans des conditions d’ expérimentation précises. De ce fait, la mesure de la DL50 peut établir
un classement pour ces substances plus qu’ elle est faible, plus que la substance est toxiques, et
I'inverse est juste (Reichl, 2004).

Tableau | : Echelle de la classification des substances toxiques chez les rongeurs selon
(Hodge et Sterner ,1949).

DL50 Orale Indice detoxicité
Jusgu'a Img/kg extrémement toxique
1 a50mg/kg hautement toxique

50 a500mg/kg modérément toxique
500 a 5000mg/kg |égérement toxique
5000 a 15000mg/kg presque pas toxique
Plus de 15000mg/kg relativement inoffensif

Cependant, la DL50 a une valeur tres limitée, car il ne concerne que la mortalité et ne
donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des Iésions. |l s'agit d’une
appréciation grossiere et préliminaire (premiere analyse) qui peut étre influencée par plusieurs
facteurs tels que |’ espéce animale, le sexe, I’age, le moment de traitement, etc. (L apointe,
2004).

[1.1.3.2. Toxicité sub-chronique

Lors de la toxicité sub-chronique, le xénobiotique est administré plusieurs fois
pendant une période plus longue, de 28 aux 90 jours. On cherche a définir les organes et les
fonctions touchées par ce toxique .Pour une dose déterminée I’ effet attendu peut manifester
immédiatement ou avec retard (Claverie et Hedde., 2008).

[1.1.3.3.Toxicité chronique

La toxicité chronique est définie comme étant la mise en évidence d’ effets toxiques
aprés I’administration répétée d’'une dose de la substance a tester, pendant une période de
temps longue, supérieure a 90 jours (Boukel oua, 2009).
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[.1.4. Devenir d’un toxique dans |’ organisme

Une substance qui pénétre dans l'organisme peut avoir des effets bénéfiques
(médicaments) ou néfastes (toxiques). Inversement, |I'organisme peut agir sur cette substance :
c'est le métabolisme, la réponse de |'organisme a un toxique dépend de la quantité de la
substance présente dans un tissu ou un organe. Plusieurs facteurs interviennent dans les
processus d'action toxique, notamment les phases toxicocinétiques et toxicodynamiques
(Baynes et Hodgson, 2010).

La toxicocinétique sintéresse a |’ influence gu'exerce |'organisme sur un toxique, cette
influence découle des processus conduisant a la formation des métabolites et qui gouvernent
le cheminement du toxique dans I'organisme (I'absorption, la distribution, la biotransformation
et I'dimination) (Figure 07). Autrement, la toxicodynamie sintéresse a I’ influence qu'exerce
un toxique sur l'organisme et aux facteurs qui interviennent dans la réponse toxique
(Lapointe, 2004). Ce n'est gu’ aprés cette phase que nous pourrons observer les effets

toxiques d’ une substance.

Metabolism of xenobiotics in the cell

XENOBIOTIC
(hydrophobic substrate)

glutathion,
glucoronyl-
conjugation

O RSN

Figure07 : Cheminement d un toxique dans la cellule (L apointe, 2004).

[1.1.5.0rganes cibles destoxiques

Un toxique n’affecte pas tous les organes avec la méme intensité .1ls agissent plus
spécifiguement sur certain organes (organes cibles) du fait d’ une trés grande sensibilité de ces
organes ou d'une concentration plus élevée de la molécule inchangée et/ou de ses métabolites

aleur niveau (Viala et Botta, 2005).
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Le foie et lesreins, qui ont des fonctions métaboliques et excrétoires plus importante
et bénéficient d’ une trés large irrigation sanguine, sont particulierement exposée aux toxiques.
Les substances capables de traverser la barriére hémato-encéphalique peuvent exercer leur
toxicité au niveau de systeme nerveux. Ainsi, le systéme respiratoire constitue un organe cible

pour les toxiques gazeux ou volatiles (Viala et Botta., 2005).

[1.2. Hépathotoxicité

[1.2.1.Physiologie du foie

Le foie est un organe de couleur rouge marron, il est constitué par des celules
spéciales, les hépatocytes (cellules du parenchyme hépatique) qui sécrétent une substance, la
bile (Ramé et Thérond., 2007).

Le foie est le plus volumineux, et du point de vue métabolique, |I'organe le plus
complexe du corps (Lu, 1992) .L’activité métabolique du foie a lieu dans les celules
parenchymateuses, qui présentent 80% de la masse organique; il contient également les
cellules de Kupffer qui bordent les capillaires hépathiques constituent une part essentielle du
systeme réticulo-endothélial de I’organisme. Les cellules parenchymateuses sont contiglies
aux sinus veineux, qui véhiculent le sang en prévenance de la veine porte et de I’ artere
hépatique, et aux canalicules biliaires, qui sont les plus petites ramifications de systéme
biliaire (Marchall et Bangert, 2005).

CELLULE DE KUPFFER

CAPILLAIRE
SINUSQIBE

CANAL BILIAIRE \ S50 9
\ Gy VEINE HEPATIQUE

VEINE PORTE ,1 (VEINE CENTRO-LOBULAIRE)

= ‘y" A
ARTERE— 1%\ \ T /
HEPATIQUE\ | M \\/ 7
e A
——

ESPACE PORTE

»
CANALICULE

BILIAIRE ~LAMES DE CELLULES EPITHELIALES

(HEPATOCYTES)

Figure 08 : Ultrastructure hépatique (M ar chall et Bangert, 2005).

Le foie est un organe trés richement vascularisé qui joue un rdle important dans les

métabolismes glucidique, protidique et lipidique de I’ organisme. 1l assure également un role
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majeur dans I’éimination des déchets endogenes (élimination de la bilirubine) et dans

I’ élimination des xénobiotiques, médicaments et toxiques (Gérolomi, 2007). Les principales

fonctions de foie sont résumées dans | e tableau suivant :

Tableau I1: Principales fonction de foie (M ar chall et Bangert, 2005).

M étabolisme glucidique

Néoglucogenése,

Synthese et catabolisme de glycogene.

Métabolisme lipidique

M étabolisme protéique

M étabolisme hormonal

M étabolisme des substances étrangeres

stockage

M étabolisme et excrétion de la bilirubine

Synthese des acides gras,

Synthese et excrétion du cholestérol,
Synthese des lipoproté nes,

Cétogenese,

Synthese des acides hiliaires,
Hydroxylation de lavitamine D.
Synthese des protéines plasmatiques
(Quelques facteurs de coagulation) ,
Synthése de I’ urée et de la glutamine.
M étabolique et excrétion des hormones
stéroidiennes,

M étabolisme des hormones pol ypeptidiques.
M étabolisme et excrétion

Glycogeéne,

Vitamine A,

Vitamine Biz,

Fer.

[1.2.2.Biotransformation des xénobiotiques

Le foie est placé entre le tube digestif et le reste de I’organisme ; il joue le rdle de

douane pour controler toutes les molécules absorbées. Les molécules faisant |’ objet d’un

premier passage sont généralement des xénobiotiques (molécules étrangeres a |’ organisme)

(Viala et Botta, 2005). La plupart des xénobiotiques sont lipophiles et ne peuvent étre

éliminés sans étre métabolisés au préalable en molécules plus hydrosolubles. De nombreux
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COMpOsEs sont capteés par les hépatocytes et transformés en métabolites pharmacol ogiquement

actifs ou inactifs, ou en métabolites toxiques (Viala et Botta, 2005).

On distingue dans les réactions du métabolisme hépatique deux phases; la phase |
permettent la formation d’ un métabolite plus polaire (hydrophile) par oxydations avec les
monooxygénases dépendantes des cytochromes P-450, localisées dans les membranes du
réticulum endoplasmique. La phase Il correspond a la formation d’une molécule conjuguée
éliminée dans I'urine ou la bile avec plusieurs enzymes comme les UDP-

glucuronyltransferase (Berthoin, 2000).

[1.2.3.Leslésions hépatiques
La toxicité peut s exercer sur différents organites des cellules hépatiques, conduisant
aux divers effets toxiques comme::

> Stéatose; le foie contient plus de 5% de lipide en poids qui peut étre la conséguence de
pluseurs mécanisme comme inhibition de la synthése de la moitié protéque des
lipoprotéines (M ar chall et Bangert ,2005) ;

> Nécrose hépatique ; elleimplique lamort des hépatocytes qui se produit avec la rupture de
la membrane plasmique (M ar chall et Bangert ,2005) ;

» Cholestase; modifications de la perméabilité des vois biliaires, elle est caractérise par la
présence d’infiltration de collagene dans la masse hépatique, dans laquelle une fibrose
conduit a un rétrécissement du tissu hépatique métaboliquement actif, a une diminution
hépatocellulaires et al’ obstruction du flux biliaire ;

> Lestumeurs; la plus part du temps, secondaire ; par exemple, des métastase des cancers

du grosintestin, de |’ estomac et des poumons (L u ,1994).

11.2.4.Testes hépatiques

Le bilan hépatique consiste a doser la bilirubine, les transaminases et les phosphatases
alcalines dans un échantillon de sérum. Le dosage de la concentration sérique d’ albumine peut
également avoir un certain intérét pour I’exploration d’ une maladie hépatique (Gaw et al.,
2004) .
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[1.2.4.1.Labilirubine

Le principal pigment biliaire est la bilirubine (PM=584). Elle provient de la
dégradation de I’ hémoglobine par les macrophages du systéme réticuloendothélia (cellules de
Kupffer) avec une production de I’ ordre de 300 mg par jour chez I’homme (Viala et Botta,
2005).

La fraction circulante est improprement appelée libre car non encore glucurono
conjuguée (Berthoin, 2000). Elle est capté par |es cellules hépatique est conjugué pour former
des mono- et —di-glucoronides, qui sont beaucoup plus soluble dans I’eau que la bilirubine
libre (non conjuguée). La hilirubine étant présent dans la bile et en faible quantité dans le
sérum, lorsque la bile s'accumule (probléme d'élimination), cela provoque un ictére. la
bilirubine non conjuguée ou directe, augmente les cholestase. L’ ensemble bilirubine libre +
bilirubine conjuguée constitue la bilirubine totale, le taux de la bilirubine peut augmenter
(hyper bilirubinémie), par une hémolyse des globules rouges, ou une hépatite (Gaw et al.,
2004).

[1.2.4.2.Lestransaminases

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique importante a
I"intérieur des cellules hépatiques. Leur rble est de transférer un groupe amine lors des
nombreux processus chimiques qui se déroulent au niveau hépatique, le groupement amine
d’un a-acide aminé sera transféré sur un acide a-cétonique sans la libération d’ammoniac, il
existe 2 aminotransférases ou transaminases qui sont dosés dans le serum, ALAT (Alanine
aminotransférase) ou TGO et ASAT (Aspartate aminotransférase) ou TGP, sont largement
utilisé dans la pratique clinique comme indice sensible ,quoique non specifique , de Iésion

hépatocytaires aigues, indépendante de toute considération étiologique (Gaw et al.,2004).

L’ activité ALT est plus spécifique du foie que AST, Leur augmentation refléte une
Iésion cellulaire, en particulier au niveau hépatique, cardiaque, rénal ou musculaire, les cause
des |ésions hépatique ; I'hépatite et les |ésions toxique qui peuvent accompagner un grand
nombre d’ agression pour le foie, dont un surdosage de médicament (Marchall et Bangert,
2005).
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[1.3.Néphrotoxicité

L’urine est la voie principale d’ excrétion de la plupart des toxique : le rein a un débit
sanguin élevé, les toxique sont concentré dans le filtrat, transporté a travers les cellules
tubulaire et quelques-uns sont bioactives, il s'agit d’une cible mageur d effets toxiques (L u,
1992).

[1.3.1.Physiologie desreins
Les reins sont des organes doubles qui sécretent I'urine, ils se trouvent de part et
d'autre de la colonne vertébrale a peu prés a la hauteur des fausses cotes. Ils mesurent de 9 a

12 cm de largeur et 3 cm d' épaisseur (Delmas et al., 2009).

Chaque rein est constitué d’environ 1.3x10° de minuscule néphron; les unités
structurales et fonctionnelles des reins qui assurent la formation de I’ urine. Chague néphron
comprend deux structures principales : un glomérule du rein, qui est un bouquet de capillaires,
et un tubule rénae dont I’ extrémité fermé est évasée et en forme de coupe ; elle enveloppe

completement le glomérule (M arieb, 2008).

Artériole Tube contourné Tube contourné
afférente proximal distal

Artériole
efférente

Y
Glomérule

Canal collecteur
cortical
Branche ascendante
large

Anse de Henlé Branche descendante
fine
Canal collecteur

Branche ascendante médullaire

fine

Figure 09 : Schémareprésentatif d’ un néphron (Marieb, 2008).

Une des fonctions essentielles du rein est de controler I'éimination du sel et de |I'eau
et donc d éiminer les variations du volume et de I’osmolarité du milieu extracellulaire
(Sharp et Rigina, 1998). Lerein aussi :

» Maintien laconcentration du K* extracellulaire et le pH sanguin constant ;
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> Permet |’ excrétion des produits terminaux du métabolisme (urée, acide urique) ;

» Conserve des composants essentiels (glucose, acides aminés) ;

» Joue un rble dans le métabolisme (dégradation des protéines et des peptides,
néoglucogenese) et dans la synthése de certaines hormones (rénine, érythropoiétine,

vitamine Prostaglandine) (Silberng et Despopoulos, 2008).

11.3.2.Elimination rénale

La fonction principale des riens est I’ élimination de |’ eau et des substances hydrosoluble,
le rien prend également part au métabolisme en particulier ala dégradation des acides aminés
et ala néoglucogenése, ils éiminent les déchets et le liquide en exces recueillis par le sang et

transporté par celui-ci dans |’ organisme (Viala et Botta, 2005).

Environ 190 litres de sang entrent chaque jour dans les reins par les artéres rénales, les
filtres minuscules appelés glomérule sépare les déchet de plasma sanguin, ils éiminent
automatiquement la bonne quantité de sel et d’ autre éléments minéraux pour ne laisser que de
petite quantités dont |’ organisme a besoin, les déchet et les liquide en excés quittent les riens
sous forme d'urine (M arieb,2008).

11.3.3.Néphrotoxicité

Lerein est I’un des principaux organes cibles de la toxicité induite par les xénobiotiques
du fait de ses fonctions de filtration, transport, réabsorption et métabolisme de substances
chimique .Les néphrotoxicités d'origine iatrogéne, professionnelle ou environnementale
seraient I’ étiologie la plus fréquente d’ atteinte rénale aigiie dans la population géenérale. Elles
sont généralement provoquees par |’ usage des médicaments ou par une infection (Gueguen et
al.,2012).

L’ exposition a ces substances néphrotoxiques peut induire des effets transitoires ou
définitifs et concerner les structures glomérulaires, tubulaires et plus rarement le tissu
interstitiel.

Méme s les atteintes rénales peuvent étre classées en fonction du type de structure
touchée ou du mécanisme mise en ceuvre, chaque molécule est susceptible d'induire une

néphrotoxicité par un mécanisme qui lui est propre (Gueguen et al.,2012)

1y
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I1.3.4.Testsrénales

Pour savoir si le rein fait bien son travail d’ épuration, on dose différentes substances dans
le sang afin de vérifier que leur concentration n’est ni trop haute ni trop basse. Ces substances
sont des éléments minéraux comme le sodium (Na") et le potassium (K+), on dose aussi les
protides, les bicarbonates ains que I'urée et la créatinine, composés synthétisés par

I’ organisme, et éliminés par lerein dansles urines (Viala et Botta, 2005).

11.3.4.1.L"uréeet lacréatinine

» L’urée (2H2N-CO-NH) est le diamide de I’ acide carbonique, ¢ est un déchet formeée dans
le foie a partir de la transformation des protéines alimentaire (1g de protéine donne 5.5
mmol d'urée), bien qu’'elle est un produit de déchet elle n’est pas toxique par elle-méme,
son taux de le plasma augmente, en cas d'insuffisance rénae (Friedman et Young.,
2011).

» lacréatinine est I’ acide méthyle-guanidine acétique, elle est fabriquée dans le foie a partir
de I’ acide amine glycocolle, de I’ arginine et une méthionine. Dans le sang (créatininémie)
permet une évaluation du fonctionnement du rein plus précise que I'urémie car la
créatinine est fabriquée dans le muscle et son taux sanguin dépend du fonctionnement
réna et de la masse musculaire globale. Une augmentation de la créatininémie témoigne
ains plus surement de la présence d’'un dysfonctionnement rénal qu’une éévation de

I’ urémie, sujette a de nombreuses interférences (K oolman et Roehm, 2005).

[1.4.Méthode d’ &ude delatoxicité

I1.4.1.Méhodesin vivo

Les méthodes in vivo nécessitent I’ utilisation d’ organismes vivants. Le |égislateur ordonne
des investigations toxicologiques sur les animaux de laboratoire, avant | autorisation de mise
sur le marché de nouveaux meédicaments. Les choix se portent de préférence sur les souris,
les rats, les cobayes et |les lapins issus de reproduction consanguine, et des quelques cas auss
sur d autre mammiferes. Depuis la mise en place d'une |égidation (1972), I’ utilisation

d’animaux de laboratoire est en nette régression (Reichl, 2004).

)
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[1.4.1.1.L etest DL50 (dose | étal)

Le test DL50 a été développé en 1927.Dans sa définition actuelle, la DL50 est la dose
unique d’une substance pour laguelle on attend une mortalité de 50% des animaux de
laboratoire. Mise a part le fait que pour étre sir d’un constate statistique on ait besoin de

beaucoup d’ animaux (Paramveer et al., 2010).

[1.4.1.2.L etest ««Acute Toxic Class»

L’examen de la« toxicité aigué> se fait de maniere séquentielle: on administre
d’abord une dose d orientation, a chague fois sur trois animaux par substance, dont |’ effet
détermine le choix de la dose associé a la posologie ultérieure. Si la mortalité est inférieure a
deux animaux, la dose est multipliée par dix lors de |’ étape suivante ; dans le cas inverse, la
dose est réduite. D§a dans cette deuxiéme étape, on parvient souvent a établir une
classification, de telle sorte qu’en moyenne sept a huit animaux suffisent (Erkekoglu et al.,
2011).

[1.4.1.3.Letest de Draize

Le test de Draize, datant de 1944, sert a identifier les produits irritants (test
d'irritation) qui, aprés application sur la peau d’'un lapin ou aprés introduction dans le sac
conjonctival de son cil, engendrent des réactions caractéristiques (rougeur, nécrose,
production de larme...) (Kirk et al.,2001).

I1.4.2.Méthodesin vitro

On distingue les tests sur la cytotoxicité, lamutagénicité, latératogénicité, etc.

[1.4.2.1. Tests utilisant une matiere colorante

Les tests utilisant les colorants servent a recenser la cytotoxicité.Les colorants comme
le rouge neutre n’est admis que par les cellules vivantes. On mesure I’ évolution du colorant
incorporé. D’ autre colorant n’ apparaissent, sous I’ influence d’ une enzyme cellulaire, qu’ apres

introduction de précurseurs dans la cellule (Reichl, 2004).

[1.4.2.2.Test de Ames
Le test de Ames est un test de mutageénicité réalisé avec des bactéries ; des salmonelles

ou des bactéries coliformes convenablement modifiées contiennent un germe hors normes et

=
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ne peuvent se développer que dans les milieux de cultures spéciaux , alors que |’ espéce non

modifiée croit aussi sur un agar normal (Mortelmants et Zeiger.,2000).

I1.5.Pancr éa-toxicité de la stréptozotocine

[1.5.1.Définition dela streptozotocine

Streptozotocine ou streptozocine ou lzostazin ou Zanosar (STZ) est un dérivé
synthétique de nitrosoureido glucopyranose isolé a partir de fermentations de Streptomyces
achromogenes qui est classiquement un antibiotique et anti-tumoral et chimiquement lié aux

autres nitrosurées utilisés dans la chimiothérapie du cancer (Etuk., 2010).

La streptozotocine, une poudre blanche avec un poids moléculaire de 265,221 g/ mol.
Elle est smilaire au glucose dans la mesure ou il est transporté dans les cellules S par
transporteur du glucose GLUTZ2, mais n'est pas reconnu par d’ autres transporteurs de glucose.
Aing, les cellules £ ont des niveaux relativement élevés de GLUT2. C'est ce qui explique la
toxicité spécifique de STZ pour des cellules f (Naoaki et al., 2012).

[1.5.2.Structure chimique de la streptozotocine
La stréptozotocine (STZ) [2-deoxy-2(3-methyl-3nitrosoureido)-Dglucopyranose
(CeH15N30y), elle est composeée de nitrosamide methylnitrosourea (MNU) lié au carbone C 2

d’un D-glucose (Palsamy et Subramanian, 2008).

CH_OH
H A—©C
(=
oH H OH
HO 'T'O
H NH—ﬁ—N—CH,
O

Figure 10: Structure chimique de la streptozotocine (Konrad et al., 2001).
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[1.5.3.Mode d’action dela streptozotocine

Streptozotocine pénétre dans la cellule pancréatique par l'intermédiaire d'un
transporteur de glucose appelé GLUT2 e provogue l'alkylation de [I'acide
désoxyribonucléotide (ADN). Par ailleurs, induit I’activation de la ribosilation de
polyadénosine diphosphate et la libération d'oxyde nitrique. L’action de STZ provoque une

destruction des cellules B par lanécrose (Courteix et al., 2012).

[1.5.4.Rble dela streptozotocine

La STZ exerce sa toxicité grace a une activité d akylation de I’ ADN, €lle est captée
par la cellule B pancréatique via le transporteur de glucose GLUT?2, Cette akylation est
déterminée par la méthylation de la guanine en position O°, par conséquent la guanine sera

transformée en O méthylguanine qui S apparie par erreur avec lathymine (Etuk, 2010).

La glycosylation des protéines est un facteur délétere supplémentaire. L’ADP
ribosylation est alors sur stimulée, ce qui entraine une baisse de NAD™ cellulaire, du stock
d’ATP et conduit a la mort des cellules B et de toutes les cellules porteuses du transporteur
GLUT2 (cellules du rein et du foie), elle induit également la formation des radicaux libres qui

synergie avec elle pour générer un dommage au niveau de’ADN (Courteix et al., 2012).
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Conseils et précautions d emploi

Caressez la souris avant chague manipulation pour éviter le stress.

Le volume idéal & administrer par voie orale est entre 0.3 et 0.5 ml (souris de 20 a
309g).

Il faut suivre I’ évolution pondérale des souris en pesant ces derniéres apres une nuit de
jeun (avec acces libre al’ eau).

Pour I'injection intrapéritonéale : insérer au complet I’aiguille avec un angle de 45°
dans les cadrans inférieurs droits et gauches de |'abdomen, éviter les cadrans
supérieurs et la ligne médiane au bas de I’abdomen ou se situe la vessie, le volume
idéal ainjecter est entre 0.1 et 0.3 ml pour les souris de 20 a 30g.

Pour bien mesurer la quantité de la nourriture consommeée par les souris, il faut
prendre en considération les débris de la nourriture éparpillés dans la cage, ou bien
choisir les grands morceaux.

La sciure des cages doit étre changée a chaque fois qu’ on laisse les souris a jeun.

Les extraits doivent étre préparés chague jour juste avant leur administration.
Latempérature de I’ endroit de |’ élevage des souris doit é&re mesurée gquotidiennement,
dans la méme heure en utilisant un thermometre.

Vaut mieux, sil serait possible, respecter un cycle circadien de 12h, par ce que la
lumiére joue un rdle clé dans le control hormonale des fonctions vitales des animaux

(chronopharmacol ogie).

Il faut toujours s assurer de la propreté de I’ eau consommée par |es souris, vaut mieux

utiliser I’ eau minérale pour éviter | hépatotoxicité causée par le chlore,

Le sang doit étre récupéré dans des tubes a EDTA (mieux que I’ héparine), pour éviter

toute sorte de coagulation.

Si I’étude est réaisée sur des souris, il est préférable de doser soit, les paramétres
biochimiques (en priorité), ou les parametres hématologique en deuxieme lieu (le

volume du sérum récupéré ne servirajamais adoser les deux paramétres alafois)
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[I1. Matériel et méhode

[11.1. Matériel

[11.1.1. Produits chimiques

Les solvants utilisés dans cette éude sont tous de la marque Biocheme Chemopharma.

Les autres produits chimiques spécifiques tels que I'acide galique, la quercétine et la
streptozotocine proviennent tous de Sigma (SIGMA ALDRICH CHEMICAL).

l11.1.2.Matériel végétal
La récolte du romarin (Rosmarinus officinalis) s est effectuée au mois de mars 2013,
dans la région de Tazmalt wilaya de Begjaia. Apres séchage de la plante, les feuilles ont

minutieusement récupérées pour une extraction subségquente.

[11.1.3. Choix des animaux et conditions d’ héber gement

L’ évauation de latoxicité de I’ extrait de Rosmarinus officinalis a été réalisée sur des
souris femelles nullipares et non gravidiques, de variété Swiss albinos, adultes (8 semaines)
dont le poids corporel varie entre 199 et 23g, obtenues au prés de la faculté de médecine de

I"université Mentouri de Constantine.

Les souris ont été logées al éatoirement dans des cages standards inoxydables, pour une
période d acclimatation d’ environ une semaine au niveau de I'animalerie de la faculté
biologie de I'université de Bejaia, avec une quantité précise et mesurée de I'eau et de la
nourriture (Aliments pour bétails, ONAB Begjaia), a une température ambiante (20 £ 2°C). Les
autres conditions comme I’ éclairage et la ventilation n’ont pas été prises en considération. La
litiére utilisée est la sciure, qui est renouvel ée chague jour ou chague deux jour pour tous les

groupes de souris.

Figurell : Elevage des souris Swiss albinos.

E
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[11.2.Méhodes

[11.2.1. Etapes d’ extraction des polyphénols de Rosmarinus officinalis

[11.2.1.1.Séchage et broyage des feuilles

Les feuilles de Rosmarinus officinalis ont été sechées a une température ambiante (25
+ 3°C), al’ar libre et & I’abri de la lumiere afin de préserver au maximum |’ intégrité des
molécules, puis broyées finement a I’aide d'un broyeur éectrique; le broyage suivi
directement par un tamisage (250 a 500um), ce qui a permis d’obtenir une poudre fine et un

meilleur rendement d’ extraction.

[11.2.1.2.Macération sous agitation

L’ extraction des polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode de Markham
(1982) avec quelques modifications. Cette méthode comprend I’ extraction qui se fait a base
de méthanol pour solubiliser les polyphénols totaux comme il est décrit ci-dessous :
La poudre obtenue apres broyage (60g) a éé soumise a une extraction par macération sous
agitation, dans un mélange méthanol/eau (80/20 : v/v) lors des deux premieres macérations (2
fois 24h), et un rapport méthanol/eau (50/50 : v/v) au cours de la troisieme macération (24h),

pour une durée totale de 72 heures.

[11.2.1.3. Filtration et délipidation del’ extrait méthanolique

Le filtrat combiné des trois macérations a été filtré une deuxiéme fois a I’aide du
papier filtre wattman n°3, puis le solvant d extraction a été compléetement éiminé par
évaporation a 40C° pendant 48 heures dans une étuve. Le résidu sec récupéré a été repris
dans 100ml d’eau distillée pour obtenir une solution plus au moins homogene.

L’ extrait méthanolique solubilisé dans I’eau distillée a été débarrasse des cires, des
lipides et de la chlorophylle suite aux plusieurs lavages réalisés par |’ éther du pétrole (50/50 :
v/v) al’aide d’'une ampoule a décanter. Le solvant a éé éliminé par séchage a 40°C dans

I’ éuve, permettant ainsi d’ obtenir un extrait sec caractérisé par une couleur brune.

I11.2.2.Calcul du rendement

Le taux d’ extraction a été calculé par laformule suivante :

[ Rendement(%)=MUMOX 100 |

MO : masse de la poudre avant extraction.
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M1 : masse del’ extrait sec aprés extraction

[11.2.3.Dosage des poly-phénols totaux

[11.2.3.1.Principe de dosage

La quantité des polyphénols totaux de |’ extrait de Rosmarinus officinalis a été estimée
par la méthode de Folin ciacalteu décrite par (Owen et Johns, 1999) avec quelques

modifications.

Lateneur phénolique totale est habituellement déterminée col orimétriquement avec le
spectrophotométre UV-visible en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est constitué de
deux mélanges, I’ acide phospho-tungstique (WO4%) et I’ acide phospho-molybdique (MoO4?),
basé sur la réduction en milieu alcalin des composés du folin ciocalteu par les groupements
oxydables des composés phénoliques, menant a |’ apparition d’une coloration « bleu » avec
une intensité proportionnelle ala quantité des poly-phénols oxydés dans le milieu réactionndl.
Ces derniers présentent une absorbance maximale de |’ ordre de 740nm.

[11.2.3.2.Procédure expérimentale

Expérimentalement, 200ul d’extrait solubilis¢ dans du méthanol (99%) ont été
mélangées a 1ml du réactif de folin a 0,1N. Apres 5 minutes, 800ul de carbonate de sodium
(Na&COz3) a 7.5% ont été ajoutées au milieu réactionnel. Une heure aprés 1’incubation a
température ambiante et a I’abri de la lumiére, |’absorbance des milieux a été mesurée a
740nm par spectrophotométre (UNICO). Par la suite, la quantité des poly-phénols a été
calculée a partir des gammes d’ étalonnage établies par |I'acide gallique qui est exprimée en

milligramme d’ équivalant d’ acide gallique par gramme d’ extrait (mg EAG/g).

[11.2.2.Etudedelatoxicité del’extrait de Rosmarinus officinalis

[11.2.2.1. Etude delatoxicité aigie

Les essais de la toxicité aiglie permettent d’ évaluer les effets toxiques qui apparai ssent
dans un temps court (de 1 a 14 jours) aprés I’ administration d’ une substance chimique.
La toxicité aigué a été déterminée selon la méthode préconisée par I'article de I'OCDE n°
425 (2008).
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111.2.2.1.1.Répartition des souris

Lors de cette étude, les souris ont été laissées a jeun pendant environ 16 heures, puis réparties

selon I’homogénéité de leur poids sur 3 lots de 6 souris chacun :

e Lotl:lot control (CNTL), ces souris ont recu uniquement de I’ eau physiologique (0.9%
solution de NaCl).

e Lotlletlll (lotstraités) : ces groupes de souris ont recu respectivement les doses 2500 et
5000 mg/kg.

111.2.2.1.2.Procédure expérimentale

111.2.2.1.2.1. Administration de |’ extrait

Apres une nuit de jeine (environ 16h), I’administration de I’ extrait s est effectuée par voie
orale et en une seule dose, soit 2500 mg/kg pour un groupe (lot I) et 5000 mg/kg pour un autre
groupe (lot I1). Les souris du groupe témoin ont recu seulement le volume adéquat d une
solution physiologiqgue (NaCl 0.9 %), dans lequel a été solubiliseé |'extrait avant
administration. Notant que le volume de la solution administrée aux différents groupes de

souris est constant (0.5ml).

[11.2.2.1.2.2.0bservation du comportement des animaux
Lors de cetest, les animaux ont été observés individuellement, au moins pendant les 4
premieres heures suivant |'administration de |’ échantillon, puis quotidiennement durant une

durée de 30 minutes pour une période d'observation totalisant 14 jours.

Le comportement des souris, les symptomes manifestés ainsi que le temps d’ apparition
des nouveaux symptomes ont été notés quotidiennement durant toute la période

expérimentale.

Figurel2 : Administration de I’ échantillon par voie orale.

]
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111.2.2.2. Etude de la toxicité sub-chronique

La toxicité a moyen terme ou toxicité sub-chronique est la recherche a définir les
organes et les fonctions touchés par un toxique administré quotidiennement, sur une période
n’excédant pastrois mois.

Latoxicité sub-chronique a été déterminée selon les méthodes de |’ article de I’ OCDE
n °407 (2008).

[11.2.2.2.1.Répartition des sourissur différentslots
Apres une nuit de jeline (environ 16h), les souris ont été réparties sur 4 groupes selon
I’homogénéité de leur poids corpord :
e Lotl:lotcontrol (CNTL), ce groupe de souris a recu uniquement de |’ eau physiologique
(NaCl 0.9 %).
e Lotll, Il et IV: lots traités par |’ extrait, respectivement avec les doses de 200,400et 800

mg/kg.

[11.2.2.2.2.Procédure expérimentale
» Administration del’ extrait

Lors de cette étude, I'administration de |'extrait aux animaux a été effectuee
guotidiennement par voie orale sur une durée de 28 jours successifs. L’extrait a été solubilisé
dans une solution physiologique (NaCl 0.9 %) et le gavage a été réalisé dans la méme période
de lajournée (matin). Notant que le volume de la solution administrée aux différents groupes

de souris est constant (0.5ml).

[11.2.2.3.Mesure du volumed’eau et de la quantité de nourriture consommés

Le volume deau et la quantité de nourriture consommés ont é&é mesurés
guotidiennement, soit lors de I’ éude de la toxicité aigiie ou sub-chronique. La nourriture
déposée dans I’ auge (couvercle des cages), a été préalablement pesée, et celarendait possible
la mesure de la quantité consommée en pesant la nourriture restante dans |’ auge. Le volume
d’ eau consommé a été mesuré par la méme méthode, en mesurant le volume d’eau restant

dans les biberons.

|
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111.2.2.4.Etude de |’ évolution pondérale des souris

Le poids corporel des souris utilisées dans cette étude a été mesuré, peu de temps
avant |I’administration de I’ échantillon, et aprés chaque 7 jour du début du test de la toxicité
aigue (7 ®™ et 14 ®™jours). Lorsde’ éude de la toxicité sub-chronique, le poids des souris a

été noté chague semaine en utilisant une balance é ectronique de marque Radwag 2008.

[11.2.3. Etude histopathologique

[11.2.3.1.Prélévement d’organes

Le préléevement d’organes a partir des souris utilisées dans cette étude a été réalisé
aussitot possible apres la mort de I’animal, afin d'éviter les atérations cadavériques qui

apparai ssent rapidement et modifient le tableau nécrosique.

L'animal a été mis a jeun la vielle du préévement. Le lendemain, il a été sacrifié;
aprés |’ examen macroscopique du cadavre, il a été fixé en décubitus dorsal sur une plague en
bois, en fixant solidement les quatre pattes a I’aide d'aiguilles de fixation (figurel3). Une
petite incision au niveau périnée a été pratiquée, jusgu’au menton. Deux autres incisions
perpendiculaires a la premiére ont été également pratiquées. Les organes ont été ains

facilement prélevés, immédiatement pesés puis conserveés pour éventuel le étude histologique.

Figurel3 : Préparation et fixation de 1’animal

E
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Figure 14 : Prélévement de différents organes

[11.2.3.2.Réalisation des coupes histologiques
Les coupes histologiques ont été effectuées au niveau de I’ hdpital de Frantz fanon de

Bejdia

[11.2.3.2.1.Fixation

Aprésleurs pré evements et leurs pesées, lefoie et lesreins ont été lavé avec de |’ eau
physiologique puis conservés dans une solution de formol a 10% (fixateur). Cette étape a pour
objectif de conserver les structures dans un état morphologique aussi proche que possible de

|’ état vivant.

[11.2.3.2.2.Déshydratation destissus

Pour les déshydrater, les tissus découpés en tranches fines (2-3 mm sur 1-2cm) ont été
plongés dans 07 bacs d'acools éthyliques a titrage croissants, de 70° a 100°, pendant un
temps nécessaire a I'équilibre des concentrations. La paraffine n'est pas miscible a I'eau, la
piéce anatomique doit étre entiérement déshydratée avant l'inclusion dans la paraffine. La
paraffine n'est pas non plus soluble dans I'alcool utilisé pour la déshydratation. On procéde
donc a une double substitution.
e Onremplacel'eau par de l'alcool (Déshydratation)
e On remplace I'alcool par le xyléne (Substitution), en baignant les tissus déshydratés dans

le xyléne, pour éiminer d’'une part, toute trace d'éthanol utilisé a la déshydratation et

d autre part, éclaircit les pieces.

E
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Figure 15 : Les étapes d'inclusion par I’ automate

111.2.3.2.3. Enrobage a la par affine
Cette derniére consiste a placer le fragment d organe dans un moule métallique remplis
préalablement par la paraffine pure et fondu couvert d’' une cassette en suite, les cassettes sont

incubées dans le réfrigérateur jusgu'a refroidissement et durcissement de la paraffine.

I11.2.3.2.4.Confection des bloques
Aprés leur enrobage, les échantillons ont été incubés a basse température jusqu’a
refroidissement de la paraffine, ce qui rendait possible un découpage précis et obtention de

coupes plus au moins fine al’aide d’ un microtome.

Figure 16 : Appareil d’'enrobage et confection des blocs

[11.2.3.2.5.Réalisation des coupes

La coupe du bloc de paraffine au microtome permet de réaliser des coupes trés fines de
4 a 6 microns d'épaisseur pour chaque prélévement, cette épaisseur permet aux rayons
lumineux du microscope de traverser le prélevement et d’ éviter les superpositions cellulaires,
ce qui permet d obtenir des images claires sous microscope photonique, Les coupes sont
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recueillies sur des lames de verre a partir d'un bain marine et étaée a |’ aide d’ une solution

d’ eau gélatinée, puis laissées séché dans |’ étuve pendant une nuit a 37°C.

[11.2.3.2.6.Dépar affinage
Pour se débarrasser de la paraffine, les lames ont été baignées dans 02 bais successifs
de Xyléne pendant 15 mn chacun, suivi de 03 bains successifs d éthanol a (100%, 90%, et

70%) pendant 03 minutes chacun, puis rincées pendant 01 minute avec del’ eau distillé.

[11.2.3.2.7.Coloration

Cette étape permet de mettre en évidence spécifiquement les différentes structures
tissulaires et cellulaires et pour cela, les lames ont é&é mises dans un bains d’ hématoxyline
pendant 03 minute, puis rincées pendant 05 minute avec de I’ eau courante ,suivi d' un bain
d’ éosine pendant 30 secondes puis rincées rapidement avec de I’ eau, I’ éape qui suis consiste
déshydratation avec I'éhanol a des concentrations croissantes (70°, 90°, 100°) pendant 2
minute chacune, puis les mettre dans un bain de xylene de 2 a 3 minutes ,suivi finalement

d’'un séchage al’air libre ou al’ étuve.

Figure 17 : Les étapes de coloration

111.2.3.2.8. Observation microscopique

La visualisation microscopique a été réalisée a I’aide d’un microscope optique, avec
un grossissement (Gx10) dans le but d obtenir des photos des différents échantillons prisent
avec un appareil photo numérique (SONY DIGITAL STILL CAMERA).

111.2.4.Etude de |’ effet préventif del’ extrait contre le diabéte induit par la
stréptozotocine
L’ objectif de ce test est d’ étudier I’ effet protecteur de |’ extrait de Rosmarinus

officinalis contre |’ effet diabétogene de la stréptozotocine, en se basant sur une méthode




Chapitre 11 Matériel et méthodes

inspirée du travail publié par Kamtchouing et ces collaborateurs en 1998, tout en apportant

une légére modification.

[11.2.4.1.Procédure expérimentale
[11.2.4.1.1.Répartition des animaux
Lors de cette étude les souris ont été réparties sur trois lots de 5 souris chacun :
e Lotl: contient lessourisnon traitées (NT) ; les souris de ce groupe ont recu seulement de
I’ eau physiologique (NaCl 0.9 %).
e Lotlletlll: lotsdesouristraités par I’ extrait, respectivement avec les doses 400 et
800mg/Kg.

111.2.4.1.2.Administration del’ échantillon

L’ extrait, aprés sa solubilisation dans une solution physiologique (NaCl 0.9%), a été
administré aux souris par voie orale a raison de deux administrations par jour, une fois le
matin et une fois le soir. Le traitement a été effectué pendant 7 jours successifs, 3 jours avant
et 4 jours apres I'injection de la stréptozotocine, selon la méthode suivie par Kamtchouing et
al 1998, avec une légére modification.

111.2.4.1.3.Induction du diabéte par la stréptozotocine

Aprés 3 jours de traitement, les souris ont recu une dose unique de 130 mg/kg de
stréptozotocine. Cette derniere a été dissoute dans un tampon citrate (0,1M, pH 4,5) (Rajiv
Gandhi et Sasikumar ,2012) .Les souris ont é&é gavés 1 heure avant I'injection de la
streptozotocine par voie intra-péritonéale (He-Lin Tian et al., 2010). Aprés I'injection de la
stréptozotocine, les souris ont subi le méme traitement durant 4 jours successifs, en respectant
les mémes doses administrées avant |’ injection de la stréptozotocine.

[11.2.4.1.4Mesuredelaglycémie

Aprés 4 jours de I’injection de la stréptozotocine, les souris ont été laissées environ 16
heures a jeun dans le but de mesurer leur glycémie. Le sang a été prélevé a partir de la
veine de la queue et la concentration de glucose sanguin a été mesurée a I'aide d’un

glucométre de marque One Touch Ultra.

)
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[11.3.Analyses statistiques

L’ analyse statistique a été réalisée par un logiciel de statistique « Statview », en utilisant
le test-t Student. Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + erreur standard
(ES). Les différences entre les groupes sont considérées significatives lorsgue
(p< 0.05).
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V. Résultats et discussion

IV.1.Lateneur del’extrait méhanolique deromarin en poly-phénolstotaux et le
rendement d’extraction

Lateneur de I’ extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis en polyphénols est
représentée par lafigure 20.

Figure 20 : Lateneur de |’ extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis en polyphénols.

PT: Poly-phénols totaux. Les résultats sont exprimés en mg/g.

L’ extraction des polyphénols a partir des feuilles de Rosmarinus officinalis par
macération, en utilisant des solvants organiques a permis d’ obtenir un rendement de 16% de
I’ extrait sec par rapport & la masse totale de la poudre. Le dosage des polyphénols révéle une
teneur de 210 mg EAG/g d’ extrait sec.

IV.2.Evaluation delatoxicité
IV.2.1.Toxicitéaigle
Les résultats de I’ étude de la toxicité aiglie sont présentés dans les tableaux 111 et les

figures ci-dessous.
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Dans le tableau |11 sont présentés les résultats de mortalité observés chez les souris
exposées a une dose unique de la substance d'essai. L’observation a été minutieusement
effectuée durant 14 jours successifs aprés |’ administration orale de I’ extrait éudié.

Tableau |Il1l1: Mortaité aprées administration dune dose unique de I extrait

méthanolique de Rosmarinus officinalis.

Dose (0/K Q) Mortalité L atence de mortalité
0 gKg 0/6 0
25 g/Kg 0/6 0
5 gKg 0/6 0

Nous constatons d’ aprés le résultat obtenu, que les doses de I’ extrait administré aux
souris (2500mg/kg et 5000mg/kg) ont été bien tolérées, d’ ailleurs aucun cas de mortalité liée a
la substance d’ essai ' a été signalé.
Si on revient a la classification de toxicité selon I’ échelle de Hodge et Sterner chez les rats
de laboratoire (Hodge et Sterner, 1949) et dont laquelle une DLsp orale > 5000mg/kg
(5 000<DL5p<15000mg/ kg) signifie une substance presque non toxique, ce qui confirme que

I extrait testé lors de cette étude est presque non toxique.

En raison de |’absence de mortalité, nous pouvons dire que la DLso de I'extrait
administré est largement supérieure a 5000mg/kg qui présent la dose d'essai. Notant
€galement que ce test sert d’un limite, qui détermine ladose de |’ essai principal, lorsque

plus de 50% des animaux meurent.

V.2.2.Comportement desanimaux et signes detoxicité
L e changement du comportement, ainsi que les symptémes manifestés par les souris
durant les 14 jours d’ observation qui suivent I’ administration des doses testées, sont présentés
dans letableau IV.
Durant |la période d'observation qui a duré 14 jours, les souris n‘ont montré aucun
changement dans |'apparence physique générale. Cependant, I’administration des différentes

doses de I’ extrait étudié par voie orale, a provogué des diarrhées plus ou moins séveres.
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Le tableau V résume tous les parametres lié a la diarrhée enregistrée au cours de cette

expérience.

Tableau |V : Evaluation des comportements et symptdmes des souris lors de |’ étude de la

toxicité aigle.

Désorientation
Tremblements
Convulsions
Salivation

Peau et fourrure
Léthargie
Diarrhée

Rythme
respiratoire

Saignement

Lot Témoin 2.59/Kg 5g/Kg
Premiere Chaque Premiéere Chaque Premiéere Chaque
4H jour 4H jour 4H jour
/ / / / / /

/ / / / / /
/ / / / / /
/ / / / / /
/ / / / / /

/ / / / / /
++ ++ ++ ++ ++ ++
Normal Normal Normal Normal Normal Normal
/ / / / / /

++ : Relativement sévere

/- Aucun signe




Tableau V : Evolution deladiarrhée chez les souris de toxicité aigie
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Témoin 2.59/Kg 50/Kg
Les premiéeres4H / [ || +++ [ | +++
1H |2H |3H [4H 3/6 4/6
1« jour / +++ 6/6 +++ 3/6
2 eme jour / ++ 4/6 ++ 5/6
3¢éme jour / / ++ 4/6
4 eme jour / ++ 3/6 +++ 4/6
5 éme jour / + 1/6 + 4/6
6 eme jour / ++ 1/6 +++ 2/6
7 eme jour / ++ 6/6 ++ 6/6
geme jour / 1/6 /
geme jour / 1/6 + 2/6
108me jour / / + 3/6
11%m  jour / + 416 + 2/6
128me jour / + 2/6 ++ 2/6
13¢me jour / + 3/6 ++ 3/6
14¢8me jour / + 1/6 ++ 2/6
(+:1égére) (++: moyenne)  (+++:sévere) (/: pasdediarrhée observée)

I’ extrait, a des doses uniques de 2.5 g/kg et de 5 g/kg, une diarrhée plus ou moins sévére a été

Le résultat obtenu montre que, dés les premiéres heures de I'’administration de

enregistrée. La diarrhée est plus importante chez le groupe de souris qui ont recu la dose la

plus élevée (5g/kg), ou elle s'est manifestée quotidiennement chez plus de 50% de souris

durant la premiére semaine de I’ étude et d’ un degré moindre durant la deuxieéme semaine. Le

groupe de souris ayant recu une dose de 2.5g/kg est moins touchée par la diarrhée, dont la

prévalence ne dépasse pas généralement 50%.

carnosique, ou ils ont démontré que I’ administration de cet acide provoque des diarrhées chez
les souris traitées avec des différentes doses. Cet acide serait a I'origine de la diarrhée

observée lors de cette étude.

Selon |’étude de wang et ces collaborateursen 2012, sur la toxicité de I'acide
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La richesse de I’extrait étudié en substances osmotiquement actives et peu absorbables,
tels que les polysaccharides en concentration éevée dans la lumiére intestinale, peuvent étre la
cause principale de cette diarrhée, notamment le résultat montre que plus la dose augmente I’ effet
S accentue.

IV.2.3. Evolution pondérale

L’un des paramétres auquel nous nous sommes intéressés durant notre travail, est
I’ évolution pondérale des souris étudiées. Ce paramétre est en relation directe avec la toxicité.
En fait I'apparition d’'une toxicité s accompagne souvent d’'un amaigrissement et perte
considérable du poids.

Lafigure 21 montre I'évolution du poids corporel des souris pendant 1a période expérimental e.

25

25

Polds corporel (grammes

7

Temps (jours)

Figure 21 : Variation du poids corporel des souris durant le test de latoxicité aigue.
(2.5:2.59/Kg, 5: 5g/Kg, CNTL : control. les résultats sont exprimés en moyenne + écart type).

Apres 07 jours de I’administration de |’ extrait, une élévation considérable du poids
corporel a été notée chez les souris traitées. A la différence du lot control ou |’ augmentation
du poids corporel est relativement faible. Apres 14 jours de I’ administration des doses (2.5 et
5 g/kg), le poids corporel des souristraitées et non traitées aresté relativement stable.

D’apres Li et al., 2007, pas moins de 90% des flavonoides isolés des plantes sont
glycosylés, et comme I’ extrait étudié est riche en polyphénoles, donc en composés glycosylés,

ce qui engendre probablement une prise du poids. Sachant que les glucides en excées dans

&
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I’ organisme, sont stockés sous forme de glycogene dans le foie et les muscles, ou sous forme

de graisse dans | es tissus adipeux.

IV.2.4. Evaluation delaquantitédenourritureet le volume d’eau consommés
La quantité de nourriture et le volume d’ eau consommés sont représentés sur les
figures 22et 23.

* 3k * %

ry 25
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| ] CNTL

Nourrlture (Gramme)
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Temps (semaines)

Figure 22 : Evaluation de la quantité de la nourriture consomme durant le test de latoxicité
aigue

(2.5 :2.5g/Kg, 5 : 5g/Kg, CNTL : control. les résultats sont exprimés en moyenne *écart type. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)

Le résultat ne montre pas de différence significative dans la prise de la nourriture entre
les groupes de souris traitées et le groupe contrdle aprés une semaine de I’ administration de
I’extrait. Durant la deuxiéme semaine, une différence trés significative a été marguée dans la
guantité de la nourriture consommée entre les différents groupes de souris, avec une

consommation beaucoup plus importante chez les souris du groupe contréle.

La diminution de la quantité de nourriture consommeée par les souris traitées par
I’ extrait, reviendrait a la richesse de ce dernier en composés sucrés, qui présentent une source
d’ énergie trés importante. L’ effet anorexique probablement exercé par I’ extrait des feuilles de

Rosmarinus officinalis contribuerait dans la diminution de la prise dimentaire.

&
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Figure 23 : Evauation de volume d’ eau consommé durant |e test de toxicité aigiie

Temps (sem aines})

(2.5:2.59/Kg, 5: 59/Kg, CNTL : control. les résultats sont exprimés en moyenne +écart type.
(p<0.05)*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Apres une semaine de I’ administration de |’ extrait les groupes de souris he montrent
pas de différence significative dans le volume d’ eau consommé. Durant |a deuxieme semaine,
une différence trés significative a été notée dans |e volume d' eau consomme par les différents

groupes de souris, avec une consommation plus prononcée chez les souris du groupe contréle.

IV.2.5.Lamasse relative des or ganes

L’ examen macroscopique des différents organes prélevés a partir des animaux étudiés,

apres les avoir sacrifié, a été réaisé in situ. Une observation minutieuse a été effectuée

concernant la taille, 1a forme, la couleur ainsi que le poids des organes (reins, foie, cerveau,

poumons, estomac, rate, et ceeur). Ceci est bien éucidé apres la détermination de la valeur de

la masse relative pour chague organe (Tableau V).

o
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Tableau VI : Evaluation du rapport poids d’ organe/100 g de poids corporel de toxicité aigiie.

poids de |’ organe/100 CNTL 2.5g/kg 50/kg

g de poids corporel

Ceeur 0.38+0.06 0.57+0.06** 0.51+0.01**
Rein droit 0.38+0.18 0.53+0.03 0.51+0.03
Rein gauche 0.69+0.36 0.52+0.04 0.48+0.02
Foie 5.01+1.30 4.69+0.77 4.76+0.18
Poumons 0.88+0.13 0.77+0.02 0.89+0.12
Estomac 1.08+0.28 1.37+0.29 1.04+0.15
Rate 0.20+0.02 0.23+0.05 0.26+0.01**
Cerveau 1.39+0.46 1.63+0.20 1.73+0.08

Les données sont exprimées en moyenne £écart type.(p=<0.05)*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Aucune variation significative n'a été observée dans le poids des organes (foie, rein,
poumons, estomac, cerveau) entre tous les groupes de souris, a |’exception de la rate et le
ceeur, ou ceux des souris traitées sont relativement volumineux par rapport aux souris du
groupe controle. Cette différence dans le poids de ceeur et de la rate observée chez les
différents groupes de souris est due probablement a d autres facteurs, a part celui des
substances toxiques qui induisent généralement des nécroses et des dégénérescences
cellulaires, habituellement traduites par des hypotrophies des organes donc diminution de leur
poids.

Les organes les plus susceptibles d'étre touchés par les xénobiotiques, sont
géné&ralement le foie et le rein, les deux organes intervenant dans la détoxification des
substances toxiques. Le rein et le foie des souris traitées ne présentent pas d’ hypotrophie ni
hypertrophie comparant au groupe controle, cela confirme davantage que les doses
administrées de I’ extrait étudié ne sont pas toxiques.

IV.3.1.Toxicité sub-chronique
Cette étude Sest étalée sur une pé&iode de 28 jours successifs, durant laquelle
plusieurs parametres ont été étudiés, des paramétres plus au moins complémentaires a fin

d aboutir aun résultat final confirmatif.
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1V.3.1.1.Evolution pondéral

Il est intéressant de suivre |’évolution du poids des animaux lors d’ une étude

toxicologique, car elle peut nous fournir des rensel gnements préliminaires sur la substance
étudiée.

Lafigure 24 illustre lavariation dans |e poids corporel des souris exposees a des

doses répétées de I’ extrait méthanolique des feuilles de Rosmarinus officinalis.
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Figure 24 : Variation du poids corporel des différentes doses durant le test de latoxicité sub-

chronique.

(200mg/Kg ; 400mg/Kg ; 800mg/Kg ; CNTL : 0 mg/Kg. Les données sont exprimées en moyennet écart-type).

Apres une semaine de traitement par des différentes doses de I’ extrait méthanolique

de Rosmarinus officinalis, une augmentation dans le poids corporel des souris a été

enregistrée chez tous les groupes.

Entre la premiére et latroisiéme semaine, une stabilité relative dans le poids corporel a

été marquée pour tous les groupes de souris étudiées.

Apres latroisieme semaine une augmentation dans e poids corporel a été notée chez

les souris traitées par |’ extrait, ala différence du groupe de souris non traitées qui ont connu

une diminution considérable dans leurs poids corporel.

=l
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Des études ont été faites sur I’ administration orale des extraits des plantes médicinales
sur le poids corporel des animaux (Rhiouani et al., 2008 ; Lakmichi et al., 2011). Le
changement du poids est utilise comme un indicateur général des effets indésirables des
composes chimiques (El-Hilaly et al., 2004). Ainsi, la perte du poids est corrélée a I’ état
physiologique de I’animal et peut étre expliquée, non seulement par |’ anorexie (Betti et al.,

2012), mais auss par |’ altération du métabolisme des animaux.

Cerésultat nous renseigne en partie sur latoxicité de |’ extrait étudié. Le poids corporel
des souris ayant recu des doses différentes de I’ échantillon (200, 400, 800mg/kg), n'a pas
connu de variation considérable (chute), ce qui nous laisse suggérer la non toxicité de

I’ extrait.

IV.3.1.2.Evaluation devolumed’eau et dela quantité de nourriture consommeés
La quantité de la nourriture et le volume d’ eau consommeés sont représentés sur les

figures 25 et 26.
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Figure25: Evauation de la quantité de la nourriture consommée durant le test de

toxicité sub-chronique

(PT200 : 200mg/Kg ; PT400 : 400mg/Kg ; PT800 : 800mg/Kg ; CNTL : 0 mg/Kg. Les données sont exprimées en
moyennet écart-type).
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Chapitre IV Résultats et discussion

Nous constatons d’ aprés la figure 26, gu’ une différence significative a été notée dans
la quantité de la nourriture consommée entre les souris traitées et les souris du groupe

contréle. La prise alimentaire la plus importante a été observée chez |es souris non traitées.

Similaire au résultat obtenu lors de la toxicité aigle, les groupes des souris ayant regu

des doses différentes de |’ extrait ont montré une prise aimentaire tres faible.
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Figure26 : Evauation du volume d’ eau consommeé durant |a toxicité sub-chronique

(PT200 : 200mg/Kg ; PT400 : 400mg/Kg ; PT800 : 800mg/Kg ; CNTL : 0 mg/Kg. Les resultats sont exprimés en

moyennet écart-type).

Le volume d’ eau consommeé par les souris traitées par les différentes doses de I’ extrait,
est beaucoup plus faible que le volume consommé par les souris du groupe controle. Cela

reviendrait a des facteurs du stress et autres plutdt que |’ effet toxique de |’ extrait.

1V.1.2.1.3.Lamasserelative des organes

Letableau VI, présente |'effet de I'extrait méthanolique sur le poids relatif des

organes asavoir : le ceceur, les poumons, larate, I’ estomac, lesreins, le foie et le cerveau.

o
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Tableau VI : Evauation du rapport poids d’ organe/100 g de poids corporel de toxicité sub-
chronique

Poids de |’ organe/ 100g
de poids corporel

Dose (mg/Kg)

Control 200 400 800
Ceeur 0.38+0.06 0.46+0.02 0.48+0.009 0.54+0.06
Rein droit 0.38+0.18 0.48+0.04 0.52+0.01 0.57+0.01
Rein gauche 0.69+0.36 0.46+0.02 0.52+0.03 0.54+0.04
Foie 5.01£1.3 4.30+£0.07 4.57+0.30 5.15+0.34
Poumons 0.88+0.13 1.16+0.14* 1.13+0.14 0.98+0.07
Estomac 1.08+0.28 1.26+0.30 1.49+0.17 1.14+.12
Rate 0.20+0.02 0.29+0.04* 0.34+0.07* 0.35+0.09
Cerveau 1.39+0.46 1.50+0.16 1.49+0.12 1.59+0.14

Apres I'analyse macroscopique des organes, ou hous n'avons pas constaté de
changement dans la couleur et le volume des organes, le poids des organes est I'un des
parametres qui nous a aidés a déterminé le degré de toxicité de I’ extrait étudié. Lors de cette
étude nous nous sommes intéresses beaucoup plus au poids du foie et des reins, qui sont les

plus touchés par |es substances toxiques.

Le résultat présenté dans le tableau VII, ne montre pas de différence significative
entre le poids des organes des souris ayant regu les différentes doses de I’ extrait et ceux des
souris du groupe controlent. En effet |a substance toxique agit généralement sur le foie ou le
rein en induisant des dégénérescences cellulaires et des nécroses, qui se traduisent par
I” hypotrophie de ces deux organes. Parfois la substance toxique agit en augmentant la masse

de I’ organe touché.

|V.2.Etude histopathologique
Cette partie de I’ é&ude de la toxicité sub-chronique s avere la plus importante, et son
résultat est le plus rassurant concernant la toxicité de I’ extrait administré aux souris a des

doses différentes. L’ observation microscopique des coupes histologiques des foies et des reins
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réveélent tous changement structurel a I'échelle cellulaire, donc atteinte de I'organe en

guestion par la substance toxique.

IV.2.1.Histologierénales

Les figures (27, 28, 29 et 30) illustrent la structure de parenchyme rénal des différents
groupes de souris. Nous constatons que les reins des souris témoins présente une architecture
normale avec capsule conjonctivo-adipeuse. Dans la zone cortical, nous observons de petites
masse sphériques, les glomérules qui sont entourés d’une capsule (la capsule de Bawman).
Ces derniers assurent la filtration glomérulaire du sang, passage de |’ eau et des composés de
faible poids moléculaire dans le tube urinifere, ou une large proportion de ces derniers

réabsorbée, le reste constitue I’ urine.

Capsule de Cellules de
Bowman parenchyme
rénal
Glomérule

rénal

Figure 28 : Parenchyme rénal d’une souris de lot (200mg/kg) (G10x10)

E
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Figure 29: Parenchyme rénal d’'une souris de ot (400mg/kg) (G10x10)

Figure 30 : parenchyme réna d’ une souris de lot (800mg/kg) (G10x10)

Les reins des souris traitées par les différentes doses de I'extrait de Rosmarinus
officinalis ne présentent pas de modifications au niveau de parenchyme rénal en comparant
avec les souris du groupe témoin. De méme, nous N’ avons constaté de modification rénale au
niveau de |la capsule conjoncto-adipeuse des cellules de parenchyme rénal, des glomérules et
méme au niveau des tubes rénaux, ce qui confirme que les souris sont saines et ne présente

aucune anomalie néphrétique.

IV.2.2.Histologie hépatique

Les figures (31, 32,33 et 34) montrent le résultat des coupes histologique réalisées sur
les différents groupes de souris. Nous constatons d apres le résultat, que le foie des souris
témoins présente un aspect norma sans modification hépatique, avec un parenchyme

E
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d architecture lobé. Chaque lobe est constitué d’ hépatocyte agencés en travées de Remak
disposé autour d’une veine centrale appelée veine centrolobulaire qui recoit le sang a partir
du parenchyme hépatique au contact des sinusoides. Les travées de Remak sont constituées
d hépatocyte empilés en lames épithéliales d’ une seule cellule d'épaisseur alors que les
sinusoides occupent les espaces entre les travées (Fig31).

Figure 31 : Parenchyme hépatique d’ une souris témoin (G10x10)

A : Sinusoides, B : Travées hépatocytaires de Remak, C : veine centro-lobulaire,
D :Hépatocyte

Figure 32 : Parenchyme hépatique d’ une souris du lot (200mg/kg) (G10x10).
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Figure 34 : parenchyme hépatique d’ une souris du lot (800mg/kg) (G10x10).

L’ examen microscopique des foies des souris traitées par les différentes doses de
I’extrait de Rosmarinus officinalis ne montrent aucun changement significatif, présentent une
architecture normale et des parenchymes hépatiques normaux par rapport aux souris du
groupe témoin (Figure 29), ce qui confirme que les souris sont seines et ne présentent aucune

anomalie hépatique.

E
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IV.3.Effet protecteur de I'extrait de Rosmarinus officinalis contre la
pancr éatoxicité de la stréptozotocine (ST Z).
Ce test consiste a démontrer |'effet protecteur de I'extrait étudié contre la

pancréatoxicité de la STZ, autrement dit, éudier I’ effet préventif de cet extrait contre I’ effet
diabétogéne dela STZ.
Lafigure 35 représente les valeurs de la glycémie chez les souris étudiées, aprés 72

heuresdel’injection delaSTZ.
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Figure 35 : Evaluation de la glycémie des souris

(PT 400 : lot traité par les polyphénols totaux 400mg/Kg, PT800 : lot traité par les
polyphénols totaux a une dose de 800mg/Kg, CNTL : lot non traité .les résultats sont

exprimés en moyenne técart type).

Les résultats montrent que la glycémie de souris traitées par la dose 400 mg/kg est
légérement faible (2.25¢/l) par rapport a la glycémie des souris non traitées (2.70g/1).
Cependant la glycémie des souris traitées par une dose de 800mg/kg est relativement

importante (3.10g/l) en comparant avec le groupe controle.

Nous pouvons suggérer que I’ extrait étudié, possede un faible effet protecteur contre la
pancréatoxicté de la STZ, quoique la relation dose-effet n'ait pas éé observée, ce qui
reviendrait a plusieurs facteurs externes, tels que le stress des animaux durant la mesure de la

glycémie.
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De fagon générae, il est tres intéressant de focaliser des études sur cet axe de
recherche de molécules bioactives, dont 1’effet et de protéger les cellules B pancréatiques
contre la destruction causée par des agents diabétogenes quels que soient leur nature chimique
et leur origine. Ajoutant aussi que la protection des cellules  pancréatiques par des molécules

bioactives est liée étroitement au pouvoir antioxydant de ces dernieres,

Notant également que la destruction des cellules B par les agents diabétogénes est
causée essentiellement par un stress oxydatif, ou la cellule en question n’a pas les capacités de
[utter contre ce stress en raison de sa pauvreté en enzymes a effet antioxydant (Naoaki et al.,
2012).

=
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Conclusion et perspectives
L’ utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale; une telle thérapie prévient |’ apparition des effets secondaires observés

lors de I’ utilisation des médicaments de synthese chimique.

Rosmarinus officinalis L, est une plante utilisée depuis longtemps dans |la médecine
traditionnelle. Ses activités, anti-oxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques, et anti-
tumoral sont attribuées a ses différente composant chimique (huiles essentielles, flavonoide,

polpyhénals...).

Dans la présente étude, I'extraction brute par le méthanol suivis d'une étude
phytochimique préliminaire indique la richesse de Rosmarinus officinalis en composes

phénoliques avec une teneur importante en flavonoides.

L’ é&ude de la toxicité aigiie de I’ extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis, apres
administration orale d’une dose unique de 2.5 et 5 g/kg, n’a montré aucun signe de toxicité
ni sur le comportement, ni sur I’ évolution du poids total, ni sur la quantité de la nourriture et

de volume d’ eau consommé, ou le poids des organes des souris traitées.

L’éude de la toxicité sub-chronique de I'extrait méthanolique de Rosmarinus
officinalis, aprés administration orale des doses 200, 400, et 800 mg/kg/jours pendant 28
jours, n'a enregistré aucun effet toxique, soit sur I’ évolution du poids corporel, la quantité de
nourriture et volume d eau consommé, ou le poids des organes (ceeur, foie, reins, cerveau,

poumon, estomac, rate) des souris traitées.

Lorsdel’ éude histhophatologique du foie et des reins, aucun changement significatif

N’ a été observé au niveau de ces deux organes.

L’ éude de I’ effet préventif des polyphénols totaux de Rosmarinus officinalis contre le
diabéete induit par la STZ chez les souris Swis albinos a des dose 400, et 800 mg /kgn'a

montré pas d’ effet considérable.

L’ ensembl e de ces résultats obtenus in vivo ne constituent qu’ une premiere étape dans
I’ évaluation de latoxicité de la plante éudier, des essais complémentaires seraient nécessaires

pour confirmer les performances mises en évidences.

=
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Pour mieux évaluer la toxicité de I’ extrait étudié, d’ autres études in vivo et in vitro
seraient intéressantes. De méme, des études approfondies sur la toxicité chronique ou des
doses plus de 5g/kg, seraient utiles pour pouvoir déterminer la DLso.
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Glossaire

Anti inflammatoire : Traiter une réaction inflammatoire et les maladies qui en
résultent telles que les manifestations rhumatismales, les fractures, les stomatites et les
|ésions génitales et urinaires.

Antioxydant : Lutte contre le stress oxydatif, protége la cellule d’ une oxydation par
les radicaux libres et empéche I’ altération des composés organi ques.

Capsule de Bowman : est un sac en forme de coupelle, au début de I'édément
tubulaire d'un néphron dans le mammifere rénale qui effectue la premiére étape de la
filtration du sang pour former |'urine.

Catabolisme: est la succession de procédés chimiques qui aboutissent a la
dégradation des composés moléculaires absorbés par I'organisme dans le but de
générer de I'énergie.

Cdlules de Kupffer : Sont les macrophages spécifiques trouvés dans le foie et
notamment dans le lobule hépatique ou elles sont trés nombreuses (jusgu'a environ
30 % de toutes les cellules hépatiques chez I'ére humain). Elles bordent |es vai sseaux
capillaires sinusoides qui irriguent et drainent le foie.

Cétogenese: Voie métabolique de métochondrie permettant la transformation des
acétyl-coenzym A exédentaires en corps cétonique.

Cétotoxicité: est la propriété qu'a un agent chimique ou biologique d'atérer des
cellules, éventuellement jusqu'ales détruire.

Dicotylédones : Plantes angiospermes (plantes a fleurs) dont la graine contient deux
cotylédones.

Endothélium : Tissu formé de cdlules plates et constituant le revétement interne du

ceeur et les vaisseaux.

Epithélium : Sont des tissus congtitués de cellules étroitement juxtaposées (ou
jointives), sans interposition de fibre ou de substance fondamentale (en microscopie
optique, ce qui les distingue des tissus conjonctifs). Les cellules sont associées les
unes aux autres grace a des jonctions intercellulaires.

Glomérule: Constitue le principa filtre du néphron et il est situé dans la capsule de
Bowman.le glomérule est semi-perméable, laissant passer I'eau et les déchets

solubles,pour qu’ils soit excrétés hors de la capsule de Bowman sous forme d’ urine.



Glycogéne: Le glycogene est un polysaccharide constitué d'une longue chaine de
plusieurs molécules de glucose. Le glycogéne est la forme de réserve du glucose et est
stocké principalement dans le foie et les muscles.

Heémolyse : Destruction normale ou pathol ogique des hématies (globules rouges).
Hépatocytes: Sont des cellules polyédriques a noyau clair contenant un ou deux
volumineux nucléoles. Leur cytoplasme a un aspect granuleux. Les plages les plus
basophiles correspondent a des amas de réticulum endoplasmique rugueux et les
plages claires a des enclaves glycogéniques ou lipidiques.

L amiaceae (labiée) : Famille de plantes dicotylédones de I'ordre des lamiales.
Lamiales : Ordre des plantes de la classe des dicotylédones, comprenant |a sauge, le
romarin...etc.

Métabolisme : est I'ensemble des réactions chimiques qui se déroulent au sein d'un étre
vivant pour lui permettre notamment de se maintenir en vie, de se reproduire, de se
développer et de répondre aux stimulus de son environnement.

Néoglucogenéese : La synthese de glucose a partir de précurseur non glucidique.

Parenchyme : Tissu organique assurant le fonctionnement des glandes et des organes
du corps humain.

Pétiole : Du latin petiolus «petit pied » désigne la piece foliaire, reliant le limbe a la
tige.

Spermaphytes ou sper matophytes: Plante agraines

Tératogénicité: est un effet indésirable potentiel de certains médicaments : c'est la

capacité de ces médicaments a provoquer des anomalies ou des déformations feetales.

Toxicocinétique : Etude du sort d'une substance toxique dans I'organisme. La quantité
de substance qui agit avec I'organisme pour causer un effet néfaste dépend de quatre
facteurs biologiques principaux qui sont : |'absorption, la distribution, le métabolisme
(ou la biotransformation) et |'excrétion.

Travées de Remak : Sont des travées cellulaires d’ hépatocytes, les cellules du foie;
ces travées sont rayonnantes a partir du lobule occupé par une veine, la veine
centrolobulaire.

Xénaobiotique: substance possédant des propriétés toxiques méme a faible
concentration. En toxicologie, substance étrangere au consommateur qui peut causer
des troubles plus ou moins importants. Ce sont des polluants, des contaminants et des
résidus de produits agrochimiques et vétérinaires.
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Annexes 1
Matériel utilisés
Appareil photo SONY DIGITAL STILL CAMERA
Agitateur (VELP scientifica),
Balance de précision (RADWAG),,
Etuve (MMM-Group),
Micropi pettes,
Microtome (Leica),
pH- métre (Martini instruments),
Spectrophotométre (UNICO),
Trousse a dissection contenant,des ai guilles,des pinces hémostatiques,la sonde

© O O O O O O oo

canneléela paire de ciseaux fins,de gros ciseaux,aiguilles de fixation ect,
o0 Vortex (VELP scientifica).

Produits utilisés

0 Acidegalique,

o Carbonnate de soduim (CaxCos),

o Trichlorrure d’ Aluminium (AICl3),
o0 Ether de pétral,

o Formol a10%,

o Méthanol,

0 Quercétine,

0

Réactif de follin-cioccalteu.



Annexe 2
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Figure 18 : Courbe d' éalonnage de |’ acide gallique pour le dosage des polyphénals.
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Figure 19 : Courbe d’ éalonnage de la quércétine pour le dosage des flavonoides.




Annexe 3

> Préparation del’eau physiologique (NaCl 0.9%)
900 mg de sel NaCl dissoute dans 100ml de I’ eau distillé.

» Préparation deformol a 10%
87 ml de !’ eau digtillé

13 ml deformol pure






Résumé

Rosmarinus officinalis communément appel ée romarin, ¢ est une plante aromatique de
la famille des Lamiacées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, et anti-oxydantes, fait
I’ objet de récentes recherches dans |es domai nes pharmaceutiques, et agro-alimentaires.

L’ éude de la toxicité des poly-phénols de I'extrait méthanoligue de Rosmarinus
officinalis sur des souris Swiss abinos femelles, basée sur les tests suivant ; toxicité aigue,
toxicité sub-chronique , I'effet préventif de I'extrait contre le diabete induit par la
stréptozotocine ,n’a révélé aucun signe de toxicité apres |’ évaluation du poids corporel, la
pesée des organes, et |’ é&ude histophatol ogique.

Mots clés: Rosmarinus officinalis, Toxicité aigue, subchronique, poly-phénols, extrait
méthanolique

Abstract

Rosmarinus officinalis commonly called rosemary is an aromatic plant in the family
Lamiaceae, valued for its aromatic properties and anti-oxidant, is the subject of recent
research in the pharmaceutical and agro-food.

The study of the toxicity of the polyphenols of the methanol extract of Rosmarinus
officinalis on female abino Swiss mice, based on the following tests, acute toxicity, sub-
chronic toxicity, the preventive effect of the extract against diabetes induced by
streptozotocin, showed no signs of toxicity after the evaluation of body weight, organ weight,
and histophatol ogique study.

Keywor ds. Rosmarinus officinalis, acute toxicity, subchronic, poly-phenols, methanol extract
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