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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer d’une part, les modifications
induites par le nickel en employant plusieurs approches : biochimiques,
histologiques et neurocomportementales chez les rats wistars , d’autre
part, I’efficacité de I’extrait de Salvia Argentea a rétablir ou non les effets
néfastes induits par le nickel par un gavage de 100mg/kg de poids
corporel durant une période de 21 a 42 jours.

L’exposition sub-chronique au Nickel durant I’experimentation, a

engendré une baisse du poids corporel comparée aux rats témoins.
L’utilisation de différents tests comportementaux plus précisément ceux
de ’anxiété (Dark and Light test), de la dépression (Forced Swimming
Test) et de 1’activite locomotrice (Open Field test), révele clairement que
I’intoxication au Ni provoque des troubles neurocomportementaux se
traduisant par une hypoactivité locomotrice, une réduction de
comportement d’exploration du milieu qui reflete I’instauration d’un état
de stress, d’anxiéte et de dépression.
Cette intoxication au Ni se traduit également par une perturbation des
différents parametres biochimiques notamment les paramétrés
hépatiques. De plus, 1’é¢tude histologique a montrée des Iésions aux
niveaux du tissu hépatique et pulmonaire.

L’administration de 1’extrait de Salvia argentea par voie orale a
une dose de 100mg/kg pour les rats jeunes et les rats adultes durant la
période de traitement (21-42 jours),a permis d’enregistrer un gain du
poids comparé aux rats intoxiqués.

De plus, les tests de comportements : Dark& light, FST, Open
Field dévoilent clairement que EA de Salvia Argentea corrige 1’état
d’anxiété, résignation, l’activité locomotrice et 1’apprentissage spatial
respectivement comparé aux rats exposer au Ni. Les résultats obtenus des
dosages biochimiques principalement hépatiqgue (TGO, TGP) montrent
une régulation des valeurs de ces parametres chez les rats intoxiqués suite
a ’administration de EA comparés aux rats intoxiqués non traités. En
effets, I’étude histologique montre une protection de I’architecture
hépatique et pulmonaire chez les rats traités par I’EA comparé aux rats
intoxiqués. Cette série d’expérience a montrer que I’EA de Salvia
Argentea est doté¢ d’un pouvoir protecteur contre les dommages causés
par les effets toxiques du Nickel. Ces résultats viennent en appuis a
I’utilisation traditionnelle de Salvia argentea contre les maladies
inflammatoires du systéme respiratoire.

Mots clés : Salvia argentea, nickel, rats, poumons, biochimie,
neurocomportemental.
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Abstract

The objective of this study is to evaluate, on the one hand, the
modifications induced by nickel by wusing several approaches:
biochemical, histological and neuro-behavioral in wistar rats, on the other
hand, the effectiveness of Salvia extract. Argentea to restore or not the
harmful effects induced by the nickel by a gavage of 100mg / kg of body
weight during a period of 21 to 42 days.

Subchronic exposure to nickel during the experiment resulted in a
decrease in body weight compared to the control rats. The use of different
behavioral tests, specifically those of anxiety (Dark and Light test),
depression (Forced Swimming Test) and locomotor activity (Open Field
test), clearly reveals that Ni intoxication causes neurobehavioral disorders
resulting in locomotor hypoactivity, a reduction in environmental
scanning behavior that reflects the onset of stress, anxiety and depression.

This Ni intoxication also results in a disruption of the various
biochemical parameters, especially the liver parameters. In addition, the
histological study showed lesions in liver and lung tissue.

Administration of Salvia argentea extract orally at a dose of
100mg / kg for young rats and adult rats during the treatment period (21-
42 days) resulted in a comparative gain in weight to intoxicated rats.

In addition, behavioral tests: Dark & light, FST, Open Field
clearly reveal that Salvia Argentea's EA corrects the state of anxiety,
resignation, locomotor activity and spatial learning respectively compared
to rats exposed to Ni. The results obtained from the mainly hepatic
biochemical assays (TGO, TGP) show a regulation of the values of these
parameters in the rats poisoned after the administration of the EA
compared to the untreated poisoned rats. In effect, the histological study
shows protection of hepatic and pulmonary architecture in rats treated
with EA compared to intoxicated rats. This series of experiments show
that Salvia Argentea's EA has a protective effect against the damage
caused by the toxic effects of nickel. These results support the traditional
use of Salvia argentea against inflammatory diseases of the respiratory
system.

Keys Word: Salvia argentea, nickel, mouse, lungs, biochemistry,
neurobehavioral.
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INTRODUCTION GENERALE

La phyto-aromathérapie concerne I'emploi associé de la phytothérapie (ou
thérapeutique par les plantes) et de l'aromathérapie (ou thérapeutique par les essences
végétales ou huiles essentielles). Depuis des millénaires, I'utilisation des plantes fut le
principal recours de I'nomme pour lutter contre la maladie. Les premieres traces connues
des modes de préparation et d'indications dont les vertus bénéfiques ont été transmises de
géneration en géneration, remontent a plus de 6000 ans. Les égyptiens savaient utiliser de
nombreuses médications tirées de plantes. lls savaient anesthésier par des macérations de

plantes dans des vins.

Ce n'est qu'au 19éme siécle que les principes actifs ont commencé a étre isoles des
plantes. La découverte de la quinine isolée du Cinchona ledgeriana par les chercheurs
francais J.B. Caventon et J.B. Pelletier a encouragé les chercheurs a isoler d'autres
médicaments a partir de plantes médicinales. Avant la 2éme guerre mondiale, une série de
produits naturels de source végétale, sont devenus des agents chimiques utilisés jusqu'a ce
jour. Nous citerons, la morphine (Papaver somniferum) découverte par le pharmacien
prussien F.W.A. Serturner en 1803, la codeine (Papaver somniferum) découverte par
Robiquet en 1832, la digitoxine (Digitalis purpurea) et bien d'autres métabolites a activités

diverses.

L'industrie pharmaceutique a développé son intérét aux agents issus de sources
naturelles, depuis la découverte au pacifique du taxol (Taxus brevifolia)8 possédant une
activité anti-tumoral . La vinblastine et la vincristine, isolées du Catharantus roseus7,

figurent dans la liste des médicaments anti-cancereux les plus efficaces.

Depuis quelques années, un nombre croissant de médecins et de pharmacologues
redécouvrent avec intérét la valeur thérapeutique et I'innocuité des végétaux. Ainsi, renait
la phytothérapie et I'une de ses branches principales, I'aromathérapie qui utilise les essences
végétales. Les agents cliniques sont recherchés pour guérir des maladies dues aux tumeurs,

aux virus et au dysfonctionnement du systeme nerveux central (CNS) (Alzheimer,
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Parkinson, épilepties, migraine, Syndrome de fibromialgie myofaciale, troubles du

sommeil etc...).

Notre travail s'inscrit dans I’axe de recherche de la phytothérapie . Il se veut une
contribution a I'étude des activités biologiques d’une plante appartenant a la famille des
Labiées (Lamiaceae). Cette famille comprend environ 6000 especes et prés de 210 genres
dont la plupart ont une importance économique due a leur richesse en huiles essentielles.
Un tres grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches en

terpénoides, flavonoides et iridoides glycosyles.

Le genre Salvia (sauge), comprenant pres de 900 espéces, majoritairement
distribuées au Mexique, en Chine et en Turquie, et riche en diterpénoides. Les sauges
chinoises, S. przewalskil6 et S. miltiorrhizal7-18, communément appelée "Danshen" sont
tres utilisées en Chine, pays ou la phytothérapie fait bon ménage avec la medecine, pour
traiter certains cancers. Les especes, chinoise S. prionitis19,20 et turque S.

multicaulis21,22 sont connues pour leur activité anti-tuberculeuse ,depuis des millénaires.

Des études portant sur des huiles essentielles de différentes especes du genre Salvia
ont montré leurs activités, anti-microbiennes, anti- inflammatoires, en plus de leurs

utilisations en cosmétique et en agro-alimentaire.

A la lumiere de ces données, nous avons choisi d'étudier une espéce du genre Salvia

(Salvia argentea) et son effets thérapeutique sur les rats wistar intoxiques au Nikel.

Ainsi, ce manuscrit est divisé en trois parties, Les deux premiéres parties comportent
respectivement un chapitre bibliographique et un chapitre de description des travaux. La

troisiéme partie comprend un chapitre comportant les résultats de cette étude.
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Les plantes médicinales :

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles comme remede a
diverses maladies humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des
substances, dites alors actives, qu'elles renferment. Pour I'évaluation de l'activité
biologique de ces plantes, il est impératif de recourir a des tests biologiques
appropriés et a des methodes de screening chimique (Tyihak et al., 2007).

Depuis la plus haute antiquité, les plantes ont fait partie de la vie quotidienne des
I”’hnommes, puisqu’ils s’en servent pour se nourrir, se soigner et parfois dans leurs
traditions superstitieuses et religieuses. Les propriétés odorantes et thérapeutiques
des plantes étaient, déja, connues par I’ancienne Egypte et en Chine (FELLAH et
al., 2006).

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), 75 a 95% des populations rurales
(particulierement dans les pays en développement) font recours a la médecine
traditionnelle faite en grande partie a base de plantes (OMS, 2003).

Dans la plupart des cas, I’activité biologique des métabolites secondaires est
reconnue bien avant la détermination de leurs structures chimique (Sofowora,
2010). Il est néanmoins important de noter que la nature active de ces composés
peut engendrer des effets bénéfiques, aussi bien que des effets néfastes, sur les
organismes vivants.

1. Propriétés et principes actifs des plantes médicinales :

Dans I’antiquité, certaines plantes étaient vénérées pour des vertus qu’on leur
avait reconnues. Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment elles
agissaient, mais c’était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet, il est
étonnant qu’une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir, ou tout au moins
soulager un état maladif ou des troubles organiques. La science moderne, en
analysant et étudiant les effets thérapeutiques des plantes, n’a pas pour but de
diminuer cette confiance en la nature, mais elle veut préciser, comparer et classer
les diverses propriétés pour grouper les plantes a effet similaires, choisir les plus

efficaces et les faire connaitre. (PAUL ET FERDINAND, 2010).



Synthese bibliographique

1.1 Les plante a alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques, le plus souvent d’origine
végétale. La Présence d’azote confere a la molécule, un caractére basique plus ou
moins prononcé, de distribution restreinte et douée d’activité biologique, a faibles
doses. Les drogues a alcaloides ont une importance considérable en thérapeutique.
Certaines agissent au niveau central, d’autres sur le systeme nerveux autonome :
sympatholytique (ergotamine) et d’autres ont des propriétés anesthésiques, anti-
tumorales, Elles agissent a faibles doses, mais peuvent méme étre trés toxiques a

forte dose.
1.2 Les plantes a flavonoides :

Les flavonoides sont des composés poly phenoliques, presque toujours
hydrosolubles et tres répandus dans le régne végétal. Ils sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles De nos jours, les propriétés
des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine meédical. Les flavonoides
agissaient sur le cceur et sur la circulation sanguine. Elles diminuent aussi la
fragilité des vaisseaux capillaires d’une maniére générale, on les emploie surtout
comme spasmolytique et diurétique, propriétés reconnues depuis longtemps.

(PAUL ET FERDINAND, 2010).
1.3 Les plantes a Saponosides :

Ce sont les principaux constituants de nombreuses plantes médicinales (saponaire

officinale) .

Les saponines comme le savon sont douées de propriétés tensioactives, elles font

mousser leurs solutions et servent de détergent.

Les saponosides possédent des propriétés anti-inflammatoires et anti-cedémateuses.
Elles sont particulierement toxiques pour les poissons et autres animaux
aquatiques. Actuellement, les recherches montrent que les saponosides isolés a
partir des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle possédent des proprietes

antibactérienne et antifongique. (PAUL ET FERDINAND, 2010).
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1.4 Les plantes a hétérosides :

Ce sont des sucres (glucosides) combinés a des matieres efficaces. Celles-ci ont
comme particularité de pouvoir agir sélectivement dans le corps humain, sur un ou
plusieurs organes. Ainsi, le groupe des anthracénocide se concentre, comme
laxatif, uniqguement sur le gros intestin, Tandis que le groupe cardénolide agit au
niveau du cceur et des reins. (PAUL ET FERDINAND, 2010).

1.5 Les plantes a vitamines :

Les vitamines sont des substances organiques, que l’organisme n’est pas
capable de synthétiser, qui sont nécessaires a Sa croissance, a son
fonctionnement et qui doivent donc lui étre apportées de fagon Reéguliere et
harmonieuse par le régime alimentaire.

On les classe selon leur solubilité dans I’eau (vitamines hydrosolubles) dont la
vitamine C oudans les lipides (vitamines liposolubles) dont la vitamine A et la

vitamine E (PAUL ET FERDINAND, 2010).

La vitamine A :elle agit également comme substance protectrice des tissus de
I’épiderme et des muqueuses, son action s’étend aussi sur I’ouie et sur la vue,
car elle empéche le durcissement de la Cornée. Enfin, elle aide a lutter contre
I’infection.

La vitamine B1 :elle contribue au bon fonctionnement du systeme nerveux.

La vitamine C :est nécessaire a la formation des os. Elle active la respiration
des cellules et le fonctionnement des vaisseaux sanguins et lutte contre les
infections.

1.6Les plantes a Tanins:

Substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, ces substances ont en effet la propriété de se combiner
aux protéines.Les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de blessures
superficielles et de brdlures. Ils sont utilisées comme anti-diarrhéiques et
hémostatiques, mais surtout comme protecteur veineux dans le traitement des
varices. En cosmétique, les tanins sont des astringents trés utilisés, sous forme de
lotions. lls sont largement employés dans I’industrie, notamment dans I’industrie
du cuir, des vernis et de la peinture (PAUL ET FERDINAND, 2010).
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2. Les métabolites secondaires :

2.1. Définition :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees
par les plantes et les microorganismes (BOUDJOUREF, 2011). Ce sont
caractérisés genéralement par de faible concentration dans les tissus végétau, si on
exclue la lignine de cette catégorie (NEWMAN et CRAGG, 2012). Aussi
n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la
plante

(GUIGNARD, 1996).

Biosynthétisés a partir de metabolites primaires et jouent un réle majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de
I'organisme dans son écosystéme (PEEKING et al., 1987). En 1987 Plus de 8500
métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands groupes sont les
alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques. Ils présentent
une énorme valeur économique (en particulier pour l'industrie pharmaceutique et
cosmétique) (PEEKING et al., 1987).

2.2. Biosynthese :

La production des metabolites secondaires est étroitement liee au métabolisme
primaire, résultent généralement de trois voies de biosynthese (Figure 01): la voie
de shikimate, la voie de meévalonate et du pyruvate (VERPOORTE et
ALFERMANN, 2000). La plupart des précurseurs sont issus de la glycolyse
(pyruvate, phosphoénolpyruvate, acétyl-CoA), de la voie des pentoses phosphate
(glycéraldéhyde-3-P,  Erythrose-4-P) et du métabolisme des lipides
(glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA). Ces précurseurs sont a I’origine de la diversité
structurale observée au niveau des metabolites secondaires (MAYER, 2004).

Du point de vue synthétique, ces meétabolites secondaires peuvent aussi étre
subdivisés en deux catégories : ils peuvent étre de type phyto anticipines ou de
constitution, C'est-a-dire synthétisés par la plante de maniere permanente méme en

absence d'un facteur de stress par opposition aux métabolites induits ou
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phytoalexines qui sont synthétises uniquement en cas de stress et sont donc formes
de novo (LITVAK et MONSON, 1998).
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Figure 01 :Origine biosynthétique des métabolites secondaires (AHARONI et
GALILI, 2001).

2.3. Classification :
D’apres leur biosynthese, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois
classes: Polyphenols; terpénoides et alcaloides (HENNEBELLE et al., 2004).
2.3.1. Polyphénols :

e Définition :
Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des vegétaux,

caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzenique auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre
fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc (BRUNETON, 1999). La grande
majorité de composés phénoliques dérivent de I’acide cinnamique formé par la
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voie du shikimate (GORHAM, 1977). Sont solubles dans la solution de carbonate
de sodium. Chimiguement, ils sont réactifs et donnent
souvent lieu a des liaisons hydrogénes, ou chélater des métaux pour les O-
dihydroxyphénols (catéchol); Enfin, ils sont sensibles a lI'oxydation (GORHAM,
1977).

e Classification :
La classification de ces substances a été proposée par HARBORNE (1980). On
peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur
le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base
(MACHEIX et al., 2006).

A) Polyphénols monomeriques :

e Acides phénoliques :
Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols, Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature (HASLAM,
1994). lls se divisent en deux classes: les dérivés de I'acide benzoique (les acides
hydroxycinnamiques) et les dérivés de [l'acide cinnamique (les acides
hydroxybenzoiques) (PANDEY et RIZVI, 2009).

e Acide phénols dérivés d’acide benzoique :
Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure genérale de base de type (C6-C1)
ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (HARRAR.,
2012). Les plus répandus sont: [I’acide salicylique et [I’acide gallique
(BRUNETON, 1999).

O

OH

Figure 02 : Acide benzoique (PAWLOWSKA et al., 2006).
e Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, I’acide férulique, I’acide
pcoumarique et I’acide synaptique (HASLAM, 1994).
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X~ “OH

Figure 03 : Acide cinamique (GORHAM, 1977)
e Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces
molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres
(BENHAMMOU, 2011). En 2003, environ de 4000 composés flavoniques sont
connus (EDENHARDER et GRUNHAGE, 2003). Certains sont des pigments
quasi-universels des végétaux, ces composés existent sous forme libre dite
aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est a- dire liée a des oses et autres
substances (HELLER et FORKMANN, 1993).
ont une squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) relies entre eux par
une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (Cycle C) (figure 0)
(AKROUM, 2011).

I
— Yo

0 ]

Figure 04 : Structure de base d'un flavonoide (HELLER et FORKMANN,
1993).
La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions

et des conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-
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C3, du groupe 3-0 et la fonction 4-oxo (YAO et al.,2004). lls se répartissent en

plusieurs classes des molécules dont les plus importants

Flavonols
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Figure 05 : Différentes classes de flavonoides (NKHILI, 2009).
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B) Polyphénols sous forme de polymeéres

e Tanins
Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un
poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (KAMRA et al., 2006). Ces
composés naturellement produits par les plantes se caractérisent par leur facilité a
se combiner aux protéines (MAKKAR, 2003; MANGAN, 1988; MCSWEENEY et
al., 2001).
Ils sont tres répandus dans le regne vegétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les Rosacée
(GHESTERM et al.,2001). lls peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les
feuilles, les fruits, les racines et les grains (KHANBABAE et REE, 2001). En
général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de I’acide
phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique
de la molécule (RIRA, 2006).

e Tanins hydrolysables:
Sont des hétéro polymeres possédant un noyau central constitué d'un polyol, il
s'agit souvent d'un D-glucose; comme leur nom l'indique, ces substances
s'’hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes
(telle que la tannase), pour donner des glucides et des acides phénoliques
(LEINMULLER et al., 1991). lls sont facilement scindés par les enzymes de
tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de celui-ci on distingue: les
tanins galliques (Gallo tanins), ils donnent par I'hydrolyse des oses et de l'acide
gallique et les tanins ellagiques (Ellagitanins), Ainsi sont scindes par les enzymes
en oses et en acide ellagique (PARIS et HURABIELLE, 1981).
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Figure 06 :Structure générale de tanins hydrolysable (GILBERT et NORRIS,

1968).

e Tanins condensées

Ce sont des tanins non hydrolysables (Dits catéchiques et proanthocyaniques), ils

sont plus complexes que les tanins galliques , ils possedent une squelette phényl-2-

chromane de flavonoides (ALILOU, 2012). Il est admis aujourd’hui que ces tanins

sont constitués par le mélange de produits de polymérisation oxydative de

catechines (flavan-3 ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles), on peut les

qualifier encore de tanins flavaniques (RICHTER, 1993).

L |

Figure 07 :Structure générale de tanins condensés (GILBERT et NORRIS,

1968).
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e Lignines:

C'est I’'un des polymeres biologique les plus abondants sur Terre, elle constitue de
15 a 40% de la matiére séche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes
annuelles. C’est également le polymeére aromatique naturel le plus abondant
(PRIVAS, 2013). Subissant les contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin
notamment de rigidifier les parois cellulaires (CRUZ et al., 2001). Le role des
lignines dans I’évolution des végétaux, est celui d’une barriere mécanique, de golt
désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines
participent a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la
lignification est une réponse courante a I’infection ou la blessure (MURRY et al.,
1982).
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Figure 08 : Structures chimiques de lignine (SCALBERT et WILLIAMSON,
2000).

e Coumarines, Stilbénes (les plus rares) (NKHILI, 2009)

e Coumarines
Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le regne
vegétal, sont des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones
des acides 2- hydroxy-7-cinnamiques (BENAYACHE, 2005) (Figure 08). Elles

existent sous forme libre solubles dans les alcools et dans les solvants organiques
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ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (héterosides) sont plus ou
moins solubles dans I’eau (BRUNETON, 1999).

)

Figure 09 : Structure d’une molécule de coumarine (COWAN, 1999)
La coumarine et ses dérivés ont des actions phyto biologiques (HOSTETTMANN,
1992), bacteériostatiques et anti fongiques (RUFINI et SAMPAOLO, 1977). lls ont
un effet antioedémateux (HOULT et PAYA, 1996).

e Stilbénes:
Les stilbénes sont des composes phénoliques contenant au minimum deux
noyaux aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbene
font partie de la famille des stilbenes et sont des composes synthétisés par la plante
suite a un stress, Ces molécules peuvent s’oxyder sous I’action d’enzymes oxydase
et les peroxydases (PERRET, 2001).

Figure 10 : Structure chimique de stilbéne (PERRET, 2001).
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2.4. Biosynthese des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques:
"1[1Celle de I’acide shikimique (shikimate).

[10Celle issue de 1’acétate-malonate (MOHAMMEDI, 2013).
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Figure 11 : Biosynthése des composés phénoliques (MOHAMMEDI, 2013)
De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double
origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité¢ d’une participation
simultanée des deux voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte
(MARTIN et TSITOHAINA,2002).

2.3.2. Alcaloides

A)Définition :

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogéne, d’oxygene et d’azote (SCHAUENBERG et PARIS,
2005).Typiquement comme les amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela
confere la basicité a l'alcaloide, en facilitant leur isolement et purification comme
sels solubles dans I'eau formés en présence des acides minéraux (HESS, 2002). Ils
peuvent étre présents dans tous organes (ZIEGLER et FACCHINI, 2008). Leur
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teneur est trés variable, généralement comprise entre 0.1% et 2 a 3 % du poids sec
de la drogue (ROUX et CATIER, 2007).
Les alcaloides existent rarement a I’état libre dans la plante, mais le plus souvent
ils sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (ZIEGLER et
FACCHINI, 2008).

B) Fonctions et propriétés
Les alcaloides sont des molécules tres intéressantes au point de vue biologique car
certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilises
comme médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes (HESS,
2002). Insolubles ou fort peu solubles dans I'eau; ils sont solubles dans I'alcool plus
a chaud qu'afroid, I'éther, les acides et dans I'ammoniaque (COWAN, 1999).

C) Biosynthese
Contrairement a la plupart des autres types de meétabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique (figure 11)
(ZIEGLER et FACCHINI, 2008). Les noyaux de base de ces différents alcaloides
dérivent des acides aminés du métabolisme primaire (NACOULMA, 2012).
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Figure 12 : Origine biosynthéetique de différentes classes d’alcaloides
(NACOULMA, 2012).
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D) Classification
D.1) Selon I'origine biosynthétique
On distingue trois types d’alcaloides :
[1JAlcaloides vrais : d’aprés certains auteurs, ils sont issus seulement du regne
végétal. llsexistent a [I’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio
synthétiquement formés a partir d’un acide aminé (BRUNETON, 1999).
[1JPseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques
des alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (BRUNETON,
1999).
[1[]Proto-alcaloides : se sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus
dans un systéme hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaboreés in
vivo a partir d’acides aminés (BRUNETON, 1999).
D.2) Selon leur composition chimique et structure moléculaire
Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes.
[100Phénylalanines: comme capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.
[1JAlcaloides isoquinoléiques : comme: morphine, éthylmorphine, codéine et
papavérine continues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques:
ergométrine, ergotamine et ergotoxine de I'ergot des céréales (GONZALEZ et al.,
1984).
[1CJAlcaloides quinoléiques: se trouvent dans les écorces de Cinchona
(DONATIEN, 2008).
(100 Alcaloides pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin.
[1JAlcaloides dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la
belladone.
[1JAlcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par
exemple (GONZALEZ et al., 1984).
Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type a, b, ¢, d, e, f, g et h
(MEDJROUBI et al., 1997).
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Figure 13 : Les principaux cycles azotés des alcaloides (GONZALEZ et al.,

1984). Indole (a), Quinoline (b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e),

quinolizidine (f), la morphine (g) et solanidine (h) (stéroide)

E) Propriétés physicochimiques et pharmacologiques

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire

jouent un réle écologique de défense contre des herbivores, chez I’homme ils

trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques (MCCALLEY, 2002 ;

STOCKIGT et al., 2002).

[10Les alcaloides presentent fréquemment de propriétés pharmacologiques

marquees et ont de nombreuses utilisations en thérapeutique, notamment au niveau

du systeme nerveux central, du systeme nerveux autonome et du systeme
cardiovasculaire (GAZENGEL et ORECCHIONI, 2013).
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[10JOn notera aussi l'existence d'anti-tumoraux, d'anti-parasitaires, de curarisants,
les alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les
troubles nerveux (maladie de Parkinson) (ISERIN et al., 2007).

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a
alcaloides, soit sous forme de préparation galéniques, soit le plus souvent, pour
I'extraction des alcaloides qu'elles renferment, ces alcaloides étant utilisés eux
mémes ou servant de matiere premiere dhémi-synthése (GAZENGEL et
ORECCHIONI, 2013).
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L’extraction

Meéthodes d’Extraction Traditionnelles :

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végetaux ou
animaux des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants selectifs,
traditionnellement I’eau, les huiles végétales ou les graisses animales. Les produits
ainsi obtenus sont relativement impures sous forme de liquides, semi-solides ou
poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations
connues comme les tisanes et les huiles médicinales (Handa, 2008).

L’extraction est utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs composés d’un
mélange initial, sur la base de propriétés chimiques ou physiques.

La tisane, que ce soit infusion, décoction ou macération, est un procéde
d’extraction de constituants actifs des plantes médicinales. Le mot tisane vient du
grec ptisané qui désignait orge mondé, puis tisane d’orge. L’utilisation de la plante
en tisane est retrouvee parmi les méthodes les plus anciennes a coté des
fumigations, des inhalations de vapeur, de I’application d’une solution sur le corps.
L’eau chaude permet ainsi de récupérer certains constituants actifs hydrosolubles
(Goetz, 2004). D’autres techniques traditionnelles étaient aussi utilisées pour la
récupération des principes liposolubles et aromatiques comme les huiles infusées
(Benzeggouta, 2005). La présence d’un composé ou d’un autre depend de sa
solubilité dans le solvant utilisé, la température et la durée d’extraction et la
fragmentation de la plante (Goetz, 2004).

L’homme utilise des colorants, des parfums, des aromes, et des extraits de produits
naturels depuis la haute Antiquité, par différentes techniques:

1.La filtration: Depuis les temps prehistoriques, I’hnomme utilise un lit de sable ou
de mousse pour rendre une eau boueuse (pleine de boue) limpide (claire et
transparente).

2.Le pressage: Consiste a exercer une pression sur une orange pour obtenir le jus,
ou a écraser des fleurs pour extraire les ardmes.

3.L’enfleurage: Est une forme d’extraction utilisée en parfumerie. Il repose sur le
pouvoir d’absorption d’une huile essentielle par les corps gras. Par exemple, les

fleurs fragiles sont posées sur des cadres enduits de graisse animale trés pure et
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inodore qui absorbe le parfum des fleurs au contact; en fin de séchage, les graisses

sont imprégnées de substances odorantes.

Figure 14 : Enfleurage de pétales de rose.

4.La décoction: Cette méthode est trés ancienne. Elle consiste a chauffer la racine
ou I’écorce d’une plante avec de I’eau; jusqu’a ce que cette derniéere soit bouillante
et les constituants se dissolvent.

5.L’infusion: Elle consiste a verser de I’eau bouillante sur des plantes (les feuilles
ou les fleurs) finement broyées puis les laisser tremper pour dissoudre leurs
principes actifs.

6.La macération: Consiste a laisser séjourner a froid un solide dans un liquide
pour en extraire les constituants solubles dans ce liquide.

7.L’extraction par solvant: C’est un procédé qui permet d’extraire des composes
qui ne peuvent pas I’étre avec de I’eau.

8.L’entrainement a la vapeur ou I’hydro distillation: Cette technique date de
I’Egypte ancienne. Elle consiste a extraire les parfums des plantes (huiles
parfumées ou huiles essentielles) par de la vapeur d’eau.

Nous ne pourrons appliquer que les méthodes d’extraction par hydro distillation ou
bien par solvants, I’enfleurage étant trop long et colteux en matiere premiére (pour
un litre d’absolu de jasmin, il faut compter un tonne de fleurs).

L’extraction consiste a transférer un composé d’une phase a une autre:

 D’une phase liquide a une autre phase liquide.

 D’une phase solide a une phase liquide.
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Les types d’extraction

Il existe plusieurs méthodes d’extraction dont certaines ont été développées par les
artisans parfumeurs bien avant I’essor de la chimie moderne.

1. Extraction par solvant

Elle consiste a faire passer, par solubilisation, la substance a extraire dans un
solvant.

Celui-ci peut étre de I’eau, mais genéralement il s’agira d’un solvant organique:
éthanol, cyclohexane, éther de pétrole, toluéne, etc. Dans I’extraction par solvant,
les plantes sont mélangées a un solvant. Les composés a extraire étant emprisonnés
dans la cellule par la membrane cellulaire, il faudra donc des solvants capables de
la traverser. En plus, il arrive que des traces de solvant soient présentes dans les
molécules a extraire ou bien dans la matiere végétale aprés traitement.

L’extraction par solvant fait intervenir trois étapes.

[1JLa mise en contact du solvant avec la substance contenant le composé a
extraire:

Elle peut se faire directement par le solvant d’extraction ou en faisant intervenir
d’abord I’eau.

On fait alors agir le solvant sur une décoction, une infusion ou une maceération.
[7/7La décantation: Est réalisée a I’aide de I’ampoule a décanter. En fonction de la
nature du solvant utilisé et en particulier de sa densité par rapport a celle de I’eau
(1,00), la phase organique a récupérer se situera au dessus ou en dessous.

[7/7Le séchage et la filtration: Afin d’éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été
retenue dans la phase organique, on fait agir un déshydratant. On filtre ensuite pour
ne recueillir que la phase organique exempte d’eau.

Généralement, on veut ensuite évaporer le solvant pour récuperer I’extrait seul, il
faudra donc aussi que le solvant soit volatil (température d’ebullition faible).

Le choix du solvant obéit a trois critéeres et nécessite la connaissance d’un
parameétre physique caractéristique de ce solvant.

[7Létat physique du solvant: Le solvant doit étre liquide a la température et a la

pression ou I’on réalise I’extraction.
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[7/7La miscibilité du solvant: Le solvant doit étre non miscible a la phase qui
contient initialement le composé a extraire.

[7/7La solubilité: Le composé a extraire doit étre tres soluble dans le solvant.
C’est-a dire, beaucoup plus soluble dans le solvant que dans le milieu ou il se
trouve initialement (milieu aqueux en général).

[7/7La densité du solvant: Il est nécessaire de connaitre ce parametre car c’est lui
qui détermine si la phase organique, contenant le composé a extraire, se trouve au
dessus ou en dessous de la phase aqueuse dans I’ampoule a décanter.

Les solvants d’extraction doivent étre aussi:

[7//Facilement éliminés apres extraction et donc avoir un point d’ébullition bas.
Leur point d’ebullition doit étre le plus éloigné possible de celui des produits a
extraire.

[7/7Inertes chimiquement vis-a-vis de la solution a extraire.

[7//Peu toxiques que possible.

1.2. Types d’extraction par solvant
Il existe plusieurs types d’extraction par solvant.
1.2.1. Extraction directe
L’espece chimique est extraite d’un produit naturel par macération puis filtration
(par exemple I’extraction des ardmes des zestes d’orange).
1.2.2. Extraction liquide-liquide
L’extraction liquide-liquide est I’une des techniques de preparation d’échantillons
les plus anciennes. C’est une opération fondamentale de transfert de matiére entre
deux phases liquides non miscibles, sans transfert de chaleur. Cette technique
permet d’extraire une substance dissoute dans un solvant, a I’aide d’un autre
solvant, appelé solvant d’extraction, dans lequel elle est plus soluble. Le solvant
initial et le solvant d’extraction ne doivent pas étre miscibles.

e Types d’extraction liquide-liquide
Il existe deux types d’extraction liquide-liquide.
A) Extraction liquide-liquide discontinue
Elle est réalisée grace a des ampoules a decanter. Il existe plusieurs modeles
d’ampoules a décanter . Celles ayant la tubulure au dessus du robinet sont les plus
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utilisées, car elles permettent de mieux visualiser I’interface et donc de mieux
séparer les deux phases.

B) Extraction liquide-liquide continue

Lorsque le produit a isoler est relativement soluble dans la phase a extraire,
I’extraction discontinue peut se révéler insuffisante. On peut alors utiliser une
méthode d’extraction en continu. Le solvant est recyclé et passe continuellement a
travers la solution a extraire.

1.2.3. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est un phénomene lent qui permet d’extraire une
substance presente dans un solide pour la faire passer dans un solvant liquide.

On peut utiliser successivement des liquides dont le pouvoir solvant vis-a-vis des
constituants de la phase solide est différent (dissolution fractionnée).

La macération, I’infusion et la décoction sont des méthodes d’extraction solide-
liquide.

A) Techniques de dissolution

CJOI1 faut avant tout réduire le prélévement en fines particules ce qui favorise
I’action du solvant en augmentant la surface de contact.

(1011 est possible de procéder en continu ou effectuer des phases successives

d’extractions suivies de filtration ou de centrifugation.

Figure 15 : Les extracteurs de Soxhlet et de Kumagawa
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L’ extracteur de Soxhlet est un appareil utilisent chimie analytique qui permet de
faire & chaud I’extraction par solvant d’un solide avec une grande efficacite. Cet
appareil porte le nom de son inventeur: Franz Von Soxhlet. Tres proche de
I’extracteur de Soxhlet, le Kumagawa a I’avantage de pouvoir étre utilisé a des
températures bien supérieures et d’étre moins encombrant grace a la cartouche
incorporee dans le porte-ballon.

B) Principes des techniques de dissolution

Les principes des techniques de dissolution sont les suivants:

[7/7La variation du pouvoir solvant:

- La dissolution fractionnée: Consiste a utiliser initialement des liquides a faible
pouvoir solvant puis a augmenter progressivement la capacité de dissolution par
I’emploi des solvants de plus en plus actifs.

- Le gradient de dissolution: Consiste a utiliser de mélanges de solvants.

[7/7La limitation du volume de solvant:

Afin d’éviter I’utilisation de grands volumes de solvants, il faut réaliser
I’extraction et la concentration dans le méme appareil.

En régle générale, un solide ne se laissera pas traverser par un liquide.

Il est donc nécessaire de réaliser plusieurs extractions successives par utilisation
d’un extracteur de Soxhlet, ou alors sa variante plus économique.

C) Appareil de Soxhlet

Le Soxhlet est constitué d’un :

/7//Ballon contenant une réserve de solvant.

[1JExtracteur proprement dit permettant le contact entre le solvant et le solide
dans une cartouche poreuse.

[7/7Siphon qui permet I’évacuation de la solution vers le ballon.

[7/Réfrigérant & eau qui permet la condensation des vapeurs de solvant dans la
cartouche.

Le solide est toujours en contact avec le solvant pur grace au remplissage régulier
de la cartouche, ce qui présente les meilleures capacités de solubilisation des
COmposés a extraire.

Schéma d’un appareil de Soxhlet.
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Le Soxhlet permet:

[7Le lavage d’un compose solide par un solvant dans lequel il est totalement
insoluble.

Les impuretés sont extraites vers le ballon et le solide pur est récupéré dans la
cartouche.

[7/7La recristallisation d’un composé par un solvant dans lequel il est modérément
soluble. Les impuretés insolubles restent dans la cartouche tandis que le composé
cristallise dans le ballon récepteur par refroidissement lorsque la solution est assez
concentrée.

D) Mode opératoire :

[7/711 est important de rajouter quelques grains de carborundum (cristal de carbure
de silicium SiC) ou de pierre ponce dans le mélange pour éviter une élévation de la
température sans ébullition.

[7Le bon fonctionnement du siphon nécessite un volume suffisant du solvant
dans le ballon.

[777Le solide est placé dans la cartouche, elle-méme insérée dans I’extracteur.
[7/Le systeme de chauffage est mis en marche et réglé de facon a ce que les
cycles

remplissage/vidange de la cartouche se fassent de fagon rapprochée.

[7/Le systeme peu étre laisse sans surveillance particuliere si la vidange est

réguliére.
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LES MOYENS DE PURIFICATION

Définition de la purification

En chimie, la purification est la séparation de substances chimiques dans le but de
décontaminer des substances.

Moyens de purification

Il existe plusieurs moyens de purification:

[J[JLa filtration.

[10JLa centrifugation.

"J[1La chromatographie.

JOL’¢électrophorése.

1. Filtration

La filtration est une méthode mécanique utilisée pour séparer un solide d’un
liquide ou d’un gaz en faisant passer le mélange par une membrane ou un papier
filtre, par I’aide d’un entonnoir.

La filtration est un procedé de séparation permettant de séparer les constituants
d’un mélange qui possede une phase liquide et une phase solide au travers d’un
milieu poreux.

C’est une technique trés utilisée que ce soit dans le domaine de I’agro-alimentaire
ou de la pharmacie ou par de nombreuses espéces animales, principalement
aquatique.

L’utilisation d’un filtre permet de retenir les particules du mélange hétérogéne qui
sont plus grosses que les trous du filtre (porosité).

Le liquide ayant subi la filtration se nomme filtrat, et ce que le filtre retient se
nomme un résidu .

La microfiltration est une séparation de particules de I’ordre de micrometre.

La filtration stérilisante est un cas particulier, les particules étant des
microorganismes.

Les applications de la filtration courante résultent de la séparation d’un solide
dispersé dans un liquide pour obtenir:

[17Un liquide clarifié, débarrassé des particules solides.

[77Un solide essoré de I’exces de liquide.
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Présentation de la plante étudiée (salvia argeantea)
La famille des Lamiaceae :
La famille des Lamiacées (Lamiaceae ou Labiateae) est une famille
botanique trés large. La majorité de ces espéces ont une grande importance, vu

leurs valeurs économiques (Duarte et Lopez, 2007).

Elle comporte environ 264 genres et 6990 espéces (Gurchan, 2004)
d’herbes, parfois arbre ou arbustes, annuelles ou pluriannuelles, habituellement
aromatiques a tiges quadrangulaires. Les feuilles opposées, rarement verticillées ou

alternées, simples a pennées ou composées, sans stipules (Lihsi et al, 1994).

Les espéces de la famille des lamiacées sont considérées comme étant les
plus évoluées parmi toutes les plantes dicotylédones. Elles sont distribuées dans les
différentes zones tempérées du monde entier, mais concentrées en grande partie
dans la région méditerranéenne. Cette famille inclut plusieurs especes utilisées
dans la cuisine, la phytothérapie et la cosmétologie notamment celles appartenant
aux genres: Lavandula, Mentha, Stachys, Thymus, Rosmarinus et Salvia
(Gurchan, 2004).

Le genre Salvia :

Le genre Salvia est consideré comme étant le genre le plus large et le plus
important de la famille des lamiacées (Lamiaceae ou Labiatae) (Bagci et al, 2008 ;
Walter et al, 2002). 1l rassemble, a lui seul, plus de 900 espéces identifiées autour
du monde (Bektas et al, 2005 ; Kivrak et al, 2009).

Le nom vernaculaire « sauge » est attribué aux différentes especes
aromatiques du genre Salvia (Karousou et al, 2000). Le nom scientifique de la
sauge indique clairement I'importance de son réle en phytothérapie : Salvia vient
de « salvare » qui, en latin, signifie «sauver» (Baran, 2010; Ulubelen, 2000 ;
Baricevic et al, 2000; Nicolette et al, 2000; Stanleyet al, 2000).

Ce nom est corrompu populairement en « Sauja » et « Sauge » en Francais

et « Sawge » en ancien anglais, devenu actuellement « Sage », en référence a ces
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propriétés médicinales, connues depuis les anciennes civilisations (Anthony,
2000).

Les especes Salvia représentent un groupe d’especes cosmopolites, qui
montrent une gamme remarquable de variation (Pistlli, 2006). Ce genre est
distribué dans trois régions principales dans le monde: 530 espéces a I’Amérique
centrale et latine, 250 especes en Asie centrale et en régions méditerranéennes, 30
en Afrique du Sud et 90 espéces en Asie de I’Est (Walker et al, 2004).

e

Figure 16 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde, selon
Walker et al,(2004).

En Algérie, les espéces qui ont été déterminées sont au nombre de dix huit : Salvia
Balansae de Noé ; S. officinalis L. ; S. Chudaei Batt. et Trab. ; S. triloba L. fils ; S.

lavandulaefolia Vahl. ; S. Aucheri Benth. ; S. phlomoides Asso. ; S. Jaminiana de
Noé ; S. verbenaca (L.) Brig. ; S. Horminum L. ; S. aegyptiaca L. ; S. silvestris L. ;
S. tingitana Ette. ; S. Sclarea L. ; S. Athiopis L. ; S. algeriensis Desf. ; S.

Barrelieri Ettling. et S. argentea L. (Quezel et Santa, 1963).
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Salvia argentea :
1.Définition :

Salvia argentea, est une plante bisannuelle. Elle est répondue en Afrique du
nord et en Europe méridionale. Au cours de son développement, elle commence
par former une rosette basale de feuilles veloutées qui s’étale jusqu’a atteindre 1
meétre de diamétre, en fin d’hiver. En début d’été, lorsqu’elle atteint environ 1m de
hauteur, elle fleurit en développant une panicule de petites fleurs blanches ou

jaunes (Burnie et al, 2006).
2.Classification :

L’espéce se caractérise non seulement par ses fleurs de coloration jaunatres
mais aussi par ses inflorescences terminées par les bractées et par leurs grandes
feuilles velues crénelées-dentées, étalées en rosette (figure 04) (Beniston et al,
1984).

Salvia argentea était décrit et dénommeé par Carl Linnaeus en 1762. SelonDweck

(2000),Salvia argentéa se classe comme suit :

Reégne Plante

Classe Magnoliophta

Ordre Lamiales

Division Magnoliophyta

Famille lamiaceae

Sous-famille nepetoideae

Genre salvia

Espeéce Salvia argentea

Nom binomial Salvia argentea (Barnes et al, 2007)
Le nom commun Al 5 8
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3.Les caractéristiques (salvia argentéa) :

Couleur fleur : Blanc

Couleur feuillage : Gris-argent
Hauteur : 70 cm

Feuillaison : Mars — Octobre
Floraison(s) : Juin — Juillet
Type de feuillage : caduc
Exposition : soleil

Type de sol : sec.

NS N N N N N N N

Silhouette : Rosette
4.Presentation botanique:
» Tiges:

Salvia argentéa possede des tiges fortes, dressées, apparaissent portent de
grandes feuilles opposées, pubescentes, de forme triangulaire. Les tiges peuvent
atteindre une hauteur de 50 a 90 centimeétres et d’une amplitude de 60 a 80

centimeétres.

Figure 17 : La tige de salvia argentéa
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> Feuilles:

Salvia argentéa est une plante a feuilles caduques trés variables
en taille, texture et forme. De couleur verte jaunatres, simple et opposées. Elles
sont ovales a oblongues dentées, laineuses, de 20 cm de long et pétiolées avec
un bord crénelé, Les feuilles sont recouvertes d'un duvet argenté, trés doux au

toucher, qui rend cette sauge populaire aupres des horticulteurs.

Figure 18 : Feuilles de salvia argentéa

» Fleurs et fruits:

La floraison de Salvia argentéa a lieu de juillet a aolt. Les plantes
présentent des fleurs labiées de couleur blanche ou rosées de 3cm de long,
a calice gris. Les fleurs s'organisent en panicule. 2-8 fleurs en verticilles
axillaires avec divers bractées colorées, Blanches, sont verticellées et
hermaphrodite (Hedge, 1972).

Les plantes produisent des tétrameres.
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Figure 19: La fleur Salvia argentéa.
» Racines:

Les racines de Salvia argentéa sont épaisses et tubéreuses (pivotantes) ce
qui la rend résistante a la chaleur et a la sécheresse, mais sensible a I’humidité
hivernale. Les racines poussent sur des sols frais et préferent une exposition
ensoleillée. Le substrat doit étre limono-graveleux avec un pH entre 8 et 10. Elles

supportent des temperatures jusqu'a (-29°C).

figure 20 : Racine de Salvia argentea
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Le Nickel

Le nickel est un métal lourd blanc, dur, argenté qui possede un eclat poli,
ferromagnétique brillant, il est le quatrieme métal le plus utilisé au monde. L’un
des micronutriments essentiels pour la croissance et le développement des plantes
et il est également un oligo-élément essentiel pour I’organisme, dont les carences
sont graves. La dose quotidienne de nickel ingéré se situe idéalement entre 100 et
300 pg/jour, mais peut varier de 100 a 800 pug selon les habitudes alimentaires.

(Benrahou et Hamadouche, 2016).
1.Les propriétés physico-chimiques du nickel :

Le nickel ne décompose pas I'eau a froid, et ne décompose que trés lentement la
vapeur d'eau au rouge, avec formation de protoxyde vert cristallisé. 1l se dissout
trés lentement avec dégagement d'hydrogene, dans les acides chlorhydrique,
sulfurique et phosphorique étendus.

L'acide sulfurique concentré et chaud I'attaque difficilement.

L'acide azotique ordinaire attaque facilement a froid le nickel, avec dégagement de

vapeurs nitreuses (Henri et Louvrard, 1945).

Le nickel comme le fer présente, avec l'acide azotique concentre, le phénomeéne de
la passivité, c'est-a-dire que le dégagement de vapeurs nitreuses peut étre empéché
par I'immersion préalable du métal dans I'acide concentré, qui ne I'attaque pas. Le
nickel est oxydé par l'azotate de potassium fondu au rouge. Il s'unit directement a

I'arsenic, au phosphore, au chlore, au brome et a l'iode.

Avec le bore il fournit un borure de nickel cristallisé de formule Bo Ni. Les alcalis
en solution étendue l'attaquent a peine, mais quand la teneur en potasse anhydre
KOH, atteint 60% l'attaque est rapide (Henri et Louvrard, 1945).
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proprieties physic-chimiques de nickel (ATSDR,Office of Environnemental
Health Hazarrd Assessment et al.,2001).

Proprietés Nickel

Numéro atomigeue 28

Masse atomique ( g.mol 1) 58.69

Masse volumique ( g.cm 3) 8.90

Formule chimique Ni

Etat physique Solide

Couleur Argenté

Point de fusion 1455°C

Point d’ebullition 2730°C

Densité 8.9g /cm3
Solubilite dans I’eau 101mg/L a 37°C
Pression de vapeur 1mm Hg a 1.810°C

Electronegativité (alled et Rochow) 1.75

Electronégativité ( Pauling) 1.91
Rayon atomique (A) 1.25
Degré d’oxydation (gras = le plus 53
stable) ’
Rayon ionique pour M2+ (A) 0.72
Rayon ionique pour M3+(A) 0.62
Potentiel d’ionisation pour

18.15
M2+(volts)
Potentiel d’ionisation pour

36.16
M3+(volts)

2.Les dérives du nickel et leur utilisation :

Un grande nombre de composé du Ni a été identifié et caratctérise ; beaucoup
d’eux comme le sulfate du nickel, le nitrate du nickel, le chlorure du nickel et
I’acétate du nickel sont relativement solubles dans I’eau. Cependant, les autres

composés de ce métal comme I’hydroxyde du nickel, I’oxyde du nickel, le sulfure
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du nickel et le subsulfide du nickel sont pratiqguement insolubles dans I’eau. Les

formules chimiques et les formes physiques des composés du Ni sont mentionnées

dans le tableau 2 (Office of Environnemental Health Hasard Assessment et
al.,2001).

>

le sulfate de nickel est utilisé dans les bains de nickelage, comme
intermédiaire dans la fabrication de carbonate de nickel et de sulfate
d’ammonium et de nickel. C’est le principale intermédiaire pour la
fabrication de sels de nickel. Il sert a produire des catalyseur et est employé
comme mordant pour les textiles. Il est également employé pour le
noircissement du zinc et du bronze.

Le nickel tétracarbonyle est employé dans la fabrication de poudre de nickel
de haute pureté. Il est également utilis¢é comme mordant catalyseur en
synthese organique.

L’acétate de nickel est utilisé comme mordant pour les textiles, comme
intermédiaire dans la fabrication d’autre composés du nickel et comme
catalyseur .

Le chlorure de nickel est employé pour nickelage, pour fabriquer des encres
sympathiques et comme réactif de laboratoire. Il sert également a piéger
I’ammoniac dans les masques a gaz

Le nitrate de nickel entre dans la composition de bains de nickelage et est
utilise comme colorant pour les porcelaines. Il est également employé dans
les batteries cadmium-nickel

L’oxyde de nickel est utilise dans la fabrication de sels de nickel, dans la
fabrication ferrites utilisées dans I’industrie électronique, dans la production
de catalyseurs et pour le nickelage. Il est également employé comme
colorant pour le verre et utilise dans les peintures sur porcelaine.

Le sulfure de nickel est utilise dans la production de catalyseurs et dans
I’hydrogénation des composes de soufre en pétrochimie (pichard et
al,2006).
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les  différentes formes  physiques du nickel (INRS, 1992;
INERIS,2005 ;Brignon et al., 2006)

Nickel tetracarbonyle Liquide

Tres peu soluble

Acétate de nickel Solide cristallisé
Soluble

Oxyde de nickel Poudre
Insoluble

Hydroxyde de nickel Poudre

Tres peu soluble

Carbonate de nickel Cristaux

Tres peu soluble

Chlorure de nickel Solide cristallisé
Treés soluble
Nitrate de nickel Solide cristallisé
Treés soluble
Sulfure de nickel Solide cristallisé
Insoluble
Sulfate de nickel Solide cristallisé

Facilement soluble

3. Principales sources d’exposition :

La crolte terrestre contient environ 0,009 % de nickel dans les minerais sulfurés,
arseniures, antimoniures, oxydes et silicatés. De plus, le nickel est présent dans
I’air, dans les particules en suspension, aprés avoir été rejeté par des activités
humaines ou des phénomeénes naturels, comme les éruptions volcaniques, les
incendies de foréts et les météorites provenant de la haute atmosphére. (Ministere

de I’environnement, 2001).
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4.L’apport alimentaire

La présence de nickel dans la nourriture est due a deux facteurs principaux. La
plante elle-méme absorbe une partie du nickel présent naturellement ou
artificiellement dans le sol. Mais il est connu que certains vegétaux arrivent a

concentrer 1000 fois ce taux normal.

A cette source primaire peut s’ajouter le nickel qui passe secondairement dans les
aliments du fait de leur contact avec des ustensiles en acier inoxydable (Brun,
1979).

La viande et le poisson sont eégalement relativement riches en nickel et ceci
d’autant plus que I’a4ge des animaux augmente. Les produits laitiers et les boissons
sont plutét pauvres en nickel. Les margarines contiennent des quantités de nickel
élevées, puisque celui-ci est utilisé comme catalyseur dans I’hydrogénation
commerciale (Stoltz et al., 2003).

Les aliments les plus riches sont : cacao, chocolat, soja, les légumes sec, les noix,

les céréales. (Bensefa, 2003).
5.La toxico-cinétique du Nikel :
5.1.L’absorption :

L’absorption du nickel existe également par voie cutanée. Cette voie est peu
significative quantitativement mais importante cliniqguement dans la pathogénie de
la dermatite de contact. Il n’existe pas de différence d’absorption du nickel par
voie cutanée entre les sujets hypersensibles et les autres (Lloyd, 1980).

Le contact avec la peau peut causer une dermatite et un type d'eczéma chronique,
connu sous le nom de "Démangeaison au nickel”, causée par des réactions

d'hypersensibilité du nickel sur la peau (Patnaik, 2003).
5.2.Distribution :

La distribution du nickel varie selon la voie d’exposition. Des travailleurs exposes
par inhalation au nickel présentent des taux pulmonaires plus élevés que la

population en générale, Une étude autopsique d’individus non exposes

-38-



Synthese bibliographique

professionnellement au nickel a montré que les plus fortes concentrations étaient
mesurées dans les poumons, puis dans la thyroide, les glandes surrénales, les reins,
le coeur, le cerveau, la rate et le pancréas (Rezuke et al., 1987). Le nickel traverse
la barriere foeto-placentaire et s’accumule dans les tissus du foetus (Jasim et
Tjalve, 1986).

Les études de Dieter et al., (1988) ; Pardeep, (2004) ; Pari et Prasath, (2008)
suggerent que I’intoxication par le nickel témoigne d’une dégénérescence des
hépatocytes. Ainsi, le sulfate de nickel administré par voie cutanée ou orale
provoque chez le rat des effets hépatiques qui se traduisent par un gonflement des
hépatocytes, une nécrose focale et une vacuolisation accompagnés d’une
augmentation de I’activité enzymatique du foie notamment de la catalase, les

transaminases, une augmentation de lipides et de la bilirubine.
5.3.Elimination :

Aprés inhalation, le nickel particulaire insoluble est trés lentement éliminé, ce qui
entraine une accumulation avec le temps. L’excrétion du nickel dépend de I’origine
de I’exposition ; son élimination se réalise majoritairement par les urines (3-6%).
En cas d’ingestion, la plus grande partie du nickel (non absorbé) est excrété par
voie fécale (94-97%) et a des taux trés faibles dans la sueur. (Onkelinx et al.,
1973).

6. La toxicité aigué :

C’est le nickel carbonylé qui présente la toxicité aigué la plus forte pour I’lhomme.
Elle se traduit par des céphalées frontales, des vertiges, des nausées et
vomissements, de I’insomnie et de [Iirritabilité, puis par des symptomes
pulmonaires évoquant une pneumonie d’origine virale. Un décés par syndrome
respiratoire a été observeé chez une personne qui pulvérisait du nickel lors d’un
procédé de soudure sans porter d’équipement de protection. Des effets toxiques ont
également été observés chez des travailleurs d’installation de galvanisation ayant
bu accidentellement de I’eau contaminée par du sulfate et du chlorure de nickel.

Des tests épicutanés au sulfate de nickel réalisés chez des individus sensibilises au
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nickel ont montré une relation entre la quantité de nickel et la sévérité de la
réponse. (CAPSE,2012).

7. Toxicité chronique :

Les études chez I’homme et I’animal indiquent que le systéme respiratoire est la
cible principale de la toxicité du nickel par inhalation. Une augmentation de
I’incidence des décés par pathologie respiratoire a été trouvee chez des travailleurs
exposes chroniquement a des concentrations supérieures a 0,04 mg de nickel /m3

sous forme de monoxyde ou de métal. (Cornell et Landis, 1984).

Les effets respiratoires étaient de type bronchite chronique, emphyseme,
diminution de la capacité vitale. Cependant, la toxicité observée ne peut étre
uniquement au nickel puisque les travailleurs étaient exposés a d’autres métaux
comme : I’arsenic, I’uranium, le fer, le plomb et le chrome. D’autres études ne
mettent pas en évidence d’augmentation de I’incidence des déces par pathologie
respiratoire (Cox et al., 1981 ; Enterline et Marsh, 1982; Shannon et al.,
1984,1990).

Chez des travailleurs exposés au nickel (composé non précise), une augmentation
significative des 1gG, des IgA et des IgM et une diminution significative des IgE a

été observée (Shannon et al., 1991).
8. Toxicité subchronique :

Un certain nombre d'études chez I'homme et chez I'animal suggérent que
I'exposition aux sels solubles de nickel entraine l'apparition d'effets systémiques

sur les reins, la mortalité néonatale et des effets sur le systeme immunitaire.

Le rein constitue le principal organe cible tant chez I'animal que chez I'homme.
(Dieter et al.,1988 ; Smith et al., 1993).
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9. Effet du nickel sur les différents organes :

Un certain nombre d’étude chez I’homme et I’animal suggerent que I’exposition
aux sels de nickel entraine I’apparition d’effets systémique sur les reins, le foie, les

poumons.

Ce sont les principaux organes cibles tant chez I'animal que chez I’homme
(Ambrose et al., 1976 ; Dieter et al.,1988; Smith et al., 1993; Vyskocil et al.,
1994a, 1994b).

9.1. Effet du nickel sur les reins :

L’exposition au nickel se traduit par le dysfonctionnement de la fonction rénale.
Ainsi, I’exposition a de fortes doses de nickel métallique a provoqué une nécrose
des tubules rénaux chez un homme décedé suite a une détresse respiratoire
(Rendall et al., 1994). De plus la concentration en nickel dans I’urine augmente
notablement apres plusieurs jours d’exposition au Nickel (Sunderman.,1993).

Les rates exposees au sulfate de nickel dans I’eau de boisson montrent un
changement du taux urinaire en albumine a la fois chez la femelle que chez le

male, alors que la teneur en glucose diminue (Obone et al., 1999).
9.2.Effet du nickel sur le systeme hépatique :

Chez le rat, I’intoxication par le nickel témoigne d’une dégénérescence des
hépatocytes.

Ainsi, le sulfate de nickel administré par voie cutanée ou orale provoque chez le rat
des effets hépatique qui se traduisent par un gonflement des hépatocytes, une
nécrose focale et une vacuolisation (Dieter et al., 1988; Novelli., 1998; Pardeep
Sidhu., 2004) accompagnés d’une augmentation de I’activité enzymatique du foie
notamment de la catalase, I’alanine aminotransférase (ALAT) et I’aspartate
aminotransférase (AST), une augmentation du taux des lipides peroxydase et de le
bilirubine (Sunderman et al., 1988; Pari et Prasath, 2008).

De plus, chez les rats males et les souris, le sulfate de nickel administré dans I’eau

de boisson provoque une chute du poids du foie (Obone et al., 1999).
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9.3. Effet du nickel sur I’appareil respiratoire :

Les études chez I’homme et I’animal indiquent que le systeme respiratoire est la
cible principale de la toxicité du nickel le nickel qui parvient au niveau pulmonaire
a tendance a persister au niveau des poumons la rétention depend notamment de la
solubilité des composés et captage cellulaire. La muqueuse nasale peut retenir du

Ni pendant de nombreuse années (Torjussen et al., 1978, 1979a, 1979b).

Les formes insolubles, aprés phagocytose par les macrophages, peuvent génerer
des quantités tres importantes d’espéces reactives de I’oxygene, surtout avec le
sous-sulfure Ni3S2 (Zhong et al., 1990 ; Huang et al., 1994).

Des changements histopathologiques par des dommages aux poumons (congestion,
inflammation, fibrose et oedéme) ont été noté chez des rats et des souris exposés au
sulfate de nickel hexahydraté pendant 12 jours (Bensou et al., 1987 ; Dunnick et
al., 1988).

Parmi les effets observés dans les voies respiratoires, on compte une inflammation
des poumons accompagnée d’une pneumonie nécrosante et d’une augmentation du
nombre de macrophages alvéolaires chez les souris, une dégénération de
I’épithélium respiratoire chez les rats et une atrophie de I’épithélium olfactif chez

les deux espéces (Dunnick et al., 1988 ; Haley et al., 1990).
9.4. Effets cancérogénes :

Le nickel est cancérigéne responsable de certains cancers du poumon en milieu
professionnel chez I’homme et I’animal. C’est principalement I’inhalation de
composés solubles qui est associées avec le risque le plus élevé de cancer des voies
aériennes. En 1990 ; le nickel et les composes du nickel ont été classés par le
Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) dans le groupe 1 «

cancérogene chez I’animal de laboratoire (Denkhaus et al., 2002).
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L’objectif : Ce travail consiste a évaluer I’effet thérapeutique de la plante Salvia
argentéa face a une intoxication sub-chronique a travers une étude

neurocomportementale, biochimique et histopathologique.

Matériels biologiques :

1.Matériel végeétal :

Les feuilles de salvia argentea ont été recueillies dans la région de Rebahia- wilaya de
Saida en mois de décembre
Le séchage de la plante a été effectué naturellement a I’abri de la lumiére et de

I’humidité sur du papier durant 15 jours , ensuite dans I’étuve a 40°C pendant 48h.

Figure 21 : Séchage des feuilles de Salvia argentea (a : sur du papier : dans I’étuve)
1.1. Préparation de I’extrait aqueux : L’extraction est réalisée a partir des feuilles

séchees de Salvia argentea qui vont étre pulvérisé a I’aide du broyeur électrique.

Figure 22 : préparation de poudre
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1.2.Extraction :

1.2.1.éxtraction par Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple permettant de répéter infiniment le
cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté dans la
matiére premiére (Petko Ivanov PENCHEV Le 20/07/2010).

On a mis 25¢g de poudre végétale dans 500ml d’eau distillé et chauffée a (100°C) a

reflux pendant 20 minutes, aprés refroidissement puis filtration sur papier filtre.

Figure 23 : Montage se soxlet (photo reel)
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1.2.2. extraction par agitateur magnetique

Nous avons introduit 25 g de la poudre végétale broyée dans 750 ml d’eau distillée a
température ambiante, sous agitation magnétique, pendant une heure (60min) .Apres
décantation pendant 30 minutes, Une filtration sur papier filtre est realisée.

Le filtrat a été conserve dans une bouteille teintée

Figure 25 : décantation

Figure 26 : Filtration

-les deux méthodes nous permettent d’obtenir des extrait aqueux .

Figure 27 : L’extrait aqueux apres filtration
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Détermination du rendement :
Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein

(apres évaporation) et le poids du ballon vide (Mohammedi, 2006).

Masse d extrait sec
R% =

x 100

Masse de la matiere veégetale

2. Animaux d'expérimentation :
Les expériences ont été réalisées sur des rats Wistar, pesant entre 100-150
gramme(jeune) et 200-250 gramme (adulte) , héberge au niveau de I’animalerie du

département de biologie (université de Saida).

Les rats sont partagés en groupes dans 12 cages, 6 lots pour les jeunes et 6 lots pour
les adultes (L x h x p =40x25x18 cm) a raison de 5 rats disposées dans une salle
ventilée, a une température de 21°C + 1°C.

Figure 28 : Animaux d'expérimentation
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2.1. Répartition des groupes :

Figure 29 : la disposition des lots de rats dans I’animalerie ( photos réel)
Lot F(T) : constitué de 5 rats qui recoivent de I’eau normale (témoins -)
Lot A (Ni) : constitué de 5 rats qui recoivent le sulfate de nickel & une concentration
de 0.2% dans I’eau distillée par vois orale (Kahloula et al., 2014).
Lot B (Trt) : constitué de 5 rats qui recoivent I’extrait aqueux de
Salvia argentea par gavage. (0.3ml)
Lot C (co-administrative) : constitué de 5 rats qui recoivent le sulfate de nickel a
raison de 0.2% dans I’eau distillée par vois orale et I’extrait aqueux de Salvia argentea
(0.3ml) par gavage dans le méme jour.
Lot D (préventif) : constitué de 5 rats qui recoivent I’extrait aqueux de Salvia
argentea (0.3ml) par gavage (21 jour), ensuite ils recoivent le sulfate de nickel a
raison de 0.2% dans I’eau distillée par vois orale (21 jour).
Lot E (curatif) : constitué de 5 rats qui recoivent le sulfate de nickel a raison de 0.2%
dans I’eau distillée par vois orale (21 jour) , ensuite ils recoivent de I’extrait aqueux de
Salvia argentea(0.3ml) par gavage (21 jour)

Les mémes lots adultes ont été reproduit avec des rats adultes.
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3. Tests neurocomportementaux :

3.1. Test de la nage forcée (Forced Swimming Test) :

Cette épreuve permettant la sélection de molécules a activité antidépressive. Elle est
basé sur la constatation qu’un rat est obligé de nager dans un espace restreint duquel il
ne peut s’échapper (cylindre de 20 cm de diamétre et de 40 cm de hauteur ) rempli de
30 cm d’eau maintenu (22 -23°C).

Aprés une peériode de nage active, les rats s’ immobilisent et flottent & la surface de
I’eau. Cette immobilité est vue comme un comportement dépressif.

On calcule ce temps d’immobilité. La durée du test est de 6 mn (Porsolt et al., 1977).

Figure 30 : Test de la nage forcé

3.2. Le test du compartiment obscurité/ lumiere (Light Dark Test):

Ce test permet a I'animal d'explorer une aréne formée de deux compartiments : I'un
éclairé, I'autre sombre.

Les rats ont généralement horreur des endroits trés éclairés.
Ainsi, plus I'animal est anxieux, plus son exploration se réduira au compartiment
sombre. Nous avons évalué le temps de séjour dans chaque compartiment apres 3
minutes d’exploration du milieu par le rat. Duré de I’expérience est de 5 mn
(Kahloula, 2010).

Entre chaque essai on nettoie la cage avec de I’éthanol 10%.
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Figure 31 : Test de I’anxiété chez le rat (compartiment éclairé /obscure)
3.3. Meure I’activité locomotrice : Open Field
L’activité locomotrice des rats est caractérisée par I’activité horizontale et verticale des
animaux dans la cage d’expérimentation. L’observation des animaux commence
quelque secondes apres I’introduction des animaux dans la cage d’observation. On
I’utilise avant tout pour mesurer ses fonctions motrices. Mais aussi, pour évaluer son
degré d’anxiété (Kulli jaako-Movits et al. 2005).
Chaque rat était initialement placé dans I’'un des quatre coins de I’open Field, la téte
orientée vers le coin. Son comportement était observé pendant 6 min. Six parametre
sont mesurés durant I’expérience :
1. Temps de latence : c’est le temps mis par le rat pour sortir des quatre carreaux
formant le coin
2. Nombre des carreaux traversés par le rat pendant 6 min, qui refléte son activité
locomotrice horizontale
3. Nombre des visites au centre
4. Nombre de redressement (activité locomotrice verticale)
5. Nombre de toilettage
6. Nombre défécation

Entre chaque essai on nettoie la cage par I’éthanol 10%.
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Figure32 : test d’open Field
4. Evaluation du poids corporel et le poids relatif des organes :

Le poids corporel de chaque rat a été noté chague semaine durant la durée de
I’expérimentation (3 semaines) ensuite, nous avons procéde au sacrifice de ces rats et
le poids du poumon, cerveau, foie et reins des 12 lots a été enregistré. Ces organes
sont utilisés pour I’étude histologique.

5. Prélevement des échantillons :
A la fin des expériences neurocomportementales, les rats sont sacrifiés. Apres 12 h de
jelne, en les anesthésiant et les décapitant.

Le sang est récuperé dans les tubes EDTA (FNS).

Les organes prélevés (foie, poumons, reins et cerveau) sont rincés par I’eau
physiologique (NaCl 0.9%), secheés, pesés, puis sont conservé dans le formaldéhyde
dilué 9% pour I’étude histologique.

6. Etude histologique des organes :

L’étude histologique a été réalisée dans le laboratoire d’anatomie et histopathologie au
niveau du département de vétérinaire a I’université IBN KHALDOUN TIARET
Cette technique nécessite une préparation de fragment des oranges (foie, cerveau,

poumon, rein) pour I’examen au microscope optique.
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Elle requiert plusieurs temps successifs : fixation, la déshydratation, I’imprégnation
suivie d’une inclusion dans la paraffine pure ; ensuite une coloration suivie d’un
montage sur lame et lecture a I’aide d’un microscope optique.

6.1. Techniques d'anatomie pathologique :

Les étapes suivantes sont le prélude a I'analyse histologique et au compte rendu. La

qualité apportée a la technigque est fondamentale.

6.1.1. Fixation :

formol tamponné - 4 a 6 h pour les biopsies, 24 h au moins pour les piéces opératoires.
La fixation des piéces dure en général 24 heures.

Figure33 : fixation des organes
6.1.2.Mensuration et description des piéces :
C'est I'étape de la macroscopie
- Les pieces a analyser sont mesurées, pesées pour certaines et décrites. En particulier,
il est utile de noter la taille, I'aspect et la consistance des lésions ainsi que leur rapport

avec le tissu sain avoisinant et les limites d'exérese.

BAS
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Figure34 : mensuration et description des pieces
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L'étude macroscopique doit comporter une mesure précise des Iésions, et la coupe de
tranches significatives de la piece et de la lesion pour I'étude microscopique
6.1.3.Mise en cassettes

Echantillonnage pertinent des lésions, du tissu avoisinant, des limites d'exérese.

Figure35 : Une cassette avec un échantillon orienté
Les cassettes sont numérotées pour éviter toute confusion
6.1.4.Déshydratation
Cette étape prépare les tissus a I'inclusion en paraffine. Elle est réalisée dans un

automate

Figure36 : La déshydratation des pieces se fait au travers de plusieurs bains de

toluéne dans un automate
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6.1.5. Inclusion en paraffine
Les tissus sont inclus en fait dans de la paraffine purifiée .

Figure 37 : L'inclusion en paraffine
L'inclusion en paraffine permet d'obtenir des blocs, dont la conservation peut se faire
en cas de besoin dans les laboratoires d'anatomo-pathologie.
6.1.6. Coupe au microtome
Le bloc de paraffine contenant le tissu est coupé en fins rubans de 4 a 5 um.
Le bloc va étre débite grace a un microtome (lame tres précise animée par un

mouvement vertical de va et vient).

Figure 38 : microtome
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6.1.7. Etalement sur lames

Plusieurs motifs de coupe tissulaire sont étalés sur lames . Les lames sont alors séchees

afin d'assurer une bonne adhésion a la lame des tissus avant coloration.

Figure 39 : Etalement sur lames
L'étalement sur les lames se fait avec un léger chauffage de la lame et on doit éviter les
plis .
6.1.8.La coloration standard HES (Hématoxyline-Eosine-Safran)

L'hématoxyline colore les noyaux en violet foncé, I'éosine, les cytoplasmes en rose et
le safran, les fibres collagenes en jaune

Figure 40 : Appareil a coloration automatique
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Appareil a coloration automatique des lames (de nombreux bains

successifs sont nécessaires) pour une la coloration a (I'hématoxyline éosine safran)
Analyse des coupes au microscope photonique

Cette seule coloration permet le diagnostic de la grande majorité des Iésions tumorales
et non tumorales.

e

(-

by ey | o o
Figure 41 : Plateau de lame présenté a I'anatomo-pathologiste pour

I'interprétation
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Résultats et discussions

Tests neurocomportementaux:
1. Light darck test :

Dans ce test les résultats montrent qu’ il existe une différence significative entre :

les animaux intoxiques (Ni ) et les animaux intoxiques traités (Ni-TRT ¥%2) (p<0.001) ,
et aussi entre les témoins et les témoins traites, en terme de temps passé dans le
compartiment éclairé par les intoxiqué est significativement supérieure a celui des rats
témoins et les rats traités intoxiqués . (jeunes et adultes).

300 %k %k %
200
mT
150 ENiA
mB
100
mC
50
0
Obscurité Lumiére

Figure 42 : La comparaison des différents parameétres du teste du compartiment
obscurité/ lumiére les rats jeunes ( témoins, témoins traite, intoxiques, Co-

administrative)

300 - (_*k**_\

250 -

200 - uT

150 - m Ni A*
mB*

100 -
mC*

50 -

O .
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Figure 43 : La comparaison des différents parameétres du teste du compartiment
obscurité/ lumiere entre des rats adultes (témoins, témoins traite, intoxiques, Co-

administrative)

-56-



Résultats et discussions

2. Open Field :
Ce test permet d’évaluer la réaction du rat dans un environnement nouveau et special,
ainsi que son désire a exploré les espaces.
Dans ce test les résultats ont montré I’installation d’un état d’anxiété chez les rats
intoxiqués au (Ni) qui est observeé par une diminution significative de nombre de
visite du centre (p<0,001) comparé aux rats témoins.
Par contre les rats traités et intoxiqués traites une augmentation significative du
nombre de visite au centre (p<0,001).
Aucune différence significative n’est observée en termes de temps de latence nombre

défécation et le nombre du toilettage entre les différents lots.

300 -
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200 -
B A Ni
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m D TRT-Ni 21

>0 1 ® E Ni-TRT
0 .
temps de nbrcarreaux nbr visite au nbrde  nbrtoillettage défecation
latence (sec)  traversé centre redressement

Figure 44 :La comparaison des différents parameétres du test Open Field (jeune)
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Figure 45 : La comparaison des différents parametres du test Open Field (adulte)
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3. Test de la nage forcée (Forced Swimming Test) :
Les résultats relatif a ce test montrent que le temps d’immobilité chez les rats expose
au Ni au cours du développement est significativement supérieur a celui des rats
témoins (P<0,001).
Cette réduction de la durée de la nage active explique bien I’incapacité de I’animal a
nager ceci est due a I’instauration d’un comportement de désespoir.
Cependant on a observé chez les animaux jeunes traités intoxiqués au Ni une
amélioration significative de temps d’immobilité (p<0,01) par rapport les animaux
intoxiques.
Pour les rats adultes on a observe chez les rats intoxiqués et les rats intoxiques traites

une amélioration significative de temps d’immobilité (p<0,05)

300 - 300 -
£
g 250 250 -
2 200
3;1:? mT 200 - aT
g o 150 ®ANi 150 - mANi
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= & 100
5 HBtrt 100 - mBtrt
3 50 m C Nitrt 1/2 mD
e 50 -
et 0
Temps d'immobilité 0 -
(sec) Temps d'immobilité (sec)
300 -+
250 -
200 -
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150 - mANi
W Btrt
50 -
0 -
Temps d'immobilité (sec)

Figure 46 : Le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée chez les rats
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témoins(T), intoxiqués(Ni)et traités intoxiqués (TRT-Ni) et intoxiques traites (Ni-
TRT)

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Ni (***: p<0.001) Ni vs Ni-
TRT (***: p<0.001) Nivs TRT-Ni (**: p<0. 01)

300 -
250 -
200 -
HT
150 - B A*Ni
W Btrt
100 - mE*
50 -
0 .
Temps d'immobilité (sec)

Figure 47 : Le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée chez les rats
adultes Ni vs Ni-TRT (*: p<0.05)

Effet du Nickel sur le poids corporel et le poids des organes :

L'étude a porte sur la determination du poids corporel et le poids des organes, chez les
rats intoxiquées au Ni comparés aux rats traites et rats témoins. (adultes et jeunes)
Les résultats enregistrés montrent une diminution significative (***:P<0,001) du poids
corporel chez les rats intoxiquée au Nickel pendant la période de I’expérience par
rapport aux rats témoins.

Cependant les rats qui sont traités par Ea.S présentent une augmentation significative

(### . <0,001) du poids corporel par rapports a celui des rats intoxiqués.
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Figure 48 : L’évolution du poids corporel chez les rats adultes (témoins, traite,

intoxique, curatifs, préventifs, Co-administrative).

200 - 200 -
150 - T 150 - o—T
100 - == Ni A 100 - == Ni A
=B =B
50 - 50 -
= C === D Trt/Ni
O T T T 1 0 T T T 1
sl s2 s3 s4 sl s2 s3 s4
250 -
200 -
T
150 -
==-Ni A
100 - B
50 - == [ Ni/Trt
0 T T T 1
T sl s2 s3

Figure 49 : L’évolution du poids corporel chez les rats jeunes (témoins, traite,

intoxique, curatifs, préventifs, Co-administrative).
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Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM ( ***: p<0.01).

Les resultats trouvés chez les animaux intoxiqués révélent également une baisse
significative (p<0,05) des poids du poumon .Ceci montre que le Ni induit un retard de
croissance de cet organe chez les rats traités par cet élément métallique. Par contre, les
animaux qui ont été traités par Ea.S présentent une augmentation significative
(p<0,05) des poids des poumons par rapport aux rats exposes uniquement a ce métal.

} mT }
8 8 mT
HANi .
6 - 6 - m A Ni
mBTrt
mBTrt
4 m E Ni-TRT 4 1

B C NiTrt1/2

0 - poumon fois cerveau Rein
poumon fois cerveau Rein

mANiI

poumon fois cerveau  Rein

Figure 50 : L’évolution du poids des organes poumons, fois, cerveau, rein chez les

rats jeunes
Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (,*: p<0.05).
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Figure 51 : L’évolution du poids des organes poumons, fois, cerveau, rein chez les
rats adultes
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Résultats histologie :

intoxique au nickel

o [
h- 28

Co-administrative préventif curatif

Figure 52 : observation microscopique des tissus de poumons (x40)

intoxique au nickel traite au EaS

Co-administrative préventif curatif

Figure 53 : observation microscopique des tissus hepatiques (x40)
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Discussion

Les métaux lourds sont un groupe de produits chimiques environnementaux, qui sont
universels et non biodégradables. Bien que les effets indésirables émanant de leur
exposition sont largement connus, leur utilisation et leurs concentrations dans
I'environnement sont croissante (Zhao et al., 2014).

De nombreuses études ont mis en évidence la toxicité des métaux individuels pour les
systémes vivants (Taylor et al., 2014), cependant, ces métaux n'existent pas en tant
individuel, mais aussi sous forme de mélanges dans I'environnement (GE et al., 2014).
Le nickel comme étant un des métaux lourds est un polluant environnemental. C’est un
cancérigene responsable de cancers du poumon en milieu professionnel. Chez I'animal,
il s'accumule au niveau des reins et il induit des lésions au niveau des glomérules et
une protéinurie. 1l produit aussi des perturbations sexuelles. Des études ont montré
qu'il entraine une peroxydation lipidique, qui serait en relation avec la production de
radicaux hydroxyles. 1l peut ainsi altérer le statut antioxydant de la cellule (Hfaiedh et
al., 2004 ; Das et al., 2008)

Cependant, pour de nombreux métaux toxiques, il existe des plantes et des extraits de
plantes efficaces pour atténuer I’accumulation de ces éléments toxiques et diminuer de
leurs effets néfastes. Il convient alors de faire recours a la médecine alternative et
traditionnelle.

Salvia argentéa est I'une des plantes de la famille des lamiacées, utilisées par les
tradithérapeutes dans le traitement exclusif des maladies
respiratoires (Benabdesslem,2017) , selon des études chez I’hnomme et I’animal le
systéme respiratoire est la cible principale de la toxicité du nickel par inhalation. Une
augmentation de I’incidence des décés par pathologie respiratoire a été trouvée chez
des travailleurs exposés chroniguement a des concentrations supérieures a 0,04 mg de
nickel /m3 sous forme de monoxyde ou de métal. (Cornell et Landis, 1984).

L’extrait de salvia argentea a été administré aux rats pour tester son pouvoir préventif
et /ou curatif vis-a-vis d’une intoxication sub-chronique au nikel.

Les résultats relatifs au test de I’open field révélent une diminution significative dans
le nombre de visite du centre (p<0,001), chez le groupe exposé au nickel se traduisant

par I’installation d’un état d’anxiété. Cette méme exposition des lots de rats jeunes a
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permis d’enregistrer, a travers le test de la nage forcée, une augmentation significative
(p<0,001) du temps d’immobilité comparé au lot témoin .La réduction de la durée de
la nage active explique bien I’incapacite de I’animal a nager due a un comportement de
désespoir.

Des résultats similaires ont été rapportés par (KAHLOULA et al .,2014) sur des
rats intoxiques au Nikel durant la période de développement . Les auteurs ont
conclus que [I’intoxication au nickel durant la période de développement entraine
des effets neurotoxiques qui perturbent toute performance d’apprentissage spatial

et de mémorisation ainsi que I’installation d’un état dépressif ce qui reflete une

altération des processus de neurodéveloppement.

Cependant chez les animaux du lot de rat jeunes ayant recu un traitement préventif
par I’Ea.S avant I’intoxication au nikel, une amélioration significative de temps
d’immobilité (p<0,01) a été enregistrée par rapport aux animaux intoxiqués .

Selon ZERROUKI (2017), I’étude de I’effet d’une résine de boswellia serrata sur la
maladie d’Alzheimer a monté une correction de comportement et de mémoire tres
significative, de méme cette espece a amélioré les lésions tissulaire induites par
I’exposition au plomb. Les tremblements de la maladie de parkinson sont corrigés a
une courte durée de traitement par le Quercus suber, de méme le stress in vivo induit
dans cette étude a été clairement chassé par cette plante, résultat visible par étude
histologique. La méme étude in vitro a été menée sur une espéce du genre Salvia
(Salvia officinalis) et dont les résultats étaient importants a I’échelle biochimique et

histologique.

La richesse de Salvia argentea en metabolites secondaires (Benabdesslem,2017), nous
laisse deduire que le traitement par son extrait aqueux a probablement conduit & des

corrections des perturbations comportementales engendrées pas le Nikel.

Le poids total des rats intoxiqués a diminué d’une maniere significative. De méme
pour le poids relatif aux organes (précisement le poumon) qui a significativement

diminué suite a I’intoxication.
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Tahri (2016) a enregistré que le poids corporel est resté sans variation significative par
contre les poids relatifs du foie et du cerveau ont diminué significativement suite a

I’intoxication au chlorure d’aluminium a 30 mg/kg.

De plus, chez les rats males et les souris, le sulfate de nickel administré dans I’eau de

boisson provoque une chute du poids du foie selon Obone et al ( 1999).

Les observations histologiques des tissus hépatiques des rats intoxiqués par le Nickel
montre une congestion modérée a sévere des capillaires sinusoides, avec une
augmentation importantes des enzymes hépatiques. tandis que I'étude histologique du
foie des rats intoxiqués et traités ( lot co-administratif) révele un aspect histologique
normal .Ce méme aspect et sans aucun changement cellulaire a été enregistré chez les
rats des lots (préventifs) et (curatif) avec seulement une légére réaction au niveau du

triode ,avec des taux d’enzymes hépatique (TGO) et (TGP) normaux.

Il a été signalé par Dieter et al( 1988)., Novelli., (1998)., Pardeep Sidhu., (2004) que
chez les rats, I’intoxication par le sulfate de nickel administré par voie cutanée ou
orale, témoigne d’une dégénérescence et gonflement des hépatocytes, une nécrose
focale et une vacuolisation .Selon Sunderman et al., (1988); Pari et Prasath (2008) ses
altérations s’accompagnent d’une augmentation de I’activité enzymatique du foie
notamment de la catalase, I’alanine aminotransférase (ALAT) et [I’aspartate
aminotransférase (AST), une augmentation du taux des lipides peroxydase et de le
bilirubine .

Des études expérimentales, sur I’effet hépato-protecteur des extraits de plantes a
différentes concentrations en utilisant le paracétamol comme agent hépatotoxique, ont
révélé des effets préventifs de ces extraits d’une maniére dose dépendante (Murugesh
et al., 2005 ;Balamurugan et al., 2008 ; Sundari et al., 2013).

D’autre part, Balamurugan et ses collaborateurs (2008) ont rapporté un effet
hépato-protecteur de I’extrait de Lampito mauritii , a des doses 100 et 200 mg/kg avec
une dose de paracétamol 2000mg/kg ,qui est presque similaire a celui obtenu avec
I’extrait de Clematis flammula .Ce méme effet hépato-protecteur avec une diminution

nottoir des enzyme hépatiques a été souleve par les travaux de deux auteurs, Zarei
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(2015) et Paesai et al (2014)sur deux especes du genre Salvia : Salvia hydrangea et
Salvia officinalis respectivement.

Cependant les résultats de I’étude histologique des poumons des rats intoxiqués par le
Nickel montre un épuisement des tissus et la présence d’un voile (opacité
pulmonaire), contrairement aux rats intoxiqués et traités ( lot co-administration du Ni
et de I’Ea.s)réevele un aspect histologique normal ( cellules parfaites ), ainsi les

poumons des rats traites ( lot curatif) révele une hémorragie légeére dans les tissus .

Les études chez I’hnomme et I’animal indiquent que le systeme respiratoire est la cible
principale de la toxicité du nickel,le nickel qui parvient au niveau pulmonaire a
tendance a persister au niveau des poumons la rétention dépend notamment de la
solubilité des composeés et du captage cellulaire. La muqueuse nasale peut retenir du
Ni pendant de nombreuse années (Torjussen et al., 1978, 1979a, 1979b). Les formes
insolubles, aprés phagocytose par les macrophages, peuvent générer des quantités tres
importantes d’especes réactives de I’oxygene, surtout avec le sous-sulfure Ni3S2
(Zhong et al., 1990 ; Huang et al., 1994).

Les alterations et changements histopathologiques par des dommages aux poumons
(congestion, inflammation, fibrose et oedéme) ont été signalés chez des rats et des
souris exposés au sulfate de nickel hexahydraté pendant 12 jours dans des travaux de
Bensou et al., (1987) et Dunnick et al., (1988). D’autres travaux entrepris par
Dunnick et al., (1988) et Hay et al., (1990),on rapporté une inflammation des
poumons accompagnée d’une pneumonie nécrosante et une dégénération de

I’épithélium respiratoire chez les rats et une atrophie de I’épithélium olfactif.

Une étude autopsique d’individus exposés professionnellement au nickel a montré que
les plus fortes concentrations étaient mesurées dans les poumons, puis dans la
thyroide, les glandes surrénales, les reins, le coeur, le cerveau, la rate et le pancréas
(Rezuke et al., 1987). Le nickel traverse la barriere foeto-placentaire et s’accumule

dans les tissus du foetus (Jasim et Tjalve, 1986)

Dans notre étude I’aspect histologique normal (cellules parfaites) du parenchyme

pulmonaire remarqué chez le lot de rat intoxiqués et traités ( lot co-administration du
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Ni et de I’Ea.s) est probablement du a I’effet protecteur de I’extrait aqueux de Salvia

argentea .

Ces résultats rejoignent ceux de Benzidane (2014), ou I’incubation de la trachée de rat
pour 30mn avec des extraits (aqueux et methanolique ) de Capparis spinosa (0,1: 1 et

10 mg /ml ), prouve que ces extraits sont bien efficaces comme Broncho-relaxants.
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Conclusion et perspectives

En Algérie, pays trés riche dans sa bio-diversite florale, la médecine
traditionnelle y a sa place mais on ne voit pas cette complémentarité de la
phytothérapie a la médecine. Botanistes, phytochimistes, pharmacologues et médecins
cliniciens sont appelés a conjuguer leurs connaissances scientifiques pour que la
phytothérapie soit une discipline thérapeutique officielle comme c'est le cas dans
plusieurs pays (Chine, Turquie, etc...).

Notre travail a porté sur I'impact de l'intoxication chronique au Nickel sur
plusieurs approches: neurocomportementale, biochimique et histologique, et aussi
d’apprécier I’efficacité de I’extrait de Salvia argentea a rétablir ou non les dommages
causé par ce métal.

Les études chez I’homme et I’animal indiquent que le systéme respiratoire est la
cible principale de la toxicité du nickel

Cependant, les résultats trouvés ont montré que La richesse de Salvia argentea
en métabolites secondaires nous laisse déduire que le traitement par son extrait aqueux
a probablement conduit a des corrections des perturbations comportementales
engendrées par le Nikel. Et une amélioration dans les différentes analyses
biochimiques, histologique, ce qui est due en grande partie au pouvoir régulateur des
différents métabolites,

En termes de perspectives, il serait envisageable d’entreprendre un ensemble de
protocole expérimentaux plus approfondis portant sur différents volets :

Il serait nécessaire de realiser de nouvelles expérimentations portant sur
I’intoxication des rats en période de développement, pour tester I’éventuel effet
correcteur de I’extrait de salvia argentea durant ce stade .
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