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Abstract

Aluminum is one of the most used elements in the earth’s crust. It is found in various
fields, such as industry, cosmetics, health, and also food agriculture, but its use leads
to many diseases that affect the human body and reach its various organs. In our
study, we evaluated the hepatotoxicity induced by aluminum trichloride on the
gastropod Helix aspersa as an experimental animal model, and we chose the
medicinal plant Rosmarinus officinalis L. for the evaluation of the therapeutic effect
of its extract. aqueous against this toxicity. We used several experimental techniques
such as the reduced glutathione (GSH) assay, the catalase (CAT) assay, the
measurement of physical parameters of the extract such as the ultraviolet spectral
profile, the refractive index and viscosity.

Our results show a decrease in GSH levels in the hepatopancreas subjected to
aluminum, and an increase in the activity of the catalase enzyme in the
hepatopancreas of the groups treated with aluminum trichloride due to its
accumulation in tissues, and the Rosmarinus officinalis L. plant extract showed two
high absorbance ranges due to the biologically active molecules it contains, We
therefore confirmed the preventive effect of the Rosmarinus officinalis L. plant at

the level of the hepatopancreas exposed to AICL3.
Keywords

Aluminum, Hepatotoxicity, Helix aspersa, Rosmarinus officinalis, reduced glutathione,

catalase.
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Résumeé

L’aluminium est 'un des éléments les plus utilisés dans la crolte terrestre, On le
retrouve dans divers domaines, comme l’industrie, la cosmétique, la santé, aussi
l’agriculture alimentaire, mais son utilisation entraine de nombreuses maladies qui
affectent le corps humain et atteignent ses différents organes. Dans notre étude,
nous avons évalué [’hépatotoxicité induite par le trichlorure d’aluminium sur le
gastéropode Helix aspersa comme modéle animal expérimental, et nous avons choisi
la plante médicinale Rosmarinus officinalis L. pour l'évaluation de |effet
thérapeutique de son extrait aqueux contre cette toxicité. Nous avons utilisé
plusieurs techniques expérimentales telles que le dosage du glutathion réduit (GSH),
le dosage de la catalase (CAT), la mesure des parameétres physiques de l’extrait tels
que le profil spectral a ultraviolet, l’indice de réfraction et la viscosité.

Nos résultats montrent une diminution de taux de GSH dans |’hépatopancréas
soumis a ’aluminium, et une augmentation de l'activité de l’enzyme catalase au
niveau de I’hépatopancréas des groupes traités avec le trichlorure d’aluminium due a
son accumulation dans les tissus, et U'extrait de plante Rosmarinus officinalis L. a
montré deux plages de forte absorbance dues a les molécules biologiquement actives
qu’il contient. Nous avons donc confirmé 'effet préventif de la plante Rosmarinus

officinalis L. au niveau de l’hépatopancréas exposé a AlCI3.
Mots clés

Aluminium, Hépatotoxicité, Helix aspersa, Rosmarinus officinalis, glutathion réduit,

catalase.
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Introduction

1. Introduction

Les matériaux en général et les métaux en particulier prennent une place importante
dans tout développement industriel ou progres technologique. On appelle métaux
lourds les éléments métalliques naturels dont la masse volumique dépasse 5 g/cm3.
Ceux-ci sont présents le plus souvent dans l'environnement sous forme de traces,
notamment le mercure, le plomb, le cadmium, le cuivre, l’arsenic, le nickel, le zinc,
le cobalt et le manganese (Arriss, 2008). D’un point de vue chimique, les éléments
de la classification périodique formant des cations en solution sont des métaux. D’un
point de vue physique, le terme « métaux lourds » désigne les éléments métalliques
naturels, métaux ou, dans certains cas, métalloides (environ 65 éléments),

caractérisés par une forte masse volumique supérieure a 5 g/cm3 (Adriano, 2001).

L’aluminium est le troisieme élément le plus présent sur terre, apres
’oxygene et le silicium, c’est un métal blanc argenté tres malléable (Serradj et al.,
2019 ; Serradj et al., 2010). L’aluminium est un élément chimique symbolisé par Al
et possédant un numéro atomique 13. Il appartient au groupe 13 du tableau
périodique ainsi qu'a la famille des métaux pauvres. En industrie, ’aluminium est le
second métal le plus utilisé apres le fer et les aciers (Belghit et al., 2018), sa
production industrielle n’a commencé qu’au début du 20éme siecle (Marioara et al.,
2003 ; Birol, 2013) avec un vaste volume de production (Zhao et al., 2016). La partie
la plus grande d'ingestion d'aluminium est fournie par l’alimentation : nourriture
contaminée, eau souillée, et nourriture industrialisée contenant l’aluminium en tant

que conservant et/ou colorant (Martyn et al., 1997).

Plusieurs organes du corps humain (reins, foie, pancréas) sont aussi exposés a
[’aluminium provenant, principalement, de l’alimentation. Il peut provoquer des
lésions oxydatives dans les reins et le foie qui entrainent une dégénérescence et une
nécrose des tissus, ainsi que des troubles biochimiques sériques associés. Les lésions
hépatiques et pancréatiques provoquent des modifications du métabolisme (Mailloux
et al., 2011 ; Xu et al., 2017).

Le stress oxydatif, a travers les éléments chimiques causatifs tel que
’aluminium, a un effet toxicogénomique qui se traduit par un changement
d’expression de plusieurs génes impliqués dans la défense antioxydante, y compris
le gene de catalase (CAT). Le gene CAT fournit des instructions pour fabriquer des
sous-unités d'une enzyme appelée catalase. Quatre sous-unités identiques, chacune

liée a une molécule contenant du fer appelée groupe heme, forment l'enzyme
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fonctionnelle. La catalase est active dans les cellules et les tissus de tout le corps,
ou elle décompose les molécules de peroxyde d'hydrogene (H:0;) en oxygene (0;) et
en eau (H;0). Le peroxyde d'hydrogene est produit par des réactions chimiques au
sein des cellules. A de faibles niveaux, il est impliqué dans plusieurs voies de
signalisation chimique, mais a des niveaux élevés, il est toxique pour les cellules. Si
le peroxyde d'hydrogene n'est pas décomposé par la catalase, des réactions
supplémentaires le convertissent en composés appelés especes réactives de
l'oxygene, qui peuvent endommager 'ADN, les protéines et les membranes cellulaires
(Kirkman et Gaetani, 2006). Par conséquent, il a été démontré que les changements
d’expression de CAT, et donc de l'activité de catalase, pourraient influencer le

risque qu'une personne développe des maladies chroniques (Goth et al., 2004).

Les plantes restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments ;
elles sont considérées comme la matiére premiere essentielles pour la découverte
de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
(Maurice, 1997). Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux et un
véritable trésor pour ’humanité ; elles sont trés demandées dans le monde et plus
particulierement dans les pays en voie de développement. L’Algérie possede une

grande richesse en plantes utilisées en médecine traditionnelle (Salhi et al., 2010).

Dans notre étude, nous avons choisi une plante médicinale trées connue par ses
propriétés stimulantes. Le romarin Rosmarinus officinalis fait partie des plantes qui
sont en usage depuis l'antiquité et qui, au travers des siecles, a su garder une place
dans l'inventaire des remedes des tradipraticiens de tout le bassin méditerranéen
(Gonzalez-Minero et al., 2020). Le romarin contient de nombreux composés
phytochimiques qui sont des sources potentielles d’antioxydants naturels : les
terpéenes, les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques (Erkan et al., 2008).
Le romarin est une plante aromatique de la famille des Lamiaceae (Mwithiga et al.,
2022). Aux Etats-Unis et en Europe, le romarin est une épice disponible dans le
commerce pour son utilisation comme antioxydant (Basaga et al., 1997 ; Zeroual et
al., 2021).

Les extraits de romarin ont été utilisés dans le traitement de maladies, en
raison de leur potentiel hépatoprotecteur, de leur potentiel thérapeutique pour la
maladie d’Alzheimer et de leur effet antitumoral (Ribeiro-Santos et al., 2015 ;
Gurbuz et al., 2016 ; Zeroual et al., 2021). D'autre part, ils ont été utilisés dans la

conservation des aliments, car ils empéchent l'oxydation et la contamination
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microbienne (Ribeiro-Santos et al., 2015). Par conséquent, l'extrait du romarin
pourrait étre utile pour remplacer ou méme diminuer les antioxydants synthétiques
dans les aliments (Almela et al., 2006). En tant que conservateurs, les extraits du
romarin offrent plusieurs avantages technologiques et des bénéfices aux

consommateurs (Ribeiro-Santos et al., 2015 ; Nieto et al., 2018).

L'objectif principal de notre étude est d’évaluer la capacité protectrice de
’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis contre les effets toxiques de ’aluminium

sur ’hépatopancréas de ’escargot Helix aspersa.
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2. Lumiere bibliographique
2.1 Aluminium
2.1.1. Définition de ’aluminium

L’aluminium parmi les métaux les plus abondants dans la crolite terrestre, c’est un
élément métallique, du troisiéme groupe de la classification de Mendeleiev juste
apres le silicium et U’oxygene, dont le numéro atomique13, la masse atomique
26.981539 g/mol (environ 27) et la structure cristalline de type cubique a faces

centrées (Hadouche, 2014)

@

Figure 1 : L’aluminium non allié et sa structure CFC (Bahrami et Mehr, 2019).

2.1.2. Historique de ’aluminium

La découverte de aluminium date de la premiere moitié du XIXe siécle. Plusieurs
savants de cette époque y ont contribué, la production industrielle n’a vraiment

commencé, initialement en Europe, qu’a partir de 1890.

L’oxyde d’aluminium Al203 a été isolé pour la premiere fois en 1754 par le
chimiste allemand Andreas Sigismond Marggraf a partir de ’alun de potassium
Al2(S04)3K2504, 24 H20 qui est un sulfate double d’aluminium et de potassium.
(Vargel et Christian, 2008).

La voie chimique fut explorée par le physicien danois Hans Christian Oersted
qui réussit a produire de Ualuminium, en 1825, par réduction du chlorure
d’aluminium (préparé par chloration d’un mélange de charbon et d’alumine) avec
un amalgame de potassium, ensuite distille” pour obtenir une poudre d’aluminium
(Vargel et Christian, 2010).
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En 1845, le scientifique allemand Friedrich Wohler obtient des particules
d'aluminium impur. En améliorant le procédé d'Oersted et en utilisant le potassium
métallique, il fut le premier a mesurer la densité de l'aluminium et a montrer sa

légereté (Vargel et Christian, 2010).

En 1854, en France, Henri Sainte-Claire Deville obtient un métal (Chlorure
double d'aluminium et de sodium) réduit par le sodium. Aidé par le soutien financier
de Napoléon IIl, Deville créa une usine expérimentale et exposa l'aluminium pur,
sous le nom d'argile transformée en argent, a l'Exposition internationale de Paris en
1855 (Vargel et Christian, 2010).

En 1885 les freres Cowle ont produit le premier alliage d'aluminium contenant

du fer et du cuivre (Vargel et Christian, 2010).

En 1886, Paul Louis Toussaint Héroult en France et Charles Martin Hall aux
Etats Unis déposent indépendamment leurs brevets sur la production d'aluminium
par électrolyse a chaud a partir de l'alumine, et de l'oxyde déshydraté de
l'aluminium, dissout dans de la cryolithe fondue (fluorure double de sodium et

d'aluminium) (Simon et al., 1987 ; Hamour et al., 2011).

En 1887, le chimiste autrichien Karl Joseph Bayer fait breveter un procédé de

transformation (Hamour et al., 2011).

Aujourd'hui, le procédé HEROULT est toujours la méthode fondamentale

utilisée dans la production d'aluminium dont l'utilisation est devenue usuelle.
2.1.3. Propriétés physiques et chimiques de ’aluminium pur

L’aluminium est un élément de symbole Al de numéro atomique 13, il est du Illléme
groupe de la classification de Mendeleiev et son état d’oxydation le plus stable est
+3. Sa structure est (et reste) cubique a faces centrées a toute température
inférieure a sa température de fusion (660 °C). L’aluminium représente environ 7.5%
en masse dans ’écorce terrestre (Guy, 2010). En résumant ci-dessous les propriétés

générales de l’aluminium :
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Tableau 1 : Les propriétés de I’Aluminium pur (Michel, 2008).

Symbole Al

Numéro atomique 13

Masse molaire atomique 27 g. mol-1
Systéme cristallin Cubique a faces centrées
Point de fusion 660 °C

Point d’ébullition 2056 °C

Densité 2,7

Résistance électrique 2,7.10-8 Ohm. m
Résistivité électrique a 20 °C 2.63 pQ cm
Conductivité thermique 22 W. m-1 .K-1
Capacité thermique massique 9,102 J. Kg-1. K-1
Capacité thermique massique 9,102 J. Kg-1. K-1
Coefficient de dilatation 24.10-6 K-1
Retrait volumique 5.6 %

Module d’élasticité 69000 MPa
Charge de rupture 80 a 100 MPa

2.1.4. Les caractéristiques d’aluminium
2.1.4.1. Légereté

L’aluminium est plus léger, et présente des caractéristiques mécaniques trées
élevées, il est largement utilisé dans les transports terrestres rapides et la
fabrication des carrosseries des véhicules. La production d’aluminium n’est
seulement un peu plus 2 % de celle de l’acier ce métal et ses alliages qui en dérivent
arrivent en second position en ce qui concerne la production et 'utilisation des
matériaux métalliques. L’expérience montre que |’allégement obtenu avec une
structure en alliage d’aluminium peut atteindre 50% par rapport a une structure
équivalente en acier inoxydable (DIN-STIRBU, 2005).

2.1.4.2. La conductivité électrique et thermique

L’aluminium fournit une excellente prise électrique, et est utilisé de plus en plus
pour les lignes a haute tension parce qu’un poids inférieur a celui du cuivre, et aussi
il offre un fort pouvoir caloporteur comme l'utilisation dans des dispositifs de

refroidissement (Baillon et Dorlot, 2000).

Effet toxicogénomique de l'‘aluminium chez des gastéropodes traités a un extrait végétal 6



Lumiére bibliographique

2.1.4.3. La tenue a la corrosion

L’aluminium et ses alliages ont généralement une bonne tenue a la corrosion
(atmosphérique, en milieu marin). L’aluminium est couramment utilisé par les
architectes, ainsi que dans les batiments publics (La pyramide du Louvre « constituée
de verre et de métal »). Toute offre de nombreuses possibilités de formes et de
traitements de surface, des structures de construction, transformation de
l’aluminium nécessite beaucoup d’entretien et de la résistance au fil du temps.
Cette bonne tenue a la corrosion alliée a sa faible densité a permis un
développement des applications de ’aluminium dans le batiment. Les utilisateurs

disposent ainsi :

. D’une durée de vie des équipements accrue. Il n’est pas rare de trouver
intacts des toitures, des bardages, des équipements de portes, des bateaux..., vieux
de plusieurs décennies (DIN-STIRBU, 2005 ; Vargel, 1999).

. D’une esthétique pérenne. Les produits de corrosion de l’aluminium sont

blancs et propices a traitements de coloration (Vargel, 1999).
2.1.4.4. Aptitudes aux traitements de surfaces :

Les traitements de surfaces sur ’aluminium ont plusieurs objectifs parmi lesquels
(Hatch et Park, 1984) :

. La protection de certains alliages, quand leur résistance a la corrosion

« naturelle » est jugée insuffisante.

. La pérennité de l’aspect en évitant la corrosion par piqlire ou le

noircissement.
. La modification des propriétés de surface comme la dureté superficielle.
. La décoration du métal par anodisation puis colmatage pigmentaire.
2.1.4.5. Le recyclage

Le recyclage de ’aluminium plus efficace par rapport a d’autres métaux, et ne
représente que 5% de l’énergie nécessaire a l’élaboration du métal a partir d’un
minerai, et U’expérience montre que les déchets d’aluminium ont une valeur

marchande supérieure a celle des ferrailles car une tonne d'aluminium recyclé
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permet d'économiser quatre tonnes de bauxite, en évitant l’étape de l’électrolyse,
ce qui nécessite beaucoup d’énergie et d’éviter les polluants associés émissions.
L'aluminium est quasiment recyclable a l'infini sans perdre ses qualités (DIN-STIRBU,
2005 ; Vargel, 1999).

2.1.4.6. Propriétés mécaniques

L’aluminium commercialement pur dans l’état recuit a une faible propriété
mécanique mais peut grandement améliorer ces propriétés par écrouissage, par
addition d'éléments d'alliage ou par traitements thermiques, selon les cas. Ainsi, il
apparait a l’état recuit une excellente ductilité par rapport aux aciers. L’aluminium
est un matériau relativement élastique mais peu malléable (Baillon et Dorlot, 2000 ;
Hatch et Park, 1984).

2.1.5. Production de ’aluminium

La production industrielle de ’aluminium est un processus délicat a cause de la
difficulté de la séparation de celui-ci a partir du minerai (Serradj, 2014). Les
bauxites, seule source de ’aluminium (Bayarassou, 2018), sont des roches riches en
aluminium (Djabri, 2016) ou la bauxite est le minerai le plus utilisé pour obtenir de
’alumine ; matiere intermédiaire nécessaire a la fabrication de [aluminium
(Colombié et coll, 2008) ; la bauxite est formée par ’altération vite des roches

granitiques en climat chaud et humide (Bayarassou, 2018 ; Lemmadi, 2014)

L’aluminium a une faible masse volumique (2,7 g.cm-3) (Fareh, 2012) il résiste
bien, naturellement, a la corrosion atmosphérique grace a la formation d’une fine
couche superficielle d’alumine Al203. Cette couche le protége contre les ravages de

l’air, de la température de I’humidité et des attaques chimiques (LOIC Oger, 2017).

L’alumine est un composé tres dur, mais a la température ambiante, ’alumine
devient insoluble dans tous ses composés chimiques courants avec une mauvaise

conduction électrique (Bayarassou, 2018 ; Serradj, 2014).
2.1.6. Alliages a base d’aluminium

Afin d’améliorer les mécaniques de ’aluminium non allie a caractéristiques tres
réduite, on procéde souvent a l’addition d’autres élément de nature différentes,
ces éléments entrent en solution solide est peuvent également étre présent sous

forme phase intermétallique. La composition des phases, leur finesse, répartition et
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cohérence avec la matrice d’aluminium, fragilité intrinseque et stabilité thermique
et mécanique sont également déterminantes pour les propriétés d’alliage

d’aluminium (Cornet et Hlawka, 2010).
On distingue trois grandes catégories d’alliages d’aluminium :
2.1.6.1. Alliages corroyés :

Produits obtenus par les procédés de déformation plastique a chaud ou a froid tels

que le filage, le laminage et le formage (Cornet et Hlawka, 2010).
2.1.6.2. Alliages de moulage :

Produits obtenus par fonderie par coulée en sable (moule en sable) ou en coquille
(moule en fonte ou en acier) ou encore par coulée sous pression (Cornet et Hlawka,
2010).

2.1.6.3. Alliages de frittage :

Produits obtenus par la méthode de la métallurgie des poudres qui est une méthode

révolutionnaire d’élaboration de pieces mécaniques (Cornet et Hlawka, 2010).
2.1.7. Utilisation

L’aluminium est un élément chimique qui, en dehors de son utilisation comme métal
a l'état pur, est utilisé sous forme de sels. Les plus courants sont [’oxyde,
l’hydroxyde, le sulfate, le phosphate, le chlorhydrate et le silicate d’aluminium.

Ces sels sont employés dans des secteurs aussi nombreux que variés :

'0Building
oTransport
‘WEngineeting
‘wPackaging
/00thers

Figure 2 : Consommation d’aluminium par secteur d’activité en Europe en 2011

(http://www.alueurope.eu/about-aluminium/facts-and-figures/)
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o Le batiment, sous forme d’alliages avec d’autres métaux pour la

fabrication des fenétres, portes et gouttieres

o Les transports, également sous forme d’alliages pour des pieces

automobiles, ferroviaires, maritimes, aéronautiques et aérospatiales

o L’ingénierie, pour la fabrication de composants électriques et d’objets

électroniques (comme les ordinateurs, les téléphones portables)

o La pharmacie, pour les solutions parentérales et les médicaments. Dans
ces derniers, ces sels sont aussi bien utilisés comme principes actifs dans les
antiacides (ils diminuent ’acidité gastrique grace a un effet tampon) et pansement
gastro-intestinaux (ils adhérent aux parois des muqueuses) que comme excipients ou
adjuvants dans les vaccins (méme si leur mécanisme d’action reste inconnu, ils

stimulent la réponse immunitaire)

o La chirurgie, dans des céramiques ou alliages pour la chirurgie dentaire

et orthopédique

o La cosmétologie, pour les colorants capillaires, crémes de soins
corporelles, produits de rasage ou de maquillage pour le visage, les anti-transpirants

et les dentifrices

o L’agroalimentaire, pour les ustensiles de cuisine, ’emballage mais aussi

pour les colorants, les conservateurs ou les additifs

o Le traitement des eaux d’alimentation (le sulfate d’aluminium est

utilisé comme agent clarifiant et floculant) (Sonthonnax, 1989).
2.1.8. Exposition de ’étre humain a l’aluminium
2.1.8.1. Exposition chez les professionnels de [’aluminium

L’exposition de ’organisme humain a l’aluminium dépend des teneurs présentes dans
les milieux de contact. Chez les professionnels de |’aluminium, cette exposition va
donc dépendre du secteur d’activité. Les concentrations constatées dans ’air des
ateliers de soudage sur aluminium sont comprises entre 0,2 et 37,2 mg/m3. Celles
des ateliers de production de poudre d’aluminium sont comprises entre 5 et 21

mg/m3 et celles des unités d’affinage électrolytique entre 0,2 et 4,9 mg/m3. Avec

Effet toxicogénomique de l'‘aluminium chez des gastéropodes traités a un extrait végétal 10



Lumiére bibliographique

moins de 1 mg/m3, la fonderie est le secteur ou l’on a constaté les plus faibles

concentrations d’aluminium dans U’air des ateliers.

Ainsi, a titre d’exemple, un travailleur d’un atelier de soudage sur aluminium
peut inhaler (pour une période de 8 heures par jour, 5 jours par semaine et avec un
débit ventilatoire moyen de 10 m3/8 heures) jusqu’a 1,86 g d’aluminium par semaine
(Frery C et Frery N, 2004).

2.1.9. Les sources d’exposition chez la population en générale
2.1.9.1. Exposition par ’air

Selon les études, les concentrations atmosphériques d’aluminium sont généralement
comprises entre 0,008 pg/m3 et 7 pg/m3. Ce large écart s’explique par la présence
éventuelle, pres du lieu de prélevement, d’une source géologique ou d’un site
industriel de production d’aluminium. Ces concentrations correspondent a des
inhalations de 16 x 105 a 0,14 mg d’aluminium par jour (avec un débit ventilatoire
de 20 m3/jour) (Frery C et Frery N, 2004).

2.1.9.2. Exposition par l’eau

o Eaux du robinet : U"aluminium présent dans ’eau peut avoir deux
origines naturelles ou issues du traitement visant a transformer l'eau "brute" en

"potable”.

o Eaux embouteillées : les eaux embouteillées peuvent également
contenir de U’aluminium, On distingue plusieurs types d’eaux embouteillées : les
eaux minérales naturelles, les eaux de sources et les eaux rendues potables par

traitement.
2.1.9.3. Exposition alimentaire

L’aluminium présent dans l’alimentation de ’Homme peut avoir plusieurs origines :

[’aliment en tant que tel, les additifs et les conditionnements alimentaires.
2.1.9.4. Les aliments pouvant contenir de ’aluminium

En raison de sa présence naturelle dans ’environnement, tous les aliments peuvent
contenir de aluminium. La grande majorité des denrées alimentaires consommeées

par ’homme contiennent des teneurs comprises entre 1 et 10 mg d’aluminium/kg de
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poids frais. Avec des valeurs supérieures a 3 mg/kg, c’est le thé, le pain, les
biscottes, les céréales, les biscuits, les légumes, les fruits secs et graines
oléagineuses, les glaces, le chocolat ainsi que les crustacés qui en contiennent le

plus.
2.1.9.5. Les additifs alimentaires

Pour les denrées transformées ou en conserves, ’aluminium présent peut provenir
de l’ajout d’additifs alimentaires. Les additifs alimentaires a base d’aluminium sont
principalement utilisés comme (Belle, 2010) :

o colorants (E 173 : aluminium métallique)

o anti-agglomérant (E 554, E 555, E 556, E 559)

o agents raffermissants et épaississants (E 520, E 521, E 522)

= correcteur de pH (E 523)

o stabilisant (E 541).

o des produits secs comme les poudres de lait et lactosérums

o des fruits et légumes cristallisés et glacés pour les patisseries, cake et
glaces

o des génoises de biscuits et patisseries.

2.1.9.6. Les objets au contact des aliments

Les objets en aluminium qui sont en contact avec les denrées alimentaires peuvent
étre divisés en 3 catégories : les emballages et les objets de conditionnement
(canettes de soda, boites de conserve et boites Tetra Pack®), les ustensiles de
cuisine (’aluminium est léger et il conduit bien la chaleur) et les sucettes ou tétines

pour enfants.
2.1.10. Exposition par les produits cosmétiques

L’aluminium entre dans la composition de nombreux produits cosmétiques. Il est

utilisé pour diverses fonctions :

. antitranspirant dans les déodorants

. abrasif dans les produits dentaires et les produits pour le visage et le
corps

. agent de viscosité dans les produits de soins et de maquillage

. absorbant dans les masques pour le visage.
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2.1.11. Exposition par les produits de santé
2.1.11.1. Médicaments antiacides et pansements gastro-intestinaux

L'aluminium (le plus souvent sous forme de sel de phosphate ou d'hydroxyde) est
utilisé comme principe actif dans les médicaments antiacides et les pansements
gastro- intestinaux. Son action antiacide repose a la fois sur le pouvoir tampon de
l'aluminium et sur sa capacité a complexer l'acide chlorhydrique (responsable de
l'acidité de l'estomac). L'indication de ces médicaments dans le reflux gastro-
cesophagien ou l'ulcere peptique doit étre uniquement symptomatique et réservée a

des traitements de courte durée.
2.1.11.2. Nutrition parentérale

Pour la nutrition parentérale, la contamination des solutés peut avoir 3 origines :

les matériaux de conditionnement, les substances actives et l'eau.
2.1.11.3. Produits de dialyse

L'aluminium présent dans ces solutions de dialyse peut donc avoir plusieurs origines.
Tout d'abord, pour la dilution, on va utiliser de l'eau du robinet qui comme on l'a

déja vu, peut contenir des sels d'aluminium.
2.1.11.4. Les vaccins

L'aluminium est utilisé dans les vaccins comme adsorbant et comme adjuvant pour

stimuler l'immunité (Sonthonnax, 1989).
2.1.12. Toxicité de l'aluminium

L'aluminium aurait un pouvoir toxique pour 'Homme. Cette toxicité est relative et
s'observerait uniquement chez des sujets particuliers et exposés a de fortes doses
d'aluminium pour certains chercheurs, et pour d’autres ce métal qui est omniprésent
dans notre quotidien posséderait une toxicité au long cours, méme pour des sujets

exposés a des faibles doses d'aluminium.
2.1.12.1. Toxicité aigué

Les cas d'intoxications aigués a l'aluminium sont tres rares, Chez 'homme, il y a peu
de cas de déces par ingestion d'une importante quantité d'aluminium. Les cas

recensés sont liés a des ingestions volontaires (suicides) ou accidentelles de
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pesticides (présence de phosphure d'aluminium). Dans ces cas-la, ce n'est pas
directement l'aluminium qui a été mis en cause, mais le gaz phosphine qui a été
produit au niveau gastro-intestinal. La réelle toxicité de l'aluminium va donc

s'observer dans le cadre d'expositions chroniques (AFSSAPS, 2011)
2.1.12.2. Toxicité chronique
2.1.12.2.1. Effets neurologiques
. Encéphalopathie

Cette pathologie peut étre soit liée a un apport chronique de faibles quantités
d'aluminium ou a linverse a de fortes quantités sur une durée plus faible. Puisque
ce dernier type d'événement est plutot rare, c'est bien l'exposition chronique qui

est la plupart du temps a l'origine du développement de cette pathologie.
. Troubles psychomoteurs

Des troubles psychomoteurs ont également été mis en évidence chez les
professionnels de l'aluminium, les dialysés et les nouveau-nés prématurés ayant recu
une nutrition parentérale prolongée (avec une concentration en aluminium

importante).
. Maladie d'Alzheimer

Il existe un lien entre 'aluminium et la maladie d'Alzheimer remonte aux années 70.
En effet, c'est en 1976 que pour la premiere fois, Crapper et son équipe ont
découvert, au cours d'une observation histologique du cerveau de sujets atteints de
cette pathologie, de l'aluminium dans les plaques séniles et les amas
neurofibrillaires. Ensuite, c'est au milieu des années 80 que se lance le débat sur le
role de l'aluminium dans les démences et la maladie d'Alzheimer (AFSSA, AFSSAPS,
2003).

2.1.12.2.2. Effets immunitaires et allergiques
2.1.12.2.2.1. Sclérose en plaques

Le lien entre l'aluminium et la Sclérose en plaques a été suggéré la premiére fois en
2004 dans une étude menée par Hernan. Selon lui, l'aluminium présent dans les

vaccins contre 'hépatite B serait responsable de l'apparition des Sclérose en plaques
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"post- vaccinales" observées quelques années apres la vaccination. D'apres ses
observations, le risque de développer une Sclérose en plaques serait 3,1 fois plus

élevé trois ans apres la vaccination contre l'hépatite B (Herman M et al., 2004).
2.1.12.2.2.2. Réactions allergiques

Des réactions allergiques a l'aluminium ont été observées. Ces réactions s'expriment
principalement par des réactions locales au point d'injection aprés une vaccination
et des irritations cutanées apres application de déodorant a base de sels
d'aluminium. Concernant les réactions locales au point d'injection apres vaccination,
des études comme celle de Barbaud en 1995 mettent en évidence que ce sont bien
les sels d'aluminium qui sont responsables de ces réactions, surtout pour les vaccins

contenant de l'hydroxyde et de l'oxyde d'aluminium.

Les réactions apparaissent tres rapidement apres l'injection et se manifestent
par un érytheme et une induration. Ensuite, un nodule peut apparaitre. Ce dernier
est sensible a la palpation et peut persister quelques semaines pour enfin disparaitre

spontanément.
2.1.12.2.3. Effets cancérigenes

Les effets cancérigénes de l'aluminium ont principalement été rapportés chez
les professionnels. Dans la population générale, des études se sont intéressées aux
effets cancérigenes de l'aluminium par voie cutanée. L'impact des autres voies

d'exposition n'a pour l'instant pas été étudié pour la population générale.

Chez les professionnels de l'aluminium, les études réalisées depuis les années 70
mettent en évidence plusieurs zones cancéreuses. Les plus fréquemment observées

se situent au niveau du poumon et de la vessie.

L'étude la plus récente sur le sujet a été menée par Schroeder en 1997. Elle a porté
sur 667 cas (travailleurs au contact de l'aluminium dans l'industrie automobile et

décédés d'un cancer du poumon) et 3041 témoins (Schroeder et al., 1997).
2.1.12.2.4. Les autres effets

En plus des principaux effets toxiques évoqués précédemment, l'aluminium pourrait
également provoquer des effets sur la sphere osseuse, respiratoire, hématologique

et sur les fonctions de reproduction.
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2.2. Phytothérapie et plantes médicinales
2.2.1. Plantes médicinales
2.2.1.1. Généralités sur les plantes médicinales

Depuis 'origine du temps, ’Homme s’est tourné vers les végétaux pour y trouver

l’essentiel de sa nourriture, de sa médication et de sa survie (Fuinel, 2002).

Dans le monde, il pousse plus de 20.000 especes de végétaux a usages

condimentaires médicinaux ou cosmétiques (Lesley, 2005).

D’apres le Centre Technique de Coopération Agricole et Rurale, les plantes
meédicinales sont surtout utilisées en médecine et en pharmacie mais aussi en
aromathérapie sous forme d’huiles essentielles, en cosmétique, pour éloigner les
moustiques, et méme dans l’industrie ou certaines plantes sont utilisées en extraits

comme désodorisants.

Les grands types de plantes aromatiques et médicinales utiles a [’Homme
peuvent étre définis par leur principal usage telles que : les tisanes, les
cosmétiques, les condimentaires, l’alimentaires et les industrielles (Yvonne et
Chadouli, 2012). Actuellement la médication, par les plantes connait un regain
d’intérét notable, et c’est grace aux études scientifiques basées sur les méthodes
analytiques et les expérimentations nouvelles, que le monde médical découvre le

gain des prescriptions empiriques des plantes médicinales (Lahsissene et al., 2009).
2.2.1.2. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont
au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Leur action provient
de leurs composés chimiques, métabolites primaires ou secondaires ou de la synergie

entre les différents composés présents (Sanago, 2006).

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en phytothérapie pour leur
principes actifs, elles peuvent étre vendues en herboristerie, en pharmacie, avec ou

sans prescription selon la réglementation du pays (Ramli, 2013).

2.2.1.3. Origine des plantes médicinales
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Les plantes médicinales sont caractérisées par deux origines. Ce sont les plantes
spontanées dites "sauvages” ou "de cueillette", et les plantes cultivées (Chabrier,
2010).

2.2.1.3.1. Plantes de cueillettes

Cette catégorie constitue les plus anciennement utilisées et représentant encore
aujourd’hui un pourcentage notable du marché mondial. Leur répartition et
développement dépend de plusieurs facteurs tels que le type de sol et surtout du
climat (Chabrier, 2010). Ces plantes sont en effet influencées par la température,
la latitude, ’altitude, la composition du sol, etc. Ces conditions édaphiques font de

ces plantes des véritables réservoirs de spécificités génétiques.
2.2.1.3.2. Plantes de cultures

Ces plantes permettent, grace aux techniques de culture standardisées d’obtenir
des matieres premieres de bonne qualité en quantité suffisante et homogeéenes. En
effet, la culture des plantes médicinales répond a des directives de ’OMS sur les
bonnes pratiques agricoles et des bonnes pratiques de récolte (BPAR) relatives aux
plantes médicinales. Elles s’appliquent a la culture, a la récolte des plantes
meédicinales et a certaines opérations postérieures a la récolte. Les directives
peuvent étre adaptées a la réglementation en vigueur dans les différents pays. En
plus de tous ces bénéfices sur la qualité, la culture pallie la dispersion ou la disparité
des peuplements naturels. L’importante diversité créée au sein des especes
cultivées, bien que tres inférieure a celle de la flore spontanée, constitue aussi un

réservoir de spécificités génétiques (Chabrier, 2010).
2.2.1.3. Intéréts des plantes médicinales

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir sur
l'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en
phytothérapie. Elles présentent en effet, des avantages dont les médicaments sont

souvent dépourvus (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmaceutique
et l'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais
aussi comme matiére premiere pour la synthése des médicaments ou comme model

pour les composés pharmaceutiques actifs (Decaux, 2002).
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La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de
processus biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que l'essentiel des
médicaments de synthese sont des xéno-biotiques aux effets secondaires trés mal

maitrisés (Bruneton, 2009).
2.2.2. Phytothérapie a base de Rosmarinus officinalis

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques «
photon » et « thérapie » qui signifient respectivement « plante » et « traitement »
(Mansour, 2015). Elle est reliée a une expérience pratique et a des observations
faites de génération en génération, et transmises de facon orale ou écrite (Grozat,
2001).

La phytothérapie est la science des plantes médicinales ou la médication par
les plantes, c’est l’une des sources de traitement des maladies qui demeurent basées
sur l’observation ou ’analyse vient confirmer ce qu’on observe depuis déja des

millénaires (Provost, 1991 ; Beloued, 2001).

Le romarin est un arbrisseau qui doit son nom au latin ros, rosée et marinus,
marin. En effet, d'apres la légende, le romarin est une plante que l'on retrouvera
seulement dans les régions ou s'étend la rosée venant de la mer, au petit jour. Dans
d'autres régions, on le surnomme "la Rose de mer" en latin Rosa marina qui a donné
son nom au genre (Escuder, 2007). Le romarin est un symbole des fétes, funéraires,
il était abondamment utilisé pour confectionner des couronnes. Tout d'abord
destinées a parer les jeunes épouses lors de la cérémonie, ces feuilles ont par la
suite orné les tétes des étudiants en Grece, car le romarin était reconnu pour avoir

une action stimulante sur les fonctions mentales (Bellakhdar, 2006).

Figure 3 : La plante de Romarin Figure 4 : Extrémité d’un Romarin en
(Makhloufi, 2009). fleurs (Berkane, 2015).
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2.2.2.1. Classification et synonymie

Le romarin possede plusieurs synonymies selon les différentes régions d’Algérie :
Région de l'Est : Eklil
Région de l'Ouest : Helhal
Région du Centre : Yazir (Med-Chclist, 1986).

La classification botanique du romarin est comme suit (Quezel et Santa,
1963) :

Regne : Plantes Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Lamiales (Labiales)

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : officinalis L.
2.2.2.2. Principes actifs

Les principaux constituants du romarin responsables des différentes propriétés sont :
Les acides phénoliques : acide vanillique, acide caféique, acide p-coumarique. Les
flavonoides : genkwanine, cirsimaritine (Ibanez et al., 2003) ériocitrine, heserédine,

diosmine, lutéoline (Okamura et al., 1994) et apigénine (Yang et al., 2008).
2.2.2.3. Répartition géographique

Le Romarin se trouve dans toutes les contrées mondiales de U’Europe, plus
particulierement sur le pourtour méditerranéen, de préférence dans les lieux secs
et arides, exposés au soleil, a l’état sauvage il se trouve sur des sols calcaires
(Zeghad, 2008).

2.2.2.4. Son utilisation

Le Romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle. L'huile du Romarin a été
largement répandue pendant des siecles, comme un des ingrédients en produits de
beauté, savons, aussi bien pour l'assaisonnement et la conservation des produits
alimentaires, notamment dans la médecine traditionnelle ses parties ariennes sont
utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale, les dysménorrhées et comme

antispasmodique (Benikhlef, 2014).
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2.2.2.5. Activité antioxydante du romarin

Le romarin est largement accepté en tant qu’épices ayant une activité antioxydante
tres élevée (Wang et al, 2008). Divers modeles d’essai expérimentaux ont été
employé pour la caractérisation des propriétés anti oxydantes des extraits aqueux,
de quatre herbes appartenant a la famille de Lamiacée : Origanum vulgaris,
Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis et Thymus vulgaris. Les extraits ont montré
des degrés variables d'activité dans tous les essais utilisés (Dorman et al., 2003),
Plusieurs auteurs ont étudié ’utilisation des extraits du romarin comme antioxydant
pour conserver les produits a base de viande (Nassu et al., 2003 ; Balentine et al.,
2006 ; Fernandez-Lopez et al., 2005 ; Sebranek et al., 2005).

Dans une autre étude les propriétés antioxydantes et anti-radicalaires de 11
huiles essentielles ont été examinées au moyen du test de blanchissement du B-
carotene, le test au DPPH et l’analyse photo-chimiluminescence (PCL). Les résultats
ont montré que U’huile essentielle du romarin était parmi les huiles qui ont une

activité importante (Sacchetti et al., 2005).
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3. Matériel et Méthodes
3.1. Lieu et période de travail

Notre partie expérimentale était au niveau du Laboratoire d’Ecologie Fonctionnelle
et Evolutive, a ’Université Chadli Bendjedid - El Tarf, pour une durée de trois mois

(de mars jusqu’a mai 2024).
3.2. Modéle animal

Notre modele animal est Helix aspersa, il appartient a U’embranchement des
mollusques, animaux a corps mous et dépourvus de squelettes. Il fait partie de la
classe des gastéropodes, sa masse viscérale présente une torsion de 180° par rapport
au pied d’ou une asymétrie de certains de ses organes (Bonnet et al., 1990). Il
possede un poumon (ou cavité palléale), ce qui le situe dans le super ordre des
Pulmonés. Il appartient a ’ordre des Stylomatophores, caractérisés par des yeux a
’extrémité des tentacules oculaires. Son corps entier peut se loger a ’intérieur de
la coquille enroulé en spires ce qui caractérise la famille des Hélicidés (Daguzan,

1981) ; sa spirale tourne généralement dans le sens des aiguilles d’une montre.

Selon Bonnet et Vrillon (1990) sa position systématique est la suivante :
- Regne : Animalia

- Embranchement : Mollusques

- Classe : Gastéropodes

- Sous -classe : Euthyneurs

- Super ordre : pulmonés

- Ordre : stylommatophores

- Famille : Helicidaes

- Genre : Helix

- Espece : aspersa

—J ]

oculaire

Bouche
Tentacule tactile

Figure 5 : Morphologie de l’escargot Helix aspersa (Bonnet et al., 1990).
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Figure 6 : Anatomie de ’escargot Helix aspersa (Bonnet et al., 1990).

3.3. Collection et adaptation

Les escargots ont été collectés en janvier, février et mars dans la région de
Bouteldja, d'El Tarf, ou ils ont été placés dans un seau en plastique transparent
percé pour pouvoir respirer, Ils sont nettoyés quotidiennement avant de les nourrir
et une humidité artificielle est assurée par un vaporisateur d'eau, Les escargots ont
mangé de la salade pendant toute cette période d'environ vingt-cing jours avant

d'étre disséqués.

Figure 7 : L’élevage des escargots.

3.4. Plante médicinale : Rosmarinus officinalis L.

Le romarin qui dit le nom rose de mer vient simplement du fait qu'il pousse
spontanément au bord de la mer. C’est un arbrisseau de 50 cm a 1 metre et plus,

toujours vert, tres aromatique, trés rameux et tres feuillé.
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Les fleurs sont d'un bleu pale ou blanchatre. Son écorce s’écaille sur les
branches les plus agées et son odeur est extrémement odorante et tenace
(Makhloufi, 2009). La floraison commence des le mois de février (ou janvier parfois)
et se poursuit jusqu’a avril-mai (Mostefai, 2012). Selon Mathias (2008), le romarin
fait partie a la famille de Lamiaceae sous le nom scientifique Rosmarinus officinalis.

Son pollen est caractérisé par la couleur blanc grisatre.
3.5. Extraction
3.5.1. Préparation de la plante récoltée

Aprés avoir collecté la plante de la zone d’El Zitouna (El Tarf) en Novembre 2023,
elle a été bien nettoyée puis séchée a l'ombre pendant quelques jours. Apres cela,
nous l'avons stockée dans du papier kraft avec une étiquette contenant tout ce qui

s'y rapporte (genre, espece, date de la récolte).
3.5.2. Protocole d’extraction

L'extraction a été réalisée par procédé d'hydrodistillation, ou ont été introduits 500
ml d'eau distillée et 37.3 g des feuilles séchées de Rosmarinus officinalis L., dans
le ballon de ’hydro-distillateur. On réalise le montage d’hydro-distillateur qui porte
le mélange jusqu’a l’ébullition. L'extrait obtenu est collecté aprés trois heures et
conservé dans un flacon en verre protégé par du papier d'aluminium et conservé au

réfrigérateur.

Figure 8 : Quelques étapes de U’extraction de la plante Rosmarinus officinalis L.

3.6. Solution-mere de trichlorure d’aluminium

La préparation de la solution-mere de trichlorure d’aluminium (AlCl3) s’est fait dans

un bécher a une concentration de 0.3 mg d’AlCl3/1 ml d’eau distillée.
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Figure 9 : la concentration de trichlorure d’aluminium (ALCL3).

3.7 Protocol expérimental
3.7.1. Dissection

Le processus d'anesthésie s'est fait par le froid (-9 a -10 °C), c'est a dire que nous
avons mis les escargots au congélateur pendant 20 a 30 minutes avant la dissection.
Nous avons mesuré le poids frais de chaque escargot a l'aide d'une balance. Nous
avons disséqué les escargots sur une plaque de dissection, et nous avons commencé
par retirer les coquilles a l’aide de ciseaux et lames Bistouri, puis coupé la coquille
interne et soigneusement séparée du reste de l’organisme pour éviter d’endommager
ses organes internes. A [’aide d’une loupe binoculaire, nous avons isolé

[’hépatopancréas, qui a été pesé par une balance de précision.

Figure 10 : Le matériel utilisé pour les mesures et la dissection.
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3.7.2. Groupes expérimentaux

Les escargots précédents ont été répartis au hasard en quatre groupes, Dans chaque
groupe, nous avons placé 8 escargots. La durée du traitement était de 14 jours

consécutifs :

< Groupe 1 (témoin, T) : Les escargots ont mangé les morceaux de la salade
durant ces 14 jours et se sont parfois noyés dans l'eau distillée, Chaque organe
concerné a été placé dans un morceau de papier d'aluminium et conservé au

congélateur.

*,

< Groupe 2 (traité a ’extrait de Rosmarinus officinalis L., E) : les escargots ont
mangé des morceaux de la salade imprégnés dans L|’extrait Rosmarinus
officinalis L., pendant ces 14 jours. Nous avons laissé la salade dans le
meélange pendant 20 minutes, apres nous avons mesuré chaque morceau avec

une balance de précision.

Figure 11 : L’immersion de la salade dans l’extrait de Rosmarinus officinalis L.

Nous avons répété le processus tous ces jours (14 jours) en observant et en

mesurant chaque morceau de salade donné.

Le 14éme jour, nous avons disséqué les escargots et pris [’hépatopancréas et
avons placé chaque organe dans un morceau de papier d'aluminium, puis nous les

avons placés au congélateur.

*

% Groupe 3 (traité au trichlorure d’aluminium, A) : Les escargots ont mangé de
la salade sans extrait. Au 12eme jour, ils ont été placés dans de l'aluminium

par immersion pendant 30 minutes.
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< Groupe 4 (traité a Uextrait de Rosmarinus officinalis L. puis au trichlorure
d’aluminium, E+A) : Les escargots ont été traités avec l'extrait de Rosmarinus

officinalis L.

Le 12¢me jour, nous avons commencé a leur donner la solution d'aluminium
préalablement préparée par immersion pendant 30 minutes. Le 14éme jour, nous les

avons disséqués.

Nous avons pris [’hépatopancréas de chaque escargot et l'avons broyé dans un
mortier avec la solution de phosphate. Ensuite, nous avons pris l'homogénat et
l'avons mis dans un tube Eppendorf et l'avons centrifugé pendant dix minutes a une

vitesse de 6000 par minute.
3.7.3. Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de l’absorbance optique par un
spectrophotomeéetre de l’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la
réduction de l’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (réactif d’Ellman) par les
groupements thiols (-SH) du glutathion. Une fois préparé, le surnageant doit subir
une déprotéinisation (par ’acide sulfosalycilique 0,25 %) afin de protéger les

groupements -SH du glutathion (Weckbecker et Cory, 1988).

La procédure expérimentale du dosage du GSH est la suivante :

o Prélever 0,8 ml du surnageant.

o Ajouter 0,2 ml d’une solution d’acide sulfosalysilique (SSA) 0,25 %.

o Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

o Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 minutes.

o Prélever 0,5 ml du surnageant.

o Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA, pH = 9,6.

o Mélanger et ajouter 0,025 ml de ’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTBN) a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu 99%).

o Laisser pendant 5 minutes dans la température ambiante pour la stabilisation
de la couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément.

o Mesurer l’absorbance optique a 412 nm par le spectrophotometre (Specord
210 Plus, Germany). La concentration du glutathion est obtenue par la

formule suivante :

GSH (nM/mg de tissu) = (DOx1x1,525)/(13100x0,8x0,5)
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DO : La densité optique.

1 : Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml

homogénat + 0,2 ml SSA).

1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau
du surnageant (0,5 ml surnageant + 1 ml Tris EDTA + 0,025 ml DTNB).
13100 : Le coefficient d’absorbance (concernant le groupement -SH a 412 nm).

0,8 : Le volume de ’homogénat trouvé dans 1 ml.

0,5 : Le volume du surnageant trouvé dans 1,525 ml.

3.7.4. Dosage de la catalase (CAT)

L’activité de la catalase a été mesurée a 240 nm a l’aide d’un spectrophotometre

(UVmini-1240 SHIMADZU, Japan) par la diminution de la densité optique consécutive

a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H;0;) en faisant réagir dans 150mM de

tampon phosphate pendant une minute a pH 7, 500ul de H;0; (20mM) sur 10pul du

surnageant, a une température d’incubation de 25°C. Le Tableau 2 ci-dessous

représente les concentrations et les quantités des réactifs nécessaires au dosage de
’activité de la catalase (Aebi, 1973 ; Ogura et Yamazaki, 1983).

Tableau 2 : Protocole du dosage de ’activité de la catalase.

Essai (pl) Blanc (ul)
Tampon phosphate (150 mM ; pH 7) 490 500
H.0; (20 mM) 500 500
Surnageant 10 -

La lecture de ’absorption se fait instantanément chaque 5 secondes et durant

30 secondes de mesure, ’activité de la catalase peut étre calculée selon ’équation

suivante :

Activité CAT (unités/ml) =

AABS(Blanc) AABS(Essai)
min min

1 x1

V X ¢

Activité CAT (unités/ml) = ([AABS(Blanc)/min-AABS(Essai)/min]x1)/(V x €)

ABS : Absorbance

1 : Le volume de la réaction (1 ml)

V : Le volume de ’échantillon dans la réaction (10 pl = 0.01 ml)

e : Coefficient d’extinction (0,0436 mM)
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Définition de 'Unité : une unité de catalase décomposera 1,0 micromole de
peroxyde d'hydrogéne en oxygene et en eau par minute a pH 7,0 a 25 °C a une

concentration de substrat de 10 mM de peroxyde d'hydrogene.
3.8. Détermination des parametres physiques de Rosmarinus officinalis
3.8.1. Profil spectral a l"ultraviolet

Un balayage spectrophotométrique (Specord 210 Plus, Germany) de |’extrait aqueux
de Rosmarinus officinalis a été fait dans le spectre UV (190 a 390 nm) pour

déterminer les plages et pics d’absorption.
3.8.2. Indice de réfraction

Quelques gouttes de l’extrait ont été déposées sur le réceptacle du réfractometre

(r2i300, USA) pour savoir l’indice de réfraction (nD).
3.8.3. Viscosité

Un certain volume de U’extrait a été mis au contact de la sonde mobile du

viscosimetre (Fungilab, Spain) pour connaitre la viscosité.
3.9. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l’aide de SPSS (version 24) et Excel
(version 2016). Une comparaison des moyennes suivie d’une analyse de variance
(ANOVA) ont été appliquées sur les mesures pondéraux, le taux de GSH et 'activité
de catalase. Un test Post-Hoc a été fait lorsque I’ANOVA indique une différence
significative entre les groupes expérimentaux. Les résultats sont présentés dans des

tableaux et histogrammes sous forme de moyennes + écart-type.
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4, Résultats

4.1. Poids corporel des escargots

Le poids corporel : Chez les groupes (T) et (E+A), les résultats sont respectivement
9,41 + 2,07 g et 14,26 + 2,67 g. Chez le groupe (E), les escargots pesent 11,56 + 1,73
g. Cette mesure se situe chez le groupe (A) a 11,24 + 2,15 g.

Tableau 3 : Comparaison des moyennes du poids corporel des escargots (en

gramme).
FoidsCorporel
Erreur

standard de
Sroupes Moyenne Ecarttype la moyenne
A 11.2400 215375 TE146
E 11.5650 1.73201 B1236
E -+ 14 2638 2. 67000 84399
T 9.4150 207327 73301
Total 11.6209 272060 48094

Tableau 4 : Analyse de variance du poids corporel des escargots.

Somme des
carmes ddl Carré moyen F Sig.
PoidsCorporel * Groupes  Inter-groupes  (Combinge) 05,9591 3 31.997 6.713 00
Intra-groupes 133.461 28 4.766
Total 229,451 31

Tableau 5 : Comparaison multiple (Post-Hoc) du poids corporel des escargots.

Variable dépendante:

PoidsCorporel

Différence significative de Tukey

Intervalle de confiance a 95 %

Différence Erreur Borne Borne
(I) Groupes ) Groupes moyenne (I-J) standard Signification inférieure superieure
A E -.3250 1.09161 991 -3.3054 2.6554
E+A -3.0238" 1.09161 -6.0042 -.0433
T 1.8250 1.091861 357 -1.1554 4.8054
E A 3250 1.091861 891 -2 6554 3.3054
E+A -2.60988 1.09161 087 -5.6792 2817
T 21500 1.09161 223 -.8304 51304
E+A A 3.0238 1.09161 0433 6.0042
E 2.6988 1.091861 087 -2817 56792
T 45488 1.09161 001 1.8683 7.82492
T A -1.8250 1.091861 357 -4.8054 1.1554
E -2.1500 1.091861 223 -5.1304 B304
E+A -4.3488" 1.091861 001 -7.8282 -1.8683
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Figure 12 : Poids corporel des escargots des groupes expérimentaux (* P < 0,05 par

rapport aux groupes T et A).
4.2. Poids de I’hépatopancréas des escargots

Le poids de U’hépatopancréas : Chez les groupes (T) et (E+A), les résultats sont
respectivement 1,55 + 0,13 g et 1,95 + 0,36 g. Chez le groupe (E), cet organe pese
2,11 + 0,24 g. Cette mesure se situe chez le groupe (A) a 2,19 + 0,76 g.

Tableau 6 : Comparaison des moyennes du poids de [’hépatopancréas des escargots

(en gramme).

PoidsHépatopancréas

Erreur

standard de
Groupes Moyenne Ecart type la moyennes
A 2192486 FE01973 L2BT32T76
£ 2110333 24028126 1390332
E+A 1.952629 3661583 1383948
T 1.556971 1369366 O517572
Total 1.926900 A131988 047563

Tableau 7 : Analyse de variance du poids de l’hépatopancréas des escargots.

Somme des
(ares dl - Camémoyen  F Sig.
PoidsHepatopanciéas*  Inter-groupes  (Combinée) 15857 3 By 230 108
olpes It groupes B0 0
Total 6.058 X
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Figure 13 : Poids de ’hépatopancréas des escargots des groupes expérimentaux.
4.3. Taux du glutathion réduit (GSH) dans l’hépatopancréas

Les tableaux 8 et 9 montrent les variations des taux du GSH au niveau de
[’hépatopancréas chez les différents groupes expérimentaux. L'application d'AlCl;
conduit a une réduction non significative de la teneur du GSH par rapport au groupe
T, Chez les groupes E et E+A une diminution non significative aussi de la teneur du

GSH par rapport au groupe T a été enregistrée.

Tableau 8 : Comparaison des moyennes du taux de GSH dans l’hépatopancréas (en

nM/mg de tissu).

GSH
Erreur
standard de

Groupes Moyenne Ecart type la moyenne
A 56857 A3FT36 05205849
E GB5357 217Fa NOB82366
E+A EB843 22091 046146
T TE214 209252 .O7a090
Total GBGB18 181204 034244

Tableau 9 : Analyse de variance du taux de GSH dans [’hépatopancréas.

Somme des
carmes ddl Carré mayen F Sig.
GSH* Groupes  Inter-groupes  (Combhinge) 136 3 045 1.445 266
[ntra-groupes 151 24 E)
Total Bav 27
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Figure 14 : Taux du glutathion réduit dans [’hépatopancréas des groupes

expérimentaux.
4.4, Activité de catalase dans |’hépatopancréas

Les tableaux 10 et 11 montrent les variations des taux du catalase au niveau
de ’hépatopancréas chez les différents groupes expérimentaux. L'application d'ALCL3
entraine une augmentation non significative de l’activité de la catalase par rapport
au groupe T, également chez le groupe E une augmentation non significative de
’activité de la catalase par rapport au groupe T, mais chez le groupe E+A une
diminution non significative de ’activité de la catalase par rapport au groupe témoin

a été enregistrée.

Tableau 10 : Comparaison des moyennes de [’activité de catalase dans

’hépatopancréas (en Unités/ml).

CAT
Erreur
standard de

Groupes Moyvenne Ecart type la moyenne
A 135 38933 14 69848 G.00063
E 131.9517 7.018587 286532
E+A 1208650 17. 34666 7.08174
T 123.50580 31.22326 1274684
Total 127.9288 19.28476 3.03648
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Tableau 11 :

Somme des
Carrés dl Carré mayen F Sig.
CAT*Groupes  Inter-groupes  (Combinég) 848.220 3 282740 734 Ad4

Intra-groupes 7705.5621 20 386276

Total 8053741 23

CAT (Unités/ml)
180
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Groupes

Analyse de variance de ’activité de catalase dans [’hépatopancréas.

Figure 15 : Activité de catalase dans ’hépatopancréas des groupes expérimentaux.

4.5. Profil spectral a 'ultraviolet de ’extrait

L'analyse spectroscopique UV de l'extrait de Rosmarinus officinalis permet de

démontrer la présence de deux bandes d'absorption :

le premier pic d’absorbance

est 190 nm, et entre l’intervalle [320 nm-475 nm] on a observé un nombre trées

important de pics d’absorbance. Les résultats sont présentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Profil spectral UV de l’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis L.
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4.6. Indice de réfraction et viscosité de U'extrait

Le Tableau 12 montre les mesures relatives a la réfraction et la viscosité de l’extrait

aqueux de Rosmarinus officinalis L.

Tableau 12 : Indice de réfraction et viscosité de l’extrait aqueux de Rosmarinus

officinalis L.

L’indice de réfraction (a 17,7°C) 1,3333 nD

La viscosité (a 17,7°C) 0,6 - 0,7 Pa.s
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5. Discussion

Notre étude est basée sur les effets toxiques d’un élément trace métallique l'un des
éléments les plus dangereux sur la santé humaine, [’aluminium, sur [’hépatopancréas
chez un modele animal qui possede une capacité de bioaccumulation importante
pour de nombreux polluants métalliques, le gastéropode Helix aspersa, et
’évaluation de la capacité thérapeutique et hépato-protectrice de l’extrait aqueux
de Rosmarinus officinalis contre cette toxicité. Les facteurs étudiés dans ce travail
sont les parametres pondéraux, le dosage du glutathion réduit (GSH), la mesure de
l’activité de catalase, ainsi que l'indice de réfraction, la viscosité et le profil

spectral UV de Rosmarinus officinalis.

L’aluminium (Al) est ’élément le plus abondant dans la crolte terrestre (Exley
et House, 2011), La toxicité de ’aluminium découle principalement de son activité
pro-oxydante qui entraine un stress oxydatif, une attaque des radicaux libres et une

oxydation des protéines et des lipides cellulaires (Exley, 2013).

Le glutathion réduit (GSH), un thiol endogene joue un réle d’antioxydant. En
outre, il est un réducteur physiologique responsable de maintenir le statut redox
intracellulaire. Il joue aussi un réle major dans la protection et la détoxification des
composés pro-oxydants en agissant comme cosubstrat d’enzymes antioxydantes
(Mahieu et al., 2005 ; Nehru et Anand, 2005).

Dans notre travail nous avons montré que U'effet de l’aluminium sur l'escargot
Helix aspersa provoque une diminution du taux de GSH au niveau de
[’hépatopancréas chez les groupes traités par l’aluminium par rapport au groupe
témoin. On peut donc dire que U'aluminium a un effet toxique sur l’activité
antioxydante du glutathion. Nos résultats sont similaires a ceux retrouvés par
Viezeliene et al., (2011) montrent que le traitement des souris par une injection
intrapéritonéale du chlorure d’aluminium (25 mg/kg PC) provoque une augmentation
du glutathion oxydé (GSSG) et une diminution du glutathion réduit ainsi que de

’activité des enzymes GSH-dépendantes.

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des
enzymes tétramétriques, chaque unité porte une molécule d'heme et une molécule
de NADPH. Ces enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress

oxydant en éliminant les especes oxygénées, en accélérant la réaction spontanée de
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dismutation du peroxyde d’hydrogene (H:0:) toxique pour la cellule, en eau et en

oxygene (Regoli et Principato,1995).

Dans notre travail, ’activité de catalase au niveau de |’hépatopancréas tend
a augmenter chez les groupes traités par ’aluminium par rapport au groupe témoin,
On peut dire que l'aluminium peut provoquer un stress oxydant, les résultats obtenus
dans notre étude confirme ceux obtenus par Prakash et Kumar, (2009) et Shrivastava,
(2012) ont montré une augmentation de la peroxydation lipidique et des dommages
oxydatifs provoque des perturbations remarquables dans l’activité des enzymes
antioxydantes (GPx, CAT, SOD), Cette derniére est considérée comme la premiere
ligne de défense cellulaire contre les dommages oxydatifs. Ils préviennent le stress
oxydatif, maintiennent ’homéostasie cellulaire et jouent un role important dans

’élimination des especes réactives de l’oxygene.

Bien que ’aluminium soit un minéral rédox relativement faible, il peut induire
des dommages oxydatifs par de multiples mécanismes. Il peut se lier aux
phospholipides chargés négativement, qui contiennent des acides gras polyinsaturés
et sont facilement attaqués par les espéces réactives de l'oxygene telles que 02" -,
H,0; et OH" (Verstraeten et al., 1997). L'aluminium peut également stimuler la
peroxydation lipidique initiée par le fer dans la réaction de Fenton, qui provoque la
formation d’un autre élément métallique tres toxique, le Fe3* (Exley, 2004). Il a été
trouvé que l’aluminium inhibe l'activité catalase chez deux especes de vertébreés
poikilothermes, mais cet effet pourrait ne pas étre significatif chez les individus
capables de maintenir leur capacité antioxydante jusqu'a un age avancé (Jena et al.,
2002). Par contre, chez un modele murin, deux doses de ce métal (50 mg et 100 mg
Al/L dans l'eau potable) n'avaient pratiquement aucun effet sur l'activité de la SOD
ou de la CAT; seule la GR s’est révélée sensible a l’exposition des souris
expérimentales a ces doses croissantes de ’aluminium dont l'activité GR a augmenté
jusqu'a 23% et 33%, respectivement (Sadauskiene et al., 2020). Tout cela révele que
’aluminium peut influencer U’expression génique et/ou Ll’activité enzymatique
associées au systeme antioxydant biologique, d’ou ’effet toxicogénomique issu de

’exposition des organismes aux polluants métalliques.

A Uéchelle écotoxicologique, l'aluminium est clairement disponible pour
l'escargot en général, la voie d'entrée la plus probable étant l'intestin. Cela pourrait
faciliter U’entrée du métal dans la chaine alimentaire. Les roles possibles de la

glande digestive (hépatopancréas) dans la manipulation de l’aluminium ont été
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rapportés (Elangovan et al., 1997). L'absorption entérale de laluminium a été
démontrée chez les invertébrés, notamment la drosophile (Kijak et al., 2013),
l'escargot terrestre Helix aspera (Brooks et White, 1995), le l'écrevisse Pacifastacus
leniusculus (Woodburn et al., 2011), le nématode Caenorhabditis elegans (Page et
al., 2012) et le ver de terre Eisenia andrei (Zhao et Qiu, 2010), mais les détails
meécanistiques concernant son absorption sont en grande partie inconnus.
Néanmoins, l'organisme-modéle le mieux caractérisé est l'escargot aquatique

Lymnaea stagnalis.

L’utilisation d’invertébrés pour mieux comprendre les effets sur [’absorption
de ’aluminium, en vue d’une éventuelle modélisation de maladies humaines, n’a
pas été valorisée. Notre étude vient de considérer l’application d’un modele animal
tres répandu, Helix aspersa, dans la recherche des effets néfastes de aluminium
en tant que polluant environnemental touchant l’étre humain. Une étude précédente
a montré que Helix aspersa accumule de ’aluminium dans la glande digestive et les
reins apres une alimentation de 24 heures en Al(NO3)s (500 pg Al/g Nourriture) ; les
concentrations tissulaires augmentant de 5 a 6 fois dans ces organes 48 heures apres
la fin de l'alimentation toxique (Brooks et al., 1992). Une autre étude a indiqué que
les niveaux de ce métal dans la glande digestive de Lymnaea stagnalis suite a une
exposition chronique dans l'eau a de l'aluminium neutralisé, a 500 pg/L, étaient

d'environ 2000 pg/g au jour 15 (Dobranskyte et al. 2004).

Le profil spectral UV de Rosmarinus officinalis est caractérisé par deux plages
de forte absorbance cela permis de la détection de plusieurs molécules bioactives
dans cette plante, elles peuvent nous en révéler la présence des flavonoides, des
phénols et des terpénoides. Selon Johar et al. (2015), ’extrait de romarin contient
des différents composés phytochimiques tels que les flavonoides, les phénols, les
huiles volatiles, les terpénoides. De plus, Megateli et Krea (2018) ont trouvé une
teneur de 14,48 + 1,5 mg EQ/g et les résultats de Nagy et al. (2014) qui ont trouveé
une teneur de 13,25 mg EQ/g ES. De plus, Francisco José et al. (2020) ont montré
que les propriétés antioxydantes du romarin sont dues a sa richesse en huiles
essentielles, qui agissent comme piégeuses des radicaux libres, et comme chélateurs

des espéces réactives de l’oxygene (ROS).
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6. Conclusion et Perspectives

Au terme de ce travail qui vise a étudier et évaluer les effets protecteurs et
thérapeutique d’une plante médicinale, Rosmarinus officinalis L., et les effets
toxiques causés par Ualuminium sur U’hépatopancréas chez un modele animal, le
gastéropode Helix aspersa, nous conclurons, d’aprés les résultats obtenus, que
’exposition au trichlorure d’aluminium AILCl; provoque des effets toxiques a travers
la diminution du taux de GSH et l’augmentation de ’activité de catalase chez les
escargots traités par ’aluminium par rapport aux témoins, et que la plante
médicinale Rosmarinus Officinalis L. a un effet antioxydant trés important ; son
extrait montre de forts pics d’absorbance, dus aux substances actives qu’il possede,
donc on peut dire que le romarin est une plante trés utile qui devrait étre utilisée

dans la thérapie médicale et pharmaceutique.

Nous estimons intéressant d’approfondir et de perfectionner ce travail par
’étude d’autre points tels que :
> Evaluer U’activité antioxydante de Uextrait de la plante en utilisant
différentes méthodes tels que : ABTS et le superoxyde DMSO alcalin, DPPH.
> Tester les effets toxiques a long terme de ’aluminium sur d’autres organes.
> Confirmer la toxicité de laluminium grace a une étude histologique

approfondie.
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