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Introduction générale

__________________________________________________

Depuis des milliaires d’années, I’homme utilise les plantes trouvée dans la nature,
pour traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006).I’utilisation des plantes en
photothérapie est trés ancienne et connait actuellement une région d’intérét aupres du

public.

Origanum majorana appartient a la famille des lamiacées, est une plante herbacée
que I’on trouve dans le sud de I’Europe et la région méditerranéenne, connue sous le nom
de marjolaine, peut atteindre 60 cm. O.M est largement utilisé comme garniture dans la
préparation des aliments, ainsi que d’étre une plante médicinale utilisée a des fins
différentes dans la médecine traditionnelle de différentes régions. Des études sur cette
plante ont permis d’identifier un grand nombre de ses composés actifs (Nasser, 2018) ;
Les plus importants de ces constituants bioactifs qui sont principalement des métabolites
secondaires sont les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les terpénoides, les composés
phénoliques et les huiles essentielles (Tripathy et al., 2016) qui expliquent ses propriétés
biologiques. C’est une plante médicinale aromatique. Une vaste gamme d’activités
pharmacologiques, 'y compris propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, et

anticancéreuses, antifongique, anti-inflammatoire, antidiabétique... etc (Bouyahya, 2017).

Le bisphénol A constitué un des plastifiant organique le plus couramment utilise. En
raison de sa fonction semi-oestrogenique, il est considére comme un perturbateur stéroide

et xenobiotique (Kazemi,et al., 2016).

La présente étude visait a évaluer les effets protecteurs possibles de 1’extrait
d’Origanum majorana contre le stress oxydatif induit par le BPA dans les reins des rats
wistar.ces organes ont été largement exploités par les chercheurs comme model pour

I’évaluation toxicologique.

Ce manuscrit comporte deux parties : la premiere partie est une synthése bibliographique

structurée en 4 chapitres.

Le premier chapitre est consacré pour des généralités sur les plantes ; le deuxiéme illustré
la plantes étudiée et ce troisieme traite le stress oxydant et le systéme antioxydants et le

quatrieme néphrotoxicite et le bisphénol A.

La deuxiéme partie est matériel et méthode es les résultats obtenue et leur discussion.
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Généralités sur les plantes médicinales

1. La phytothérapie
1.1. Définition

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante" et "traitement". C’est la thérapie
qui se base sur les vertus thérapeutiques des plantes et de leurs extraits pour le traitement et
la prévention des maladies ou pour la promotion de la santé. La phytothérapie permet a la
fois de traiter le terrain du malade et les symptdmes de sa maladie. Le malade est pris en
charge dans sa globalité afin de comprendre 1’origine de ses symptomes et d’en prévenir

leur apparition (Bouzouita k, 2016).
On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes :

1. La phytothérapie au sens strict est ’utilisation des différentes parties des plantes

(racine, feuilles, fleurs...ou la plante entiére) sous différents formes galéniques.
2. La gemmothérapie est 1’utilisation des bourgeons de la plante.

3. L’aromathérapie est I’utilisation d’huiles essentielles obtenues grace a divers
procédés d’extraction. L’aromathérapie ne fera pas 1’objet de ce travail

(Vernex-Lozet C, 2011)

4. Homéopathie : Elle a recours aux plantes d'une fagon prépondérante mais non
exclusive ; les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant

d'origine animale et minérale.

5. Phytothérapie pharmaceutique : Utilise des produits d'origine végétale obtenus
par extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant.
Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue
et rapide (Harrag A, 2020).

La phytothérapie correspond a l'utilisation des plantes a visée thérapeutique ou
préventive Elle s'inscrit dans la grande famille des Médecines Alternatives et
Compléementaires Mais, la phytothérapie, entre nécessité de preuves scientifiques
d’efficacité et d’innocuité des plantes, mélés a des intéréts mercantiles et une législation
floue, se révéle étre un domaine complexe, tant sur le plan réglementaire que scientifique
(Durczak E, 2020).

)



Généralités sur les plantes médicinales

2. Plantes médicinales

Les plantes médicinales ont fait un retour en force depuis les années 1980, basé sur la
valeur établie des années de test de nos ancétres Plusieurs facteurs sont a l'origine de ce
regain d'intérét, comme le moindre col(t que les médicaments conventionnels, la relative
disponibilité notamment dans les zones reculées, la méfiance vis-a-vis des produits de
synthese ou tout simplement I'envie de consommer "biologique", aujourd'hui, méme si l'on
note la Le développement des drogues de synthése se poursuit De nombreux pays, méme
développés, ont recours aux traitements traditionnels. L'Organisation mondiale de la santé
(OMS) estime que pres de 80% des habitants de la planete ont également des remédes a
base de plante (Bounihi A, 2015).

2.1. Principes actifs des plantes

La plante n'est pas médicinale par hasard, ni n'importe comment. Elle a une histoire,
un comportement, un mes- sage. D'autres vous diront qu'elle a des vibrations, une énergie.
Les scientifiques affirmeront enfin qu'elle a des principes actifs et que ce sont ces principes
actifs, composants importants de la plante, qui lui conférent son caractére médicinal. Ils ont
raison, mais seulement si I'on tient compte des deux autres propositions. Ce qu'on appelle
principe actif est réellement ce qui identifie une plante, ce qui la caractérise, ce qui lui
permet d'intervenir sur les fonctionnements de I'organisme, sur tel organe ou tel
métabolisme. Mais ces principes actifs ne sont la qu'en fonction de I'histoire, de I'énergie
de la plante et ses éléments actifs spécifiques sont la pour correspondre au role, au mes-
sage particulier de la plante. Tout ceci ne fait qu'un et il ne faut pas considérer que la plante

n'est que I'emballage, plus ou moins réussi des principes actifs (Fuinel G, 2002).
2.2. Différents principes actifs
2.2.1. Coumarines

Est un composé obtenu a partir de la lactone de l'acide photochromique. Ces
coumarines, une fois hydroxylées sur le noyau aromatique, sont des composés phénoliques
structurellement altérés. 1l est géneralement remplacé par un hydroxyle en C7. (GHNIMI
W, 2015) Elles possedent diverses propriétés biologiques, comme agents anti coagulants et

sont tres fluorescentes, elles sont employées aussi dans la préparation des insecticides.

La majorité des coumarines et leurs dérivées ont été soumises a de profondes
investigations dans le but d'évaluer leurs effets sur la santé humaine, les recherches ont

montré qu'elles peuvent étre des agents anti HIV, anti tumoraux, anticancéreux,

)



Généralités sur les plantes médicinales

antimicrobiens inflammatoires anti-inflammatoires (DRIDI F, 2015).
2.2.2. Flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la grande famille des polyphénols. Ces derniers se
subdivisent en 10 classes dont les flavonoides sont la classe la plus abondante. A eux seuls,
ils représentent 60% des composés polyphénoliques (Emeraux E, 2019) Ils sont
considérés comme des pigments presque universels pour les plantes. Tous les flavonoides
(plus de 4000) ont le méme élément structurel de base, la chaine 2-phénylchromane
(Chaaban E, 2019).

2.2.3. Alcaloides

IIs sont présents dans les fruits et absent dans les feuilles et les tiges (Chaaban
E, 2019)

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées d'origine
naturelle pouvant avoir une activité pharmacologique. Ce nom dérive du mot alcalin ; a
I'origine, le terme a été employé pour décrire n'importe quelle base de Lewis contenant un
hétérocycle azoté. A cause du doublet électronique non liant de l'azote, les alcaloides sont
considérés comme des bases de Lewis. On trouve des alcaloides, en tant que métabolites
secondaires, principalement chez les végétaux, les champignons et quelques groupes
animaux peu nombreux. Habituellement les alcaloides sont des dérivés des acides aminés
(Obameengonga | ¢ 2009).

2.2.4. Tanins

Sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en
effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Trés
répandus dans le régne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une
accumulation plus particuliérement dans les tissus 4gés ou d’origine pathologique. Ils sont
localisés dans les vacuoles, quelque fois combinés aux protéines et aux alcaloides (Beddou
F 2015).

Ce qui leur confere une défense contre les prédateurs (insectes, mammiferes
herbivores) et les attaques des phytopathogenes (bactéries, virus, champignons). Du point
de vue des composants chimiques, on peut distinguer deux grandes familles : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Moufida R 2020).

)
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2.2.5. Saponines

Les saponines sont une classe importante de métabolites secondaires des plantes. La
structure chimique des saponines consiste en un groupe aglycone de type stéroide
triterpénoide et une ou plusieurs chaines glycosides. Les saponines tirent leur nom du mot
latin "sapo”, qui signifie mousse, car elles forment des mousses stables dans les solutions
aqueuses. lls sont présents dans de nombreux végétaux (saponine, quinoa...) sous forme
d'hétérosides (saponines). Les propriétés de detergence des plantes a saponines ont éte
étudiées (Bechlem h, 2018).

2.2.6. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des flavonoides qui portent une charge sur 1’oxygeéne de
I’hétérocycle central C. Ce sont des composes responsables de la plus grande partie des
couleurs rouge, violette et bleue observées dans la nature. Les anthocyanes interviennent
directement dans les interactions plantes-animaux et surtout dans [D’attraction des
pollinisateurs par la couleur des fleurs. Plus de 500 composes anthocyanidines sont connus
selon le degré d’hydroxylation et de méthylation du cycle B. Les composés les plus

courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la malvidine (Saidi I, 2019).
2.2.7. Glycosides (Hétérosides)

Les glycosides sont des substances organiques complexes qui résultent de
I’établissement d’une composante osidique et d’'une composante non osidique (aglycone ou

la génine).

Il existe un trés grand nombre d’hétérosides végétaux. Certains sont trés répandus
tandis que ’existence d’autres est limitée a quelques centaines d’especes ou méme a un

seul genre ou a une seule espéce (Azzi R, 2013).
2.2.8. Vitamines

Substances aminées nécessaires, en faible quantité, au maintien de la vie. Les
vitamines sont des substances qui agissent a faibles doses. On distingue les vitamines
hydrosolubles et liposolubles. Bien qu'elles soient souvent plantes médicinales sont
particulierement riches en vitamines. Le citronnier notamment contient des doses élevées
de vitamine C et la carotte est riche en béta-caroténe (pro vitamine A) (Sebai, M., &
Boudali, M. 2012).

)
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2.3. Préparation des plantes médicinales

Pour traiter les maladies, diverses modes des préparations des drogues sont
employees a savoir la décoction, la poudre, I'infusion, les compresses, la pommade et la
maceration. La décoction et la poudre sont les modes les plus utilisables avec 32.73 % et
29.09 %, puis l'infusion avec 18.18 % ; le cataplasme avec 9.09%, ensuite la pommade
avec 7.27% et en derniére position la macération et la compresse avec 01.82 % pour

chacun.

%35.00 | %3273

%30.00 %29.00

%25.00

%20.00 %18,18

%15,00

%10,00 *909 o007

%5.00 . %1.82  %1,82
%0.00 | | . _ _

décoction poudre infusion  cataplasme pommade macération compresse

Figure 01 : Importance des plantes médicinales selon le mode préparation (ABID et al
2014)

La décoction est le mode de préparation bénéfique afin d’extraire une quantité
maximale des principes actifs. Alors que les autres formes d’utilisation (cataplasme et
poudre), sont variables selon les caractéristiques physico-chimiques de la plante (Kemassi
A.etal 2014).

2.4. Toxicité des plantes médicinales

Pour de nombreuses personnes, le terme plante est synonyme de naturel et d’absence
de danger. Or, les centres antipoison recensent un pourcentage non négligeable d’appels

liés a des intoxications par des végétaux (Wartel F 2019).

L'effet toxique des plantes est basé sur leurs constituants chimiques qui sont classés
en alcaloides, glycosides, protéines, oxalates, anti-vitamines, tanins, etc. lls modifient des
mécanismes spécifiques dans la résolution d'enzymes, de récepteurs et méme de matériel

génétique au niveau de cellules et de tissus particuliers (Chandra Sekhar, J et al, 2012).
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1. Famille de lamiacée

Il s’agit de I’'une des principales familles de plantes dicotylédones, qui comprend
environ 258 genres et 6900 espéces plus ou moins cosmopolites, mais particuliérement

répandues depuis le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale(Botineau,2010)
1.1. Caractéres généraux des Lamiacées

Les tiges sont quadrilatéres, du moins lorsqu'elles sont jeunes, et sont des branches

opposées

Les feuilles opposées sont simples, parfois embarrassantes, toujours sans stipules, a

limbes penninerves,

Inflorescences formées de verticilles pseudo-axillaires ou glomérules issus de la réunion

de 2 cymes secondaires

Les fleurs hermaphrodites ou unisexuées sont accompagnées de bractéoles et ont évolué

pour s'adapter a la pollinisation par les insectes (insectes)
Le calice est un gamosépale persistant a 5 sépales fusionnés,

la corolle est gamopétale et zygomorphe. Elle comprend un tube plus ou moins long,
droit ou incurvé, souvent poilu. Le limbe est bilabié, partagé en 5 lobes (2 pour la levre

supérieure, 3 pour la levre inférieure)

les étamines sont au nombre de 4 : 2 grandes et 2 petites (sauf pour le genre Mentha qui

en compte 5),7

le gynécée est formé de 2 carpelles formant un ovaire biloculaire reposant sur un disque
glanduleux et possedant 2 ovules par loge. Chaque loge se subdivise par une fausse

cloison en 2 logettes uniovulées. Les ovules sont anatropes ascendants a raphé interne,

le fruit est un tétrakéne formé de 4 nucules secs enveloppés par le calice (Moyse, 1971 ;
Chadefaud&Emberger, 1960).

2.0riganum

2.1. Position systématique
Classification d’aprés Deysson (1967) :

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes
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Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Série : Superovariées tétracycliques

Super ordre : Tubiflorales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Sous-famille : Népétoidées

Genre : Origanum

2.2. Description botanique du genre L’Origanum

Est une plante herbacée vivace (Aiboud, 2012), et arbustive (Aligiannis et al., 2001)
de 30 a 90cm de haut, leurs tiges sont carrées basses ligneuses et persistantes, dressées
portant des branches latérales sur le quart ou la moitié supérieure de longueur variable de
10 a 60 cm, a des petites feuilles simples, ovales, vert foncé, opposées et espacées
possedent des glandes sécrétrices sessiles ou pédonculées sur leur surface, ces glandes
sécrétrices sont aussi présentes sur tiges, bractées, calices et corolles. Les inflorescences
sont en épis, elles-mémes reunies en inflorescences composées (Chikhoune, 2007) portées
par chacune des tiges et chacune des branches, les bractées sont arrondies, ovales ou
lancéolées petites ressemblent a des feuilles, ou grandes fines souvent de couleur jaune-
vert (Figueredo, 2007). Les fleurs blanches ou roses sont groupées en inflorescences, et
sont situées dans l'aisselle d'une bractée ovale, et dépassant le calice. Ce calice est la partie
la plus variable dans I’Origanum qui est tubuleux a cing dents courtes soudées bilabié ou
non formé par une ou 2 levres plus ou moins dentées et soudees. La corolle est blanche,
rose ou bien pourpre, en forme de tube est dressée avec 2 lévres .Les fruits sont constitués
d’akeénes bruns, ovoides (Bouhadouda, 2016 ; Mahfouf, 2018).
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Figure 02 : Aspect morphologique d'Origanum majorana (Oskamp, 1796).
A : calice, b : corolle, c : fleur, d : gynécée, e : étamine, f : style
3. La marjolaine
3.1. Définition

Est une plante annuelle appartient a la famille des Lamiacées, cultivée comme plante

condimentaire pour ses feuilles aromatiques (Dubois et al, 2006).
3.2. Nomenclature

Elle est parfois appelée Marjolaine des jardins. Autres noms communs : marjolaine
Officinale, marjolaine a coquilles (Dubois J et al, 2006). Selon les langues ; il y a

plusieurs nom de la Marjolaine. Parmi eux :
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Nom allemand : Garten-Majoran
Nom francais : Marjolaine du jardin
Nom italien : Maggiorana

Nom Arabe : Merdeqouch ou Merdagouch selon les magrebines) (Baba Aissa F., 2011) ;
Merdgouch. (Beloued A., 2009)

Nom Anglais : Marjoram
Nom Berbére ou Teurgui : Arzema, M'loul(Beloued A., 2009)
3.3. Répartition

Le genre Origanum a été particulierement étudié par letswaart en 1980. Il reconnait
3 groupes, 10 sections, 38 especes, 6 sous-especes, 3 variétés et 16 hybrides (tableau 1). Le
genre Origanum est largement présent dans des iles Canaries et des Agores, a I’Europe du
Nord et jusqu'a I’Asie de I’Est. On peut le rencontrer aussi en culture a Cuba ou dans l'ile
de Réunion, mais la région méditerranéenne représente son aire de distribution la plus
importante (figure 03). Certaines especes sont endémiques a un pays. Par exemple O.
saccatum, O. boissieri, O. hypericifolium, O. sipyleum, O. acutidens, O. haussknechtii, O.

brevidens, etc... Sont particuliéres a la Turquie, pays qui est considéré comme le centre

génique du genre Origanum puisqu’il en posséde 16 espéces (Baser, 1995).

Figure03 : Aire de distribution du genre Origanum (letswaart, 1980)
3.4. Description botanique de la marjolaine

Origanum majorana L., aussi connue sous le nom de Marjolaine ou Origan
desjardins, est une herbacée qui appartient a la famille des Lamiacées ne dépassant pas 80

cm de haut (Iratni, 2016), qui a des feuilles de 1 a 2 cm de long, opposées, vert grisatre,
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ovales entiéres; ses fleurs sont petites, blanches ou violettes, disposées en groupes axiaux
serrés avec deux bractées en forme de cuillere (Lakhrissi, 2015).Les fleurs de cette plante
sont hermaphrodites dans la nature ayant les deux sexes sur la méme plante.Les graines
sont minuscules, ovales, foncées et brunes qui mirissent d’aott a septembre.L ‘origanum
majorana a des racines pivotantes. Elles ont un diameétre de 0,2 mm a 0,6 mm. Les racines
de la plante sont de forme sub-cylindrique et plissées longitudinalement avec des fissures
transversales. Elle a une odeur aromatique et un golt non persistant. Les fractures sont

longues, irrégulieres et fibreuses (Mugaddas, 2016).

Figure04: Parties aériennes d’Origanum majorana L.

3.5. Activités biologiques d’Origanum majorana
3.5.1. Activité antioxydante

L’extrait Aqueux, I’huile essentielle et I’extrait d’acétate d’éthyle de la partie
aérienne d’O majorana ont une activité antioxydante importante. Des propriétés
antioxydantes ont également été rapportées a partir d’autres extraits de marjolaine douce, y
compris éthanolique, n-hexane et hydroalcoolique extractif. Les composés phénoliques tels
que I’acide hydroxycinnamique et les flavonoides, 1’acide ursolique, 1’acide carnosique, le
carnosol, 1’acide rosmarinique et l’acide caféique sont responsables de 1’activité

antioxydante (Bina et Rahimi, 2017).
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3.5.2. Activité Antibactérienne

Les huiles essentielles (HES) dérivées des feuilles a montré un effet antibactérien sur
diverses bactéries (Bacillus cereus, Escherichia coli...). L'extrait a 1'éthanol et a I'eau
d'O.M L’a montré une activité antibactérienne contre les bactéries Gram positif et les
bactéries Gram négatives et leur possible nourriture applications par concentration

minimale d'inhibition estimation (Pererna et Vasudeva, 2015).
3.5.3. Activité Antidiabétique

L'extrait méthanolique des feuilles a montre des activités diabétiques chez les souris
induites par la streptozotocine par divers tests in vitro et in vivo. O M a élevé montré des
effets significatifs sur I'inhibition in vitro des formations du produit final de glycation.
L'effet était plus élevé que celui de 1'agent standard d’anti-glycation, I'amino-guanidine
(Mugaddas, 2016).

3.5.4. Activité Antifongique

Les HEs obtenus a partir des feuilles de marjolaine ont montré une activité
antifongique contre Aspergillus flavus et A. parasiticus. Divers extraits du feuilles a savoir,
n-hexane, éthanol aqueux, éthanol les extraits d'ammoniaque ont montré un effet
antifongique in vitro contre six Candida sp. Souches de levure par le disque méthode de
diffusion. L'extrait de n-hexane avait montré activité antifongique la plus élevée (Pererna
et Vasudeva, 2015).

3.5.5. Activité anti-inflammatoire

L’hydrate de sabinéne et le terpinéol contenus dans 1’huile essentielle de marjolaine
sucrée ont supprimé la production de facteur de nécrose tumorale a(TNFa), d’interleukine
1B (IL-1B), d’IL-6 et d’IL-10 inhibé la cyclooxygénase 2 (COX2) et I’expression du gene
NFkB (Bina et Rahimi, 2017).
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1. Stress oxydant
1.1. Définition

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre profond entre les antioxydants et les
prooxydants en faveur de ces derniers. Cette situation peut résulter d’une déficience
oudéfaillance en systemes antioxydants, des troubles de production, de distribution ou
d’uneabondance accrue des prooxydants (Noichri Y, 2016).La production excessive des
radicaux libres provoque des lésions directes des molécules biologiques (acides
nucléiques, protéines, lipides, glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au
caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation
des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composes anormaux par production
d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une

troisieme vague d'attaque chimique (Ferdjioui S, 2020).
1.2. Origines du stress oxydant

1.2.1. Radicaux libres

1.2.1.1. Définition

Un radical libre est un atome ou une molécule qui posséde sur sa couche externe un
ou plusieurs électrons célibataires non appariés qui lui procurent une tres grande réactivite.
Les radicaux libres résultent d’une rupture homolytique d’une liaison covalente (Belhattab

R, 2007).
1.2.1.2. Types de radicaux libres
1.2.1.2.1. Espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Elles comprennent des radicaux dérivés de I'oxygéne appelés espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) tels que : le radical hydroxyle (OHs) (le radical le plus reactif), I’anion
superoxyde (O2e-), I’oxygene singulet (*O2), le peroxyde d'hydrogéne (HO-) et le radical
peroxyle (RCOO)... (Ferdjioui S ,2020).

1.2.1.2.2. Espéces réactives de I’azote (ERN)

Le radical NO- est produit dans les organismes supérieurs par I’oxydation de lI'un des
atomes d’azote de L-arginine. Ce processus est catalysé par ’enzyme NOe synthase.

Selon le microenvironnement, le NO+ peut étre converti en diverses autres especes
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réactives d'azote (ERN) telles que le cation nitrosonium (NO+), I’anion nitroxyle (NO-),
dioxyde de nitrogen (NO2) ou peroxynitrite (ONOO-) (Ferdjioui S, 2020).

1.2.1.2.3. Espéces réactives de I’oxygéne ROS

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS) incluent les radicaux libres possédant au
moins un ¢€lectron libre sur la couche externe (radical hydroxyl OH-, superoxyde Oz-, le
radical peroxyl ROO") et les dérivés non radicalaires, dont la réactivité est trés élevée
comme le peroxyde d’hydrogéne H202, I’oxygene singulet 1Oz et I’acide hypochloreux
HOCI(Kada S, 2018).

A cause de leur hyperréactivité, les radicaux libres ont une demi-vie tres courte
(quelques nanosecondes a quelques millisecondes). Cette réactivité dépend des éléments en
présence, si un radical rencontre un autre radical, le produit sera non
radicalaire(A’+B"—AB). Si un radical rencontre un non radical, un nouveau radical sera
formé (A'+B—A+B") et donnera naissance a une chaine qui continuera jusqu’a ce que le

radical rencontre un autre radical ou un antioxydant (Kada S ,2018).

Les especes réactives de nitrogene (ERN) sont dérivés de I’oxyde nitrique ou du
monoxyde d’azote comme le radical monoxyde d’azote (NO-), ’anion peroxynitrite

(ONOO-) et le radical dioxyde d’azote (NO2*) (Kada S,2018).
1.2.2. Antioxydants :

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats. En d’autres termes,
un antioxydant est une substance qui, en faible concentration comparativement a la
quantité de substances oxydables telles les espéces oxygénées réactives (ROS), retarde
significativement ou prévient I’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines et
les carbohydrates (Mahfouf N ,2018). L’effet antioxydant est surtout dii aux composés
phénoliques tels que les flavonoides, les acides phénols et les diterpénes phenoliques grace
a leurs propriétés redox, les composés phénoliques jouent un role important en absorbant et
en neutralisant les radicaux libres, les singlets et les triplets d’oxygéne, ou en décomposant

les peroxydes (BELHATTAB R, 2007).
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1.2.2.1. Types des antioxydants :

1. Antioxydants enzymatiques
1.Superoxydesdismutases (SOD)

Ces enzymes transforment le radical superoxyde (O2¢=) en H2O2 beaucoup moins
réactif. Cette réaction considérée la plus rapide a ce jour, constitue le facteur déclenchent
les mécanismes de la défense naturelle (Tamart, A, 2016).

2. Catalase (CAT)

La catalase est localisée principalement dans les peroxysomes et les mitochondries
elle se produit en abondance dans le corps, avec la plus grande activité dans le foie,
suivie par les érythrocytes, puis les poumons . Le principe est basé sur la disparition de
I’H202 en présence de la source enzymatique (catalase) a 25 C° selon la réaction suivante
(Tamart, A ,2016).

Catalase
2H2202—>2H2 0 + 02
3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme dépendante du sélénium. Elle catalyse la
réduction d'une variété d'hydroperoxydes organiques (ROOH) ou inorganique (H2032), en

utilisant le glutathion

265SH+ R—00H——=ROH+GS —5G +H20

GPx
265H+ H20 ——— G5 — 5G + 2H20
GSH : Glutathion réduit
GS-SG : disulfure de glutathion oxydé (Tamart, A, 2016).
4. Glutathion réductase

Elle est une oxydoréductase permet de réduire le disulfure de glutathion en
glutathion a I'aide de NADPH (Tamart, A, 2016).

Digulfure de glutathion + NADPH + H: —— +2 glutathion + NADP:

1.2.2.1.2. Antioxydants non enzymatiques
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1. Zinc

Le zinc est un élément métallique de symbole Zn et de numéro atomique 30. Le zinc est un
oligoélément essentiel pour I’homme. Il fonctionne comme un antioxydant complexe, il
participe aux activités de chélation enzymatique (superoxydedismutase), stabilise les

membranes cellulaires et inhibe la peroxydation lipidique (Tamart, A 2016).
2. Sélénium

a été découvert en 1817 par les chimistes suédois JonsJakobBerzélius et Johan
Gottlieb Gahn dans les boues des chambres de plomb utilisées pour la préparation de
I'acide sulfurique, C'est a partir des années 1950 que des études sur des animaux ont permis
de démontrer I'importance cruciale de I’action synergique du sélénium et de la vitamine E,

deux antioxydants notoires, dans la prévention de diverses maladies (Mansouri A ,2014).
3. Vitamine C

La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble considéré comme le plus
efficace des antioxydants présents dans le sang (Tamert A, 2016).Importante pour
I'homme car elle joue le role de cofacteur enzymatique et d’un antioxydant Pour le rdle
de cofacteur enzymatique, la vitamine C permet la synthése de la carnitine,du collagene,
des catécholamines, assure le métabolisme des stéroides, de la tyrosine, du cholestérol,
la formation de l'acide biliaire et la transformation de la dopamine en noradrénaline.
Pour le role d’antioxydant, la vitamine C assure la protection et le maintien des
protéines, des lipides, de I'ADN, des enzymes et d'autres antioxydants dans leur forme
normale par la réduction des ions métalliques et en piégeant les radicaux libres (Adimi L,
2016).

4. Vitamine E

La vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble découverte en 1922 par Evans
et Bishop. Elle se concentre au niveau des membranes cellulaires et intracellulaires grace a sa
double affinité pour les lipides (sa chaine latérale) et pour les protéines (son noyau
chromanol). Ainsi fixée, elle protege les acides gras insaturés des membranes contre
'oxydation, grace a la mise en place de chaines d’oxydoréductions faisant intervenir des

molécules soufrées (cystéine, glutathion) et le sélénium (Tamart A ,2016).
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5.Polyphénols

On definit les polyphénols comme composés antioxydants .Cette propriété est
due aux groupes hydroxyles phénoliques .lls sont considérés comme agents
réducteurs, donateurs d’hydrogéne et éliminateurs de [’oxygéne singulet. Certains
présentent des propriétés créatrices de métaux et d’autres empéchent la production
enzymatique des ROS . Les polyphénols sont des composés naturels, produits
parplusieurs plantes. Ils ont un réle important dans la protection des plantes contre les

rayons ultraviolets, les agents
6. Glutathion

Est un constituant intracellulaire ubiquiste présent a des concentrations milli-
molaires dans la plupart des cellules et micro-molaires dans le plasma. Dans des conditions
physiologiques, le glutathion réduit (GSH) représente la trés grande majorité du glutathion
total (90 a 98%) ; lors d’un stress oxydant le GSH est oxydé avec la formation de pont
disulfure, GSSG, et/ou de pont disulfure mixte, GSSR(R étant fixé a un autre thiol
radicalaire). Le glutathion agit également comme Co-substrat d’enzymes antioxydantes
telles que la glutathion peroxydase, glutathion réductase et transférase . Le glutathion
protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes
(Tamart A, 2016).

4.2.2.1.3. Antioxydants synthétiques

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de I'acide
gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants
synthétiques lipophiles. Le BHA et le BHT sont les plus fréeguemment utilisés. Ceux-ci
sont principalement employés comme conservateurs, a faible concentration, dans les
produits cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du rancissement.
Néanmoins, leur utilisation reste controversée, les produits de dégradation du BHA et du

BHT étant suspectés d'étre cancérogenes.

De plus, dans le domaine alimentaire, des réactions d'hypersensibilité ont été
recensées pour les gallates, le BHA et le BHT. Enfin, des réactions allergiques (de type
urticaire) ont été observées chez certains sujets sensibles au BHA et BHT. A ce jour, aucun

texte ne mentionne ni ne reglemente l'utilisation de tels antioxydants (Zeraregui F, 2015).
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1. Bisphénol A
1.1. Définition du Bisphénol A

Le Bisphénol A (BPA) ou 2,2-bis (4-hydroxyphenyl) propane, composé chimique
organique, a été synthétisé pour la premiére fois en 1891 par le chimiste russe Alexandre
Dianin. Il est issu d’une réaction de condensation catalysée par I’acide chlorhydrique ou
par une résine de polystyrene faisant intervenir deux phenols et une cétone (Inserm, 2010 ;
Shimizu et al. 2008).

0

Phénol Acétone BPA

Figure 06 : Réaction de condensation en catalyse acide du BPA (Shimizu et al. 2008).
1.2. Les propriéetés physicochimiques du bisphénol A

Tableau 01 : Principales caractéristiques physicochimiques du BPA et leurs conséquences
physiologiques.

N°CAS (Chen‘_ucal Abstract 20-05-7
Service)
Formule chimigue CisHi602
Structure chimique HDDH
Molécule de petite taille
Masse molaire 228,29 g mol™!
Densité I,1-12425%
Solubilité dans I"eau 120 = 300 mg/l 4 25°¢ Molécule hydrophobe
Coefficient de partage n- 3137.34 Molécule lipophile
octanol/eau (log Kow) ’ ! (Log Kow =3)
Constante d"ionisation (pKa) 959113 Molécule non ionisée au pH
physiologigue
Pression de vapeur (Pa) 5.3.10% a25% Molécule non volatile
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1.3. Toxicités du bisphénol A
1.3.1. Toxicités aigue
1. Chez I’animal
Apreés exposition par voie inhalation :

A l'autopsie : -une légére inflammation de I'épithélium nasal et une Iégére ulcération du

conduit oro-nasal ont été observées.
Apreés exposition par voie orale :

A l'autopsie : une congestion du foie, des reins, des poumons et du cerveau ainsi qu'un

tractus gastro-intestinal hémorragique.

Irritation de 1I’ceil.

Légers et passagers effets inflammatoires locaux.

BPA est un irritant sensoriel fort pour la souris et le rat.
2. Chez ’homme

Irritation cutanée chez des salariés exposés de facon prolongée au bisphénol A dans

des opérations d'ensachage.
Irritation des muqueuses respiratoires et oculaires.

Les salariés exposés a des résines époxydiques ou a des gants en PVC haute densité
contenant du bisphénol A ont présenté des réactions allergiques cutanées.

1.3.2. Toxicité chronique
3. Chez I’animal
Exposition répétée par voie orale
Le foie et les reins sont les principaux organes cibles (Iésions hepatiques et rénales).

Une baisse de poids corporel et une diminution du poids absolu de certains organes (foie,

reins, glandes surrénales, rate, Cerveau)
Exposition par inhalation

L’Hyperplasie et une inflammation sont rapportées au niveau des épithéliums du tractus

respiratoire.
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1.4. Effets du bisphénol A
1.4.1. Effets génotoxique

BPA perturbe le fuseau mitotique ou méiotique, induit une aneuploidie et engendre
des adduits a I’ADN.

1.4.2. Effets sur le systéme immunitaire

Induction des lymphocytes T, et plus particulierement des lymphocytes Th2,

accompagnée de la surproduction des cytokines.
1.4.3. Effet sur la fonction thyroidienne
1.4.4. Effets cancérogenes

Le bisphénol A possédent un potentiel cestrogénomimétique puissent induire une
augmentation du risque de certains cancers hormonodépendants (seins, prostate) en cas

d'exposition durant la période néonatale.
1.4.5. Effets sur la reproduction
1. Infertilité

Les modifications spermatiques : diminution du nombre, de la mobilité et de la

vitalité des spermatozoides.

L’infertilité masculine.

Les troubles de la maturation ovocytaire chez la femme.
1. Développement

La survenue de troubles neurocomportementaux (troubles anxio-dépressifs,
hyperactivité, inattention) chez I’enfant a différents stades du développement postnatal.

Chez ’homme
Diabete de type 2.
L'obésité.
L’atteinte de la fonction hépatique ou d'affections cardio-vasculaires (maladies

coronariennes, hypertension artérielle). (INRS, 2021).
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1.5. Métabolisme du Bisphénol A

Le BPA, arrivant au foie par la veine porte, subit une réaction de métabolisation de
phase II sous I’action d’enzymes de biotransformation responsables de la conjugaison des

xénobiotiques, aboutissant alors a la formation d’un composé conjugué hydrosoluble

(Inoue et al. 2001).

En effet, la glucuronoconjugaison, par I’ajout d’un acide glucuronique a la molécule
de BPA catalysé par les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) dans les microsomes
hépatiques, conduit a la formation du BPA-Glucuronide (BPA-G) (Yokota et al. 1999). De
plus, la glucuronoconjugaison représente la principale voie de détoxification de
I’organisme vis-a-vis du BPA chez les mammiferes (Volkel et al. 2005).

La sulfoconjugaison, quant a elle, permet la synthese du BPA-sulfate (BPA-S) sous
I’action des sulfotransférases qui fixent un groupement sulfate sur le BPA (Pottenger et al.
2000). L’étude de Zalko et al. En 2002 a révélé I’existence d’autres métabolites formés tels
que des composés di-conjugués, méthoxylés, déshydratés, di-glucuronides et des dérivés
catéchols aprés administration sous cutanée de 25 pg/kg de H3-BPA (substance
radioactive) chez des souris gravides (Figure07). Ces métabolites sont biologiquement
inactifs et dépourvus d’activité cestrogénique car leurs structures tridimensionnelles ne leur

permettent pas de se fixer aux récepteurs aux cestrogénes (Matthews et al. 2001).
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Figure 07 : Voies métaboliques majeures du BPA chez les Mammiferes (Inserm, 2010).

Chez ’Homme, les deux métabolites principaux sont le BPA-G et le BPA-S avec
une prépondérance pour le BPA-G.

Par conséquent, la métabolisation rapide et intense du BPA au niveau hépatique
et/ou intestinal contribue a une faible biodisponibilité du BPA par voie orale. Elle a été
estimée a moins de 1% chez le singe rhésus (Doerge et al. 2010b) et a 2,8% chez le rat
adulte (Doerge et al. 2010a).Cette faible biodisponibilité est a 1’origine de trés faibles
concentrations plasmatiques de la forme active du BPA mises en évidence aprés
administration orale de BPA chez le rat adulte (Doerge et al. 2010a), la souris adulte
(Taylor et al. 2010), et chez I’'Homme adulte (VOlkel et al. 2002) associées a des
clairances plasmatiques de 62,6 ml/(kg.min) chez le rat adulte, de 25,9 ml/(kg.min) chez le
mouton adulte et de 25,6 ml/(kg.min) chez I’Homme adulte, mesurées aprés administration
IV de 5 mg/kg de BPA (Collet et al. 2015).La clairance plasmatique humaine est de méme
ordre de grandeur que le débit sanguin hépatique ce qui suggére que le foie est un organe
tres important dans le processus de détoxification du BPA par 1’organisme (Collet et al.
2015).

Ainsi cet important effet de premier passage hépatique limite I’exposition interne a la
forme active du BPA. Cependant, le débit sanguin du foie est variable d’un individu a

I’autre mais également selon Dactivit¢ de I’individu. Cette variabilité entraine une
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modification de I’effet de premier passage hépatique ce qui pourrait expliquer la différence

interindividuelle d’exposition interne au BPA (Collet et al. 2015).

Par ailleurs, lorsque le BPA est absorbé par voie cutanée ou sublinguale, il rejoint
directement le cceur et la circulation générale sans €tre soumis au métabolisme hépatique

ce qui a pour conséquence d’augmenter 1’exposition interne de 1’individu (Gayrard et al.

2013 ; Mielke et al. 2011).
1.6. Elimination du Bisphénol A

Le BPA métabolis¢ par le foie et/ou I’intestin en conjugués hydrosolubles, est

éliminé par voie urinaire ou fécale.

Chez ’Homme, le BPA est rapidement et majoritairement excrété dans les urines
sous forme de BPA-G avec une demi-vie d’élimination de 4 a 6h et une élimination
compléte en 24h (Volkel et al. 2002). En effet, dans 1’étude de Pottenger et al. (2000),il a
été montré qu’aprés administration orale de 100 mg/kg de BPA a des rats males et
femelles, 57% a 70% du BPA éliminé dans les urines est sous la forme BPA-G et que 1,7 &
3,6% représente du BPAS. De méme, 75% et 85% du BPA absorbé et éliminé dans les
urines respectivement des femmes et des hommes est sous la forme glucuronidée (Volkel
et al. 2005). De plus, des études réalisées sur différents modeéles animaux ont indiqué que
le BPA, sous forme active, représente une part minoritaire du BPA total, généralement
inférieure a 3%. (Doerge et al. 2010a et b, Farbos, 2012). Une étude récente réalisée par
Liao et Kannan, en 2012, a présenté pour la premiére fois des résultats sur les différentes
formes de BPA urinaire (non conjugué et conjugué) chez I’Homme dans laquelle les
formes de BPA conjugué ont été analysées directement et non de maniére indirecte,
comme cela est généralement déterminé par différence du BPA non conjugué, avant et
aprés déconjugaison enzymatique. Elle a ainsi montré que le BPA-G représenterait
57+34% du total, suivi du BPA non conjugué (32+31%), du BPA-S (7+£14%) et enfin des
formes substituées par 1, 2 ou 3 atomes de chlore qui représenteraient une part de quelques
pourcents du BPA total.

Chez les rongeurs un cycle entéro-hépatique du BPA a été mis en évidence. Dans
leur étude en 2000, Pottenger et al. Ont montré qu’aprés administration de 100 mg/kg de
BPA par voie orale ou intrapéritonéale ou sous-cutanee a des rats, 52 a 83% de la dose
initiale est retrouvée dans les feces alors que seulement 21 a 34% du BPA initial est

excrété dans les urines sous forme principalement de BPA-G. En effet, lors du premier
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passage hépatique, une partie du BPA-G est éliminé dans la bile et rejoint ainsi le tube
digestif ce qui explique sa présence importante dans les féces. En outre, certaines bactéries
digestives, possédant une activité - glucuronidase, deconjuguent le BPA-G en BPA

permettant alors sa réabsorption a travers la barriére intestinale (Inoue et al. 2001).

De ce fait, I’existence d’un cycle entéro-hépatique chez les rongeurs est a 1’origine
d’un prolongement de la demi-vie d’élimination, a savoir 24 a 48h (Kurebayashi, 2003) et
donc d’une exposition interne a la forme active du BPA plus importante que chez

I’Homme.

Cependant, d’apres le modele pharmacocinétique actuelle du BPA, les concentrations
plasmatiques prédites chez I’Homme sont trés faibles, de I’ordre du mg/ml. Or certaines
études de bio-surveillance mettent en évidence des valeurs de concentrations plasmatiques
plus élevées, de I’ordre du mg/ml (Vandenberg et al. 2010). Cet écart entre les valeurs
prédites et celles observées pourrait €tre expliqué par l’intervention d’autres voies
d’exposition (voie sublinguale, voie cutanée) ou de cycles modulant 1’¢limination (cycle
entéro-hépatique, cycle vésico-hépato-rénal) que ne prévoient pas le modeéle

pharmacocinétique actuel.

Dans le cadre de notre thése, nous avons évalué la possibilité du cycle vésico-
hépatorénal pour le BPA.

1.7. Mode d'action du bisphénol A dans I’organisme

L’ensemble des mécanismes d’action du BPA restent encore obscures. Cependant,
plusieurs études ont ét¢ menées dans ce sens afin d’éclairer cette zone d’ombre. Tout
d’abord, le BPA est reconnu comme un agoniste faible des cestrogenes. En effet, avec ses
deux noyaux phénoliques celui-ci peut se lier aux récepteurs nucléaires des cestrogenes o et
B (ERa et ERP) tout comme I’cestradiol (E2). Cependant son affinité est 10000 fois moins

importante que ce dernier. (Kuiper et al., 1998).

Ainsi, cette faible affinité ne peut en aucun cas expliquer les effets observés a de
faibles doses in-vitro et in-vivo et pour des tissus et des organes non liés a la reproduction.
De plus certaines études ont montré des réponses au BPA qui suivent des courbes non
monotones et qui de ce fait ne peuvent étre expliquées par une action sur un seul type de

récepteur. C’est pour ces raisons que plusieurs groupes de recherche ont cherché a mettre
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en évidence d’autres médiateurs des effets du BPA

HO

E2 DES BPA

Figure 08 : Structures chimiques de 1’cestradiol (E2), du diéthylbestrol (DES) et du
bisphénol A (BPA) (Inserm, 2010).

Le BPA pourrait donc interagir avec d’autres récepteurs nucléaires et membranaires et
qui sont representés par (Inserm, 2010 ;Bonacorssi et al,2008 ;Emond et
al,2011 ;Tohmé et al, 2014).

Les récepteurs des cestrogenes membranaires dont la liaison explique certains effets
rapides (non génomiques). - Les récepteurs nucléaires des androgenes (AR) pour les quels
le BPA est un antagoniste contrairement aux récepteurs ERS (action agoniste et
féminisante). C’est I’action synergique du BPA sur ces deux types de récepteur qui

pourrait expliquer les effets observeés a de faibles doses.
Le récepteur des hydrocarbures aromatiques (AhR).
Le récepteur transmembranaire des cestrogenes.
Les récepteurs des hormones thyroidiennes (TR).
Le récepteur transmembranaire GPR30 impliqué dans la prolifération cellulaire.

Le récepteur gamma apparenté aux récepteurs des cestrogénes (récepteur orphelin

ERRYy).
2.Néphrotoxicité :
2.1. Définition de la néphrotoxicité

La néphrotoxicité peut étre définie de facon trés large comme l'ensemble des
altérations fonctionnelles ou structurelles rénales, induites directement ou indirectement
par des agents chimiques ou leurs metabolites (BPA par exemple), qui sont absorbes dans

I'organisme quelle qu'en soit la voie de pénétration (BOUZOUITA,2016).
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2.2. Insuffisance rénale aigue (IRA)

L’IRA est définie par un déclin rapide de la fonction des néphrons, se développant sur
quelques heures a quelques jours, responsable de perturbations hydro électrolytiques et
acido-basiques plus ou moins marquées avec perte consécutive de I’homéostasie. La notion
d’IRA est longtemps restée imprécise sur le plan opérationnel.Selon les dernieres
recommandations de la Kidneydiseaselmproving Global Outcomes (KDIGO),
I’insuffisance rénale aigue correspond a une baisse brutale de la fonction rénale définie par
un des trois €éléments : une élévation absolue de la créatininémie > 3 mg/l en moins de 48
heures, une augmentation de la créatininémie > 50% en 1 a 7 jours ou une oligurie < 0,5

ml/kg/h sur 6 heures (Khwaja, 2012).
2.3. Insuffisance rénale chronique (IRC)

L’IRC est définie par un DFG < 60 ml/min/1.73m? pendant plus de 03 mois avec ou
sans marqueurs de la maladie rénal chronique (3éme stade de MRC) L’insuffisance rénale
chronique est la résultante de la perte progressive des fonctions des reins. Elle est la
conséquence commune de la réduction du parenchyme rénal fonctionnel au cours de
maladies trés diverses affectant les reins ou les voies excrétrices. Les altérations
biochimiques sanguines apparaissent précocement et se majorent peu a peu avec la
réduction de la masse néphronique active, le maintien de I’homéostasie n’est plus possible

(Jungers et al.2011).
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I. Matériel et méthodes d’analyse
1.1 Matériel

Feuilles d'Origanum Majorana : ont été achetées du marché de Guelma. Apres l'achat,
Matériel végétal était débarrassé des debris. Puis a été broyé et Stocker les échantillons

dans des flacons.

Bisphénol A : [>99.0%)]
I .2 Criblage phytochimique

Des tests en tube ont été réalisés sur la poudre végétale afin de déterminer de
maniére préliminaire les classes phytochimiques contenues dans la plante analysée. Le
criblage phytochimique consiste a été réalise des tests qualitatifs, basés sur des réactions de
coloration ou de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe des principes
actifs. En effet, la premiere étape était la recherche de grandes classes de composés
chimiques appartenant aux métabolites secondaires de la plante étudiée (Trease et Evans,
1987). On peut citer les principales classes des composés chimiques, telle que : les
polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannis), les alcaloides, les saponosides et les

coumarines. . .etc.
I. 2.1. Mise en évidence des flavonoides

A 3 g de la poudre végétale ont été ajoutés a 75 ml d’eau distillée, le mélange était

porté a ébullition pendant 15 minutes. Puis filtré et laisser refroidir (Mbodj, 2003).
Coloration par le perchlorure de fer (FeClI3)

Les flavonoides faut de la présence de fonctions phénoliques dans leur géniens, les
flavonoides donnent des colorations variées avec des diluées de FeCl3. 2 a 3 gouttes d’une
solution deFeCl3 diluée a 2% ont été ajoutées a 2 ml de solution extractive. L’apparition

d’une coloration verdatre, indique que le test est positif (Mbodj, 2003).
1.2.2. Mise en evidence des saponosides

A 100 ml d’eau distillée bouillante ont été ajoutés 1 g de la poudre végétale, le

mélange était maintenu un quart d’heure et apres filtration le filtrat a été ajusté a 100ml.
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Iml du décocté a 10% a été ajusté a 10 ml avec de I’eau distillée, le mélange était agité
verticalement puis laisser reposer pendant 15 min. L’apparition d’une mousse qui dure

quelque instant indique la présence des saponosides. (Karumi et al., 2004)
1.2.3. Mise en évidence des tanins

5 g de poudre ont été suspendus dans 100 ml d’eau bouillante. Apres infusion
pendantl5 min, le mélange était filtré puis le filtrat a été ajouté 100 ml avec de L’eau
distillée. 1l a été introduit Sml d’infusé a 5 % dans un tube & essais, puis il a été ajouté 1 ml
d’une solution aqueuse deFeCl3 a 1 %. En présence de tanin, il se développe une

coloration verdatre ou bleu noir (Edeogal et al, 2005).
1.2.3.1. Tanins cathéchiques

A 5 ml de solution a 5% on ajoute 5 ml de I"’HCI concentré. L’ensemble était porté
a ébullition pendant 15mn puis filtré. En présence de tanins catéchiques, il se forme un
précipité rouge (Edeogal et al, 2005).

1.2.3.2. Tanins galliques : réaction de stiasny

A 30 ml de solution & 5% ont été additionnés 15 ml de réactif de stiasny, aprés
chauffage au bainmarie a 90°c pendant 15 mn et filtration le filtrat a été saturé par 5 g
d’acétate de sodium. Ensuite, il a été ajouté 1 ml d’une solution de FeCl3 (a 1%),
I’apparition d’une teinte bleu noire montre la présence de tanins galliques non précipité par
réactif de stiasny (Edeogal et al, 2005).

1.2.4. Mise en évidence des mucilages

A 1 ml du décocté a 10 % ont été ajoutés 5 ml d’éthanol absolu. Aprés une
quelques minutes, 1’obtention d’un précipité floconneux dans le mélange, indique la

présence de mucilages (Karumi et al, 2004).
1.2.5. Mise en évidence des coumarines

1 g de la poudre végétale dans un tube & essais, on le recouvert le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et on place dans un bain-marie pendant quelques
minutes. On ajoute 0,5 ml de NH40OH (10%), on met deux taches sur un papier filtre et on
examine sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des
coumarines (Rizk, 1982).
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1.2.6. Mise en évidence des glycosides

5 g de plante ont été additionnés a 50 ml d’une solution de I’acide tartrique 2% dans
I’éthanol, le mélange a été chauffé durant 2 h, apres filtration et lavage par 1’éthanol, le
mélange a été introduit dans I’eau chaude aprés une deuxiéme filtration, il a été ajouté 2
gouttes de liqueur de Fehling a 2 ml du filtrat, le chauffage au cours de la réaction de la
liqueur de Fehling montre la présence des glycosides (Chaouch, 2001).

1.2.7. Mise en évidence des alcaloides

10 g de poudre végétale séchée ont été ajoutés 50 ml de H2SO4 a 10 %. Apres
agitation pendant 30 minutes, le macérat a été laissé pendant 24 heures a température
ambiante, puis filtré sur papier filtre le volume est complété a 50 ml avec de 1’eau distillée.
A 1 ml de filtrat ont été additionnés 5 gouttes de réactif de Mayer. La présence d’alcaloides

a étéindiquée par la formation d’un précipité blanc jaunatre. (Edeogal et al., 2005).
1.3. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique

La méthode utilisée est celle décrite par Bruneton(1999). Elle est basée sur le degré
de solubilité des molécules dans les solvants modifiés. 60 g de drogue végétale ont été
mélangés au méthanol a 85%. L’extraction a été réalisée par macération a température
ambiante a I’abri de la lumiere pendant 72 heures. Apres une double filtration sur un papier
filtre, les filtrats ont été évaporés a 1’aide d’un rota vapeur (BUCHI —zwitzerbland) et a

45°c les extraits ont été ensuite conservés a froid jusqu’a leur utilisation (Fadili, 2015).

- arienmever

\ ] béecher — j
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broyage macération i filtration |
dans un mortier dans l'alcool et recuell du filtrat

FigureQ9 : Etapes de la macération (Florent, 2016).
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1.4. Traitement des rattes

Aprés la période d’adaptation, les rattes ont été répartis en quatre lots
expérimentaux a raison de quatre rattes par lot. La durée était de dix jours et le traitement

était comme suit :
Lot N 01 : Utilise comme témoins négatifs, elles ont été injécté par 0.1ml d’éthanol.

Lot N 02 : Au 9eme jours, les rattes ont recu par voie intra péritonéale 841(mg/kg) du
bisphénol A

LotsO3 : Groupe supplémenté par gavage avec (400mg/kg/) de [D’extrait hydro-

méthanolique d’Origanum majorana.

Lots 04 : lot ayant recu par gavage (400mg/kg/jour) de I’extrait hydro-méthanolique de la
marjolaine une avec concomitante ’injection intrapéritonéale de 841(mg/kg) du bisphénol
A.

1.5. Sacrifice des animaux et prélevement des reins

Au dixiéme jours du traitement, les animaux ont été sacrifiés, et les reins ont été préleves
soigneusement, rincés dans une solution de chlorure de sodium (Nacl 0.9%), puis ils ont
été pesés. L’un a congelé a (-20 °C) pour les dosages tissulaires des parametres du stress
oxydatif (MDA, GSH) et le dosage des protéines totales tissulaire et I’autre a été fixé dans

la solution de formol tamponné10% pour 1’étude histologique.
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Figure 10: Dissection et prélévement des organes (reins) (photos originales)
1.6. Préparation de I’homogénat

1 g du rein ont été coupés et homogénéisés avec 10 ml du tampon phosphate
NaH2PO4 (0,1 M a pH 7,4) I’homogénat était centrifugé a 2000 tours pendant 15 min a
4°C pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant obtenu de la premiére centrifugation
été centrifugé une autre fois a 9600 tour/min) pendant 30 min a 4 °C. Le surnageant final
été destiné pour le dosage des protéines totales tissulaires, du MDA, et du glutathion

réduit.
1.7. Détermination des parameétres du stress oxydatif (GSH et MDA)

1.7.1 Dosage des protéines totales tissulaires
1.7.1.1 Principe de la méthode du dosage

Bradford et al., (1976) ont développé une méthode basée sur l'adsorption du
colorant le bleu de Coomassie G250. En milieu méthanolique acide, ce colorant s'adsorbe
sur les protéines et cette complexassons provoque un transfert de son pic d'adsorption qui

passe du rouge au bleu. Cette adsorption se fait principalement par des liens ioniques avec
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des acides aminés basiques (arg, his, et lys) et des interactions hydrophobes (acides aminés
hydrophobes). C'est une méthode trées sensible (2-5 pg de protéines) et trés rapide. Elle est
aussi assezrésistante a la plupart des interférents qui nuisent a la plupart des autres
méthodes.(Bradford et al, 1976).

1.7.1.2 Préparation de la solution du réactif de Bradfort

0,1 g de coomassie brillant bleu G-250 ont été dissoutes dans 50 ml d'éthanol a 95%. Il a
été ajouté 100ml d'acide phosphorique a 85%..le tous a été agité et le mélange a été
complété a 1litre par 1’eau distillée. La filtration a été effectuée deux a trois fois a l'aide

d'un papier filtre Whatmann n ° 1 juste avant son utilisation.
1.7.1.3 Calcule de la concentration en protéines

La densité optique obtenue était rapportée sur une courbe d'étalonnage
préalablement tracée. La concentration des protéines dans 1’homogénat était déterminée
par comparaison a une gamme étalon d’albumine bovine (BSA) (0.2-1 mg/ml) réalisée

dans les mémes conditions.
1.7.2. Dosage du MDA cytosolique

La détermination de la concentration du MDA au niveau de la fraction cytosolique
a été réalisée par la méthode (Ohkawa et al, 1979).L’acide Thio barbiturique (TBA) a été
utilisé. En effet, la détection du MDA présenté dans les échantillons biologiques est basée
sur la réaction au cours de laquelle, une molécule de MDA en milieu acide (pH 2 a 3) a
chaud (100°C) a condensé avec deux molécules de TBA pour former un complexe coloré

en rose (figure 14) susceptible d’un dosage spectrophotométrie a une longueur d’onde A =
532 nm.
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Figure 11 : Principe du dosage de malonaldaidéhyde (Laguerre et al. 2007).

Pour ce dosage, un mélange réactionnel a préparé Il est constitué de : 500 ul de
I’homogénat des riens, 500 pul du TCA (20%) et 1000 pl du TBA (0.67% dans NaOH 50
mM). Le rein était chauffé¢ a 100°C pendant 15 min puis refroidi sous 1’eau de robinet ont
été ajoute 4 ml de n-butanol et aprés une centrifugation de 15 minutes a 3000 rpm, la
densité optique du surnageant était déterminée a 532 nm. Le taux du MDA est estimé par

la formule suivant : DO=¢*L*c.

_¢ : coefficient d’extinction molaire du MDA (1.53*100000 M. Cm-1)
_L : longueur du trajet optique(1cm).

_C : concentration de la MDA en mol/mg de protéine.

1.7.3 Dosage du glutathion réduit (GSH)
1.7.3.1 Principe du dosage

En présence du DTNB le GSH forme un complexe est libéré de TNB (weckbecker

el al, 1988).1a réaction représentée dans la figure.
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Figurel2 : Principe du dosage du GSH (Sedlak et Rayond ,1967).
1.7.3.2 Procédure expérimentale

0.375 g de SAA ont été homogénéisés dans 150 ml d’eau distillée. le mélange était
agité . 800 ul étaient additionnés a 200 ul du I’acide salicylique. Le mélange était laissé
reposer pendant 15 minutes a froid, puis centrifugé a 1000 tour/5min, Puis 500ul de
surnagent ont été ajouté a 1ml de solution tampon et 25 pl de DTNB, aprés 5 minutes la

densité optique était déterminée a 412 nm.

W
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Résultats & Discussion
l. Résultats
I.1. Screening phytochimique

Les tests photochimiques qui ont été réalisés sur la poudre vegétale d’Origanum
Majorana ont permis de mettre en évidence la présence de certains groupes et
I’absence d’autres métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre
plantes. La détection de ces composés chimiques était basée sur des essais des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique. Les résultats sont

récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau 02: Criblage phytochimique d’Origanum Majorana

Groupe chimique Absence(—) ou Présence(+)
Flavonoide +
Saponosides +
Tanins +
Tanins catéchiques +

Tanins galliques -

Mucilage +
Coumarines -
Alcaloides -
Glycosides +
Absence —
Présence +

Les résultats expérimentaux de tests phytochimiques illustrés dans le tableau si
dessus ont réveélé la présence de flavonoides, de tanins, de saponosides, de mucilages et de

glycoside. Cependant, I’absence de tanins galliques, de coumarines et des alcaloides.

Ces resultats concordent avec ceux d’Al-Howirini, 2009 et Vasudeva, 2015 qui
montrent la présence et I’absence des mémes groupes chimiques dans la plante étudiée. La

présence de ces métabolites secondaires au niveau de plante étudié explique leur fort
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pouvoir thérapeutique. Par conséquent, ces résultats justifient la large utilisation de cette
plante en médecine traditionnelle par la population locale. Effectivement, les tanins, les
flavonoides, les saponosides possedent plusieurs propriétés bénéfiques pour la santé
notamment les propriétés antioxydante, anti inflammatoires et anti-inflammatoires
(Bouhaddouda et Labiod, 2016).

1.2. Détermination des parametres

Effet du traitement par P’extrait hydro-méthanolique de la marjolaine et le BPA sur
le MDA et le GSH rénale.

La détermination du taux en protéines totales, en glutathion réduit et en malondialdehyde

ont été déterminé dans 1’homogénat préparé a partir des reins.

Tableau 03 : Concentrations tissulaire du MDA et du GSH rénale chez le groupe

témoin et les lots expérimentaux (moyenne tecart type )

Témoin Extrait BPA Extrait +BPA
(400mg/kg) |(841mg/Kg)  |(400mg/kg) et
(841mg/Kg)
Protéine mg /ml |0.68+0.01 0.74+0.02 0.76+£0.03 0.80+£0.01
MDA pMol/g de [2.50+0.01 2.58+0.01INS [25.30+0.04  [3.42+0.24
prot
GSH uM/g de 2.15+0.1 2.31+0.1 1.95+0.1 2.29+0.13
prot
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Figure 14: Variations des concentrations de MDA apres traitement des rats par le BPA et

lextrait hydro méthanolique de la marjolaine.
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Figure 15 : Variations des concentrations de GSH aprés traitement des rats par le BPA et

par I’extrait hydro méthanolique de la marjolaine.

Les resultats mentionnés dans le tableau si dessus montrent qu’il n’existe pas de
différences significatives entre les lots expérimentaux étudies pour la concentration en

protéines totales.

Pour le MDA, il a été enregistré une augmentation significative du taux MDA pour
les rats traités par le bisphénol A néo moins aucune différence significative n’a été
observée entre les autres groupes témoins.par contre des différences significatives ont été

observées entre le lot traité par ’extrait et le lot traité par la combinaison des deux.

En ce qui concerne la teneur en glutathion réduit (GSH), il a été observé une
diminution non significative chez les rattes traitées par le BPA, la supplémentation par
I’extrait hydro-méthanolique tend a normaliser le taux du glutathion. (Différences non
significatives) .

2. Discussion

La toxicite du BPA été associee au stress oxydatif et aux marqueurs associes dans plusieurs
modeles expérimentaux. De plus en plus de preuves été montré que la production d'espéces
réactives de I'oxygene (ROS) et/ou la diminution de la capacité de défense antioxydante
contribuent de maniére significative a la toxicité des organes du BPA, altérant I'équilibre
oxydatif généralement dans la cellule et précisément dans les mitochondries (Meli et al,

2020). Le BPA avec ses deux noyaux phénoliques a un mode de liaison a ER a et

|
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similaire a celui de I’cestradiol (E2). Cependant son affinité est 10 000 fois plus faible que
celle de I’cestradiol et est similaire pour les deux récepteurs (Adamo et al, 2010).

Il s’agit d” un xénoestrogeéne, qui imite I'action des cestrogénes naturels et entraine
des conséquences néfastes pour la santé. Outre son activité ostrogénique, il a été démontré
que le BPA dérégule les cytokines et induit stress oxydatif dans le cerveau, le foie et les
reins. (Poormoosavi et al, 2018).

Les extraits bruts de plantes commencent a voir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules bioactives ou les plantes et leur extraits sont utilisés étant leur
propriétés biologiques, elles sont les sources primaires de médicaments employés pour
lutter contre différentes pathologies. Origanum majorana est 1’une des plantes aromatique
les plus utilisées en phytothérapie et ce contexte que s’inscrit la présente. Il s’agit de la
premiere étude qui vise a évaluer le pouvoir antioxydant de 1’extraits hydro méthanolique
de la marjolaine et de sa capacité de protéger les tissus rénaux contre les dommages
tissulaires qui peuvent étre causés par la production excessive des especes réactives de
I’oxygéne et des produits de peroxydation lipidiques lors de la néphrotoxicité induite par
le BPA.

L’augmentation du taux en protéines tissulaire est suite a une augmentation des
effets déléteres du BPA, cette richesse en protéine est due a une production excessive des
enzymes et des molécules a effet antioxydant. La teneur en protéines totales ne peut pas
indiquer les dommages liés aux BPA. Il est intéressent de procéder & un dosage en
carbonyl content.

il a été rapporté que de nombreux xénobiotiques perturbaient I'équilibre
oxydant/antioxydant des cellules en induisant un stress oxydatif (Ho et al., 1998). Les taux
du MDA et du GSH ont été mesurés pour indiquer le stress rénaul induits par ce xéno

biotique .

La présente étude révélé une augmentation significative du taux de MDA pour les
rats traites par le BPA par rapport aux lots expérimentaux.
Ce résultat concorde avec celui de (Korkmaz et al ,2009) qui trouvent que le MDA s’est
aveéré élevé aux des reins pour des rats injecté par le BPA.

Haroun et al démontrent que le BPA induite un stress oxydant au niveau reins,
ceci se traduisait par ’augmentation du taux de MDA. Ce perturbateur endocrinien est de

nature lipophile, il peut donc facilement pénétrer et interagir avec les lipides de la
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membrane cellulaire et entrainer la production des espéces réactives d’oxygeéne ce qui
induit une altération et déséquilibre du potentiel de la cellule causant la peroxydation des
lipides. Nos résultats suggérent aussi que I'extrait méthanolique de la marjolaine induit un effet
antioxydant. De plus, les composés phénoliques ont été associés a une activité antioxydante et
jouent un role important dans la stabilisation de la peroxydation lipidique, Les capacités
antioxydantes des flavonoides en tant que piégeurs de radicaux libres peuvent étre définies comme
la capacité a donner des atomes d'hydrogene de leurs groupements hydroxyles ce qui empéche la
peroxydation lipidique (Seyoum et al, 2006). A cet effet la consommation de cette plante peut
conduire a la protection des tissus contre les dommages suscités

Le glutathion (GSH) est le thiol de faible masse moléculaire le plus abondant dans
les cellules et I'un des principaux composés antioxydants dans les fluides corporels. Dans
des conditions pro-oxydantes, deux molécules de GSH donnent un électron chacun et sont
convertis en disulfure de glutathion (GSSG) (Giustarini et al ,2016). Il s’agit d’une
molécule antioxydante qui participe au maintient de la structure et de la fonction normale
des cellules, ’augmentation sur taux de ce tripeptide chez les rattes traité par 1’extrait (400
ml/kg) par rapport au témoin illustre que 1’extrait de la plante étudiée renforce le systeme

antioxydant.

Les résultats obtenus été montrés une diminution non significative du taux de GSH
réduit dans les rats traité par BPA par rapport au témoin, ceci est expliqué par son
utilisation pour lutter contre le stress induite par BPA, car il participe dans les réactions de
détoxification des espéces réactives de 1’oxygene ; il est alors transformé en sa forme

oxydée (GSSG) sous I’effet de la GPx ceci entraine sa consommation.

Pour les lots traités par I’extrait de plante et le lot traité par I’extrait et le BPA une
légere augmentation a été enregistré ce ci pourrait étre du a I’effet exercé par 1’extrait de
plante sur la synthése de novo du glutathion, & sa régénération ou au deux. Ces résultats
confirment les données de la littérature qui annoncent que la marjolaine posséde une
activité anti oxydante reposant sur 1’élimination des radicaux libres et La restauration de la

balance pro oxydant anti oxydant.
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Résumé

Conclusion :

L’usage des plantes médicinales constitue un vrai patrimoine de 1’étre humain.
Leur importance dans le domaine de la médecine est trés accentuée dans ces derniéres
années grace a leurs effets thérapeutiques qu’elles exercent et ceci est certainement lié a la
présence des molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement comme des
agents chimiques contre les maladies, mais aussi comme des agents médicinaux tels que

les antioxydants.

Notre étude a été consacré a l’effet protecteur de [’origanum majorana contre la

néphrotoxicité induite par bisphénol A.

L’administration intrapéritonéale de bisphénol A a dose (840mg/Kg) pendant 10 jours a
provoqué une perturbation des paramétres de la fonction rénale chez les rats. Cette
perturbation représenté une consommation cellulaire forte du glutathion réduit (GSH) dans
et a ugmentation significative dans le taux de MDA dans les tissus rénaux. ce qui genére

un état de stress oxydant.

L’administration orale de ’extrait de /'origunam majorana 1’fait diminuer le niveau de la
toxicité,en modulant les niveaux des biomarqueurs de stress diminution de la
concentration du MDA, et aussi une diminution du glutathion réduit (GSH) dans les

reins. Cette combinaison a aussi révélé une amélioration du taux de protéine totale.

La marjolaine possedée des activités antioxydantes importantes due a sa richesse en
flavonoides. Notre étude avait comme un objectif d’évaluation de I’effet protecteur de
I’extrait méthanolique de la marjolaine contre la néphrotoxicité aigtie du BPA chez les

rats.
La non signification est probablement liée a
1. La durée du traitement.

2. Taille de la population étudiée (nombre de rats / lot).



Résumé

Résumé

La marjolaine est une plante médicinale trés utilisé pour traiter des différentes
maladies grace a ses activités biologiques (antimicrobienne, antioxidante, antiseptique et
anti-hypertension). Le présent travail étude vise a illustrer le role de 1’extrait hydro-
méthanolique de la marjolaine contre la néphrotoxicité induite par le BPA. Pour cela
screening photochimique de la plante a été réalisé en se basant sur des réactions de la
précipitation et de changements de couleurs. Une néphrotoxicité a été induite par le BPA
et une supplémentation a été faite par la marjolaine. Les résultats obtenus illustrent la
présence de certain groupe ethnique (Polyphénols, Tannins catéchiques, Flavonoides,
Saponosides, mucilage et glycosides) et 1’absence d’autres groupes a savoir les alcaloides,
tannins galliques et coumarines. Aprés 10 jours de traitement, une augmentation
significative du taux du MDA a été enregistrée avec concomitante diminution non
significative du taux du glutathion réduit pour les lots traités par 1’extrait de plante seule
et I’extrait et le BPA, les valeurs étaient presque normales. Ce ci devenu 1’effet protecteur

de I’extrait préparé a partir de cette plante contre la néphrotoxicité induite par le BPA.

Mots clés : Néphrotoxicité, BisphénolA, I’extrait hydro-meéthanolique de la marjolaine.



Abstract

Abstract

Marjoram is a medicinal plant widely used to treat various diseases thanks to its
biological activities (antimicrobial, antioxidant, antiseptic and anti-hypertension). The
present study aims to illustrate the role of the hydro-methanolic extract of marjoram
against the nephrotoxicity induced by BPA. For this photochemical screening of the plant
was carried out based on precipitation reactions and color changes. Nephrotoxicity was
induced by BPA and supplementation was made with marjoram. The results obtained
illustrate the presence of certain ethnic groups (polyphenols, catechin tannins, flavonoids,
saponosides, mucilage and glycosides) and the absence of other groups, namely alkaloids,
gallic tannins and coumarins. After 10 days of treatment, a significant increase in the level
of MDA was recorded with a concomitant non-significant decrease in the level of reduced
glutathione for the batches treated with the plant extract alone and the extract and BPA,
the values were almost normal. This became the protective effect of the extract prepared

from this plant against BPA-induced nephrotoxicity.

Key words: Bisphénol A, Nephrotoxicity, hydro-methanolic extract of marjoram.
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Annexes

1. Le bisphénol A: [>99.0%]

Nom IUPAC : 2,2-Bis (4-hydroxyphenyl) propane
Formule : C15H1602

Masse molaire : 228,29 g/mol

Point de fusion : 158 °C

Solubilité : Ethanol, Alcali

2. L’extrait hydro-méthanolique d’Origanummajorana
Poudrevégétale 1509

Méthanol 800ml

Eau distillée 200ml

3. Solutions utilisées

3.1 Solution HCI (1N) & 8%

HCI 8.17 ml

Eau distillé 91.83 ml

8.17 ml d’HCI sont ajoutées a 91,83 ml d’eau d’eau distillée
3.2 Réactif de MAYER

lodure de potassium (K1) 25¢g

Chlorure mercurique (HgCl2) 6.8g

Eau distillée 2000ml

3.3 Réactif de Stiasny

Formol 40% 10 ml

HCL concentré 5ml

3.4 Tompon phosphate (0.1 M PH=7.4)
Na2HPO4 (3.394g)

H2N204P.2H20 (20.214g)
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4. Photo prises au cours du travail expérimental

A : Macération B : Filtration

C : Séparation

Figure 01 : Les étapes d’extractions solides liquide (photo originale).
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Figure03 : Administration d’extrait hydro-méthanolique d origanum majorana par
gavage gastrique (photo originale).
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Figure04 : L’adaptation des rats (photo originale).



