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Résumé

Ce travail consiste a étudié d’une part, 1’effet préventif de 1’extrait aqueux de 1’anis vert, sur
le statut neurocomportemental et d’autre part, son action sur quelques parametres
biochimiques et hématologiques sur des jeunes rats Wistar intoxiqué par voie orale a une
dose de 100mg/l de HgCl, en période de gestation et de lactation. Les résultats obtenus
montrent clairement que le mercure a provoqué un état dépressif et d’anxiété, une
hypoactivité locomotrice et des déficits d’apprentissage spatial. De plus, Il a conduita une
atteinte de la fonction hépatique (élévation de taux sérique de TGO et TGP), une insuffisance
rénale par augmentationdes concentrations sériques de l'urée et de la créatinine et une
hypoglycémie. Concernant le volet hématologique on a observé une anémie marqué par une
diminution significative de taux d’hématies et I’hémoglobine. Par ailleurs, le traitement par la
dose 500mg/kg de I’extrait aqueux de I’anis par gavage, a améliorer le comportement des
rats causés par le mercure ainsi qu’une régulation des différents biomarqueurs de la fonction
rénale et hépatique et la formule et numération sanguine.

En conclusion, I’anis vert porte des vertus thérapeutiques non négligeables face a cette

intoxication par le mercure chez les jeunes rats en période de développement.

Mots clés : Anis vert, Anxiété,Dépression, Foie, Mémoire, Mercure, Rein,Sang.



Abstract

This work consists in studying, on the one hand, the preventive effect of the aqueous extract
of green anise on neurobehavioral status and, on the other hand, its action on some
biochemical and hematological parameters on young Wistar rats intoxicated orally at a dose
of 100mg/l HgCl, during gestation and lactation. The results clearly show that mercury
caused depression P<0.001 and anxiety P<0.01 , locomotor hypoactivity P<0.001and spatial
learning deficits. In addition, it led to impaired liver function (elevated serum GTO and GTP),
renal failure by increased serum concentrations of urea, creatinine, and hypoglycemia. On the
hematological side, anemia marked by a significant decrease in red blood cell counts and
hemoglobin was observed. In addition, treatment by dose 500mg/kg of aqueous extract of
anise by gavage, to improve the behavior of rats caused by mercury as well as regulation of
different biomarkers of renal and liver function and blood count and numbering.

In conclusion, green anise has significant therapeutic virtues in the face of this mercury

poisoning in young rats in development.

Keywords: Anise, Anxiety,Blood, Depression, Kidney,Liver, Memory,Mercury.
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Introduction générale

Au cours des derni¢res années, 1’analyse des €léments traces métalliques a connu un regain
d’intérét en raison des risques sanitairesencourus liés a la pollution de I’environnement
parcertains de ces éléments. Il  s’agit d’une  pollution naturelle ou
anthropogénique.L’exposition professionnelle, ainsi que la présence de métaux lourds dans
des médicaments ou des produits de contraste constituent également des sources de
danger.(Goullé et al,.2016).Selon Clarkson et al., (2003), le contact humain avec des
composés de métaux lourds est corrélé avec des niveaux élevés de toxicité, méme a de faibles
concentrations. (Mello-Carpes et al,.2013).

Certains métaux lourds sont des oligoéléments indispensables a la biologie des organismes
alors que d’autres peuvent les nuire gravement. Quelques-uns peuvent avoir ces deux types
d’effets selon la dose ou le contexte (Biosleve ,2010)

Les métaux lourds sont parmi les plus anciens toxiques connus, ceci est 1i€ a leur usage
ancien. Il y a eu pendant une treés longue période, une absence totale de Préoccupation en ce
qui concerne leur impact sur la santé de I'hnomme, ainsi que sur I'environnement. Ils ont la
capacité de réagir avec les protéines soufrés. (Biosleve ,2010)

Le mercure (Hg) est un métal lourd largement utilisé dans les activités métallurgiques
desl’antiquité et redécouvert au moment de la révolution industrielle.Les sources d’exposition
au mercure sont nombreuses : les sources d’exposition nonprofessionnelle (I’air, les aliments,
I’eau potable) et professionnelle, c’est d’abord I’existenced’intoxications massives chez les
travailleurs professionnellement exposés au mercure qui aattiré 1’attention sur les effets
déléteres de ce toxique sur l'organisme humain et sur lesconséquences organiques
graves(Nogueira et al., 2003)

L’exposition chronique au mercure par voie pulmonaire induit des 1ésions neurologiques,
respiratoires et hépatiques dont la sévérité augmente avec la durée d’exposition et la
concentration. (Falcy et al,.2014)

Depuis I’antiquité un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent 1’application dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétique et agriculture grace aux principes actifs qu’elles
contiennent : flavonoides, hétéroside, alcaloides, saponosides, quinone, vitamines et huiles
essentielles . (Fyad et al.,2013)

Les plantes médicinales sont une largesource des molécules bioactives nouvelles avec un
potentiel thérapeutique. Une des originalités majeures de plantes médicinales réside dansleur
capacité de produire des substances naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té desmétabolites
primaires  classiques  (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils
accumulentfréquemment des métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est
pas toujoursévidente mais représente une source importante de molécules bioactives
utilisables par’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou
I’agroalimentaire.LLes métabolites secondaires sont accumulés dans différents organes et




Introduction générale

parfois dans descellules spécialisées de la plante. Ils sont des produits en trés faible quantité,
dont plus de200000 molécules ont été identifiés. Classés selon leur appartenance chimique en
composésphénoliques, alcaloides et terpénoides (Kosalec et al,.2005 ;Macheix et al,.2005 ;
Boudjorf,2008)

Les herbes et les épices sont une part importante du régime humain. Elles ont été
employéesdes milliers d'années afin d’augmenter la saveur, la couleur et I'ardme de la
nourriture.(Masoodet al,.2006)

Pimpinellaanisum (anis) appartient a la famille des ombelliféres. C'est uneplante aromatique
qui est utilisée dans la médecine traditionnelle iranienne (en particulier ses fruits) en tant
quecarminatif, aromatique et désinfectant. Des études sur Pimpinellaanisum ont montrédivers
effets tels que antimicrobien, antifongique, antiviral, antioxydant, relaxant musculaire,
analgésique et anticonvulsivant (Shojaii et Abdollahi-Fard, 2012). Elle peut également
réduire la dépendance a la morphine.(Simbar el al,.2015)

La présente étude a été réalisée pour évaluer I’effet préventif de I’anis vert face a une
exposition subchronique au mercure, sur le statut neurocomportemental et biochimique chez
les rats wistars.




CHAPITRE 1 Revue bibliographique

Le mercure :

Le mercure est le seul métal qui demeure sous forme liquide a la température ambiante.

Les gouttelettes de mercure liquide sont brillantes et blanc argentées et ont une tension
superficielle élevée, ce qui leur donne une apparence arrondie lorsqu'elles reposent sur une
surface aplatie. Le liquide est trés mobile et les gouttelettes se rassemblent facilement en
raison de la faible viscosité du mercure. (Carriere, 2007). Son symbole est Hg provient du
latin, lui-méme emprunté au grec, hydrargyrum qui signifie « argent liquide».
(Moumen,2017)

Il largement répandu dans le monde et dont I’impact sur la santé humaine est préoccupant.
Les circonstances d’exposition et la toxicité chez I’homme sont étroitement liées a 1’état du
mercure dont il existe trois formes chimiques : le mercure élémentaire ou métallique, les
dérivés inorganiques du mercure et les dérivés organiques. (Bensefa et al., 2011)

Il est pratiquement insoluble dans I’eau comme dans les solvants organiques usuels. Il
présente un coefficient de dilatation thermique élevé, ce qui explique que 1’on ait fait
largement usage de mercure dans les thermometres (Falcy et al ., 2014). Cet élément a une
masse atomique de 1’ordre de 200,6. L’Hg porte le numéro 80 dans la classification
périodique des €léments et peut présenter une valence 1 ou 2. C'est un des éléments les plus
lourds puisque sa masse volumique est de 13,6 g - cm-3.

Tableau 01 : caractéristiques physiques de certaines formes de mercure(Falcy et al., 2014)

mercure | Oxyde Chlorure Sulfate Sulfure
mercurique mercurique | mercurique mercurique
Formule Hg HgO HgCl, Hg(SO4) HgS
Masse molaire 200,59 216,61 271,52 296,68 232,68
Point de fusion | 38,87°Ca | Décompositio | 276-277°C | Décomposition | Sublimation a
38,48°C | na500°C avant 500°C 583°C(rouge)
Sublimation  a
446°C(noir)
Point 356,7°c- 302°C
d’ébullition 356,9°C
Hydrosolubilité | 0,02- 3mg/L a 25°C | 69g/L Hydrolysé Insoluble
a20°¢ 0,0567m
g/L
Hydrosolubilité | 0,6mg/L | 395mg/1 480¢g/L Hydrolysé Insoluble
a100°c
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1.Les différentes formes du mercure :

Le mercure existe sous trois formes : le mercure élémentaire ou métallique, le mercure
inorganique et le mercure organique. Il peut exister sous deux valences principales +1 et +2,
correspondant aux composés mercureux et mercuriques.(Bensefa et al., 2011)

2.La toxicocinétique du mercure

L’absorption, la distribution et le stockage du mercure dans I’organisme sont liés a I’espece
chimique en cause et aux propriétés physicochimiques des composés, en particulier de leur
solubilité. On différencie pour cette raison le devenir du mercure chez I’homme pour les
différents composés : le mercure métallique, inorganique et le mercure organique (Bensefa et
al., 2011).

2.1. Le mercure organique
2.1.1. L’absorption du mercure organique :

Trois voies d’absorption du mercure organique sont possibles (pulmonaire, cutanée et
digestive), En milieu professionnel, 1’absorption pulmonaire est de I’ordre de 60% et est la
plus fréquente pour les dérivés alkylés les plus volatils, il passe facilement la barriére
cutanée. En population générale, I’exposition au mercure organique est principalement
digestive par exemple d’aliments contaminés (poissons) (Lauwerys et al.,2007 ; Haufroid et
al., 2007)

2.1.2. Le transport et la distribution du mercure organique :

Dans la circulation sanguine, le mercure organique se fixe principalement sur les
groupements thiol des globules rouges ou forme un complexe hydrosoluble en se fixant
sur,les groupements thiol d’un ligand (Clarkson, 2002). Le methyl mercure passe facilement
la barriere hémato encéphalique par le biais d’un transport actif ( Kerper et al., 1996 ).Dans le
systeme nerveux central (SNC), le mercure se localise dans la substance grise (PNUE, 2002).

2.1.3. L’élimination du mercure organique :

L’élimination du mercure organique est principalement biliaire. Il subit dans I’intestin un
cycle entéro-hépatique avec réabsorption portale (Clarkson, 2002). Une partie du MeHg
excrété par voie biliaire est déméthylé en mercure inorganique par la flore microbienne et une
faible partie est réabsorbée. La majeure partie du MeHg est éliminée sous forme déméthylée
dans les feces. La demi-vie biologique du MeHg chez ’homme est estimée entre 35 et 189
jours, avec de larges variations interindividuelles. (Bensefa-Colas et al., 2011 )

2.2. Le Mercure inorganique :
2.2.1. L’absorption du mercure inorganique :

Plusieurs observations ont montré des intoxications avec syndrome néphrotique par passage
transdermique lors de 1’application cutanée de créme ou savon éclaircissant contenant des sels
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de mercure inorganique. Le taux d’absorption digestive des dérivés inorganiques, tels que le
chlorure mercurique, suite a 1I’ingestion volontaire ou accidentelle peut aller jusqu’a 15%, et
peut €tre a I’origine d’une intoxication aigué¢ (Lauwerys et al., 2007).

2.2.2. Transport et distribution du mercure inorganique :

Le mercure inorganique se distribue de facon identique dans tous les organes.
L’accumulation des dérivés inorganiques dans le rein et le feetus est plus faible que le mercure
métallique, ce dernier étant plus lipophile. Les ions mercuriques formés se fixent sur les
protéines plasmatiques et sont rapidement distribués dans le foie et le rein. Dans les cellules,
il s’accumule dans les lysosomes, les mitochondries et les membranes cellulaires. Une partie
importante du mercure inorganique se fixe sur une protéine aux propriétés similaires a la
métallothionéine (MT), cette derniére joue un rdle protecteur en inhibant 1’action toxique du
mercure. (Lauwerys et al., 2007). (Bahi.2015)

2.2. 3. L’élimination du mercure inorganique :

L’élimination du mercure inorganique s’effectue essentiellement par voie rénale lors
d’exposition prolongée, dans une moindre mesure, elle peut étre biliaire (jusqu’a 40 %), et
plus faible par voie cutanée et salivaire. Apres le début de 1’exposition, il existe une période
de latence en relation avec le stockage progressif du mercure dans le rein. Par la suite,
I’excrétion s’éléve et atteint un plateau entre dix jours et six mois. Le mercure inorganique est
excrété sous forme ionisée ou fixée a des protéines. (Bensefa-Colas et al.,2011).

2.3. Le mercure élémentaire :

2.3.1. L’absorption du mercure élémentaire :

Sous forme de vapeur, le mercure élémentaire est rapidement et essentiellement absorbé par
voie pulmonaire. Le taux d’absorption alvéolaire étant classiquement évalué a 80%
(Lauwerys et al., 2007).

2.3.2. Transport et distribution du mercure élémentaire :

Le mercure élémentaire est distribué rapidement dans tous les organes, environ 10 min apres
la fin de I’exposition. 30 %, de la concentration s’accumule au niveau pulmonaire et le reste
se distribue aux autres organes particulicrement le rein, le foie et le cerveau .comme il
traverse facilement la plupart des membranes cellulaires y compris la barriere
hématoméningée et le placenta, il est rapidement oxydé par la catalase cellulaire en ion
mercurique (Hg2+) lui permettant de se fixer sur des protéines sanguines et tissulaires.

Apres exposition a des concentrations atmosphériques de mercure élémentaire comprises
entre 0,1 et 0,2mg/m’, 74 a4 80 % du mercure inhalé est retenu dans 1’organisme avec une
accumulation ciblée sur le rein ou il se lie a la métallothionéine (MT) .Du fait de son caractére
tres lipophile, le mercure métallique traverse facilement les barrieres hématoencéphalique et
placentaire avant d’étre ionisé en Hg2+ sous 1’action des catalases. Apres une administration
répétée de 1mg/m’ de vapeurs de mercure pendant 5 semaines, des taux élevés sont détectés
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dans le cerveau des rats, essentiellement au niveau de néocortex et du cervelet. Cette
accumulation est plus importante chez les jeunes rongeurs que chez les adultes. (Bensefa-
Colas et al., 2011 ;Falcy et al,.2014)

2.3.3. L’élimination du mercure élémentaire :

L’élimination du mercure élémentaire est principalement rénale lors d’exposition
prolongée, dans une moindre mesure, elle peut étre biliaire (jusqu’a 40%), et plus faible par
voie cutanée et salivaire ou dans les phanéeres (Lauwerys et al., 2007)(Bahi,2015)

3.Toxicité aigué :

Chez ’homme, I’exposition unique a de fortes concentrations en mercure élémentaire peut
provoquer des céphalées, des convulsions, un électroencéphalogramme anormal, et des
troubles respiratoires, pouvant conduire a la mort par asphyxie. L’intoxication aigué par les
sels de mercures inorganiques se traduit surtout par un choc hémodynamique, ainsi que par
des insuffisances cardio-vasculaires et rénales, des dommages gastro-intestinaux pouvant
aller jusqu’a la mort ainsi que des effets respiratoires (cedéme pulmonaire).(INERIS.2010)
4.Toxicité chronique :

Chez ’homme, les deux principaux organes cibles du mercure élémentaire et du mercure
inorganique sont le systéme nerveux central et le rein. Ainsi, les principaux symptomes
d’hydrargyrisme chronique (intoxication par le mercure) sont d’ordre neurologique comme
des troubles de la psychomotricité, des troubles cognitifs et des modifications de la
personnalité (comme de I’irritabilité, de I’anxiété). Le mercure atteint également les reins
(Lésions glomérulaires et tubulaires) et induit une protéinurie. Enfin, il est également observé
des troubles cardiovasculaires (tachycardie, hypertension artérielle), respiratoires, hépatiques
et immunologiques. Le mercure organique atteint essentiellement le cerveau, avec des
paresthésies, un malaise général, des modifications et des troubles sensoriels. Le
méthylmercure induit la maladie de Minamata avec 1’apparition de troubles neurologiques
séveres. Le mercure organique provoque également des atteintes rénales. Les mémes
observations sont faites chez 1’animal, et les organes cibles sont les mémes (INERIS, 2010).

5.Les effets du mercure :
5.1.Effet sur le systeme nerveux :

Le cerveau fcetal est plus susceptible aux dommages causés par le mercure que le cerveau
adulte. Le mercure méthylique empéche la division et la migration des cellules neuronales et
perturbe le développement de la cytoarchitecture du cerveau. (Clarkson et al.,2003)

Il provoque : une agitation, perte de mémoire, maux de téte, irritabilité, fatigue, confusion,
insomnie, labilit¢ d'humeur, erythism, comportement irrationnel ; faiblesse ; tremblements ;
polyneuropathie (Risher et al., 2005) Le mercure peut également causer des déficits
neurocognitive et incapacités neuromatrice. (Bose-O’Reilly et al., 2010)

5.2.Effet cardio-vasculaire :




CHAPITRE 1 Revue bibliographique

Une altération de la fonction cardiaque a été décrite chez des enfants exposés au
méthylmercure dans les fruits de mer. L association entre 1’exposition et les effets cardiaques
a été observé avec une modulation sympathique et parasympathique diminuée de la variabilité
du rythme cardiaque. (Bose-O’Reilly et al., 2010)

5.3.Néphrotoxicité :

Les composés inorganiques de mercure peuvent endommager le rein chez les enfants. La
cible principale dans les reins est les tubules proximaux. Dans une certaine mesure, les
cellules tubulaires peuvent €tre régénérer. Cependant, dans les cas d’intoxications graves de
mercure inorganique, la fonction des reins peut étre limitée et la mort pourrait se produire par
la suite en raison d’insuffisance rénale aigue. (Bose-O’Reilly et al., 2010)

5.4.Effet mutagene :

Le mercure semble avoir un faible potentiel mutagene. Le thimérosal (agent conservateur
des vaccins et un antibactéricide) induit d’une manicre significative des échanges de
chromatides sceurs, indiquant un effet génotoxique et cytotoxique de thimérosal dans des
cultures lymphocytes périphérique du sang humain. (Bose-O’Reilly et al.,2010). In vivo, le
mercure est mutagéne et accroit la fréquence des aberrations chromosomiques dans les
cellules de moelle osseuse de hamster. (Falcy et al., 2014)
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Pimpinellaanisum est une plante appartenant a la famille des apiaceaes et 1'une des plus
anciennes plantes médicinales. Cette plante est appréciée en Afrique du nord, dans le bassin
méditerranéen et en moyens orient (Egypte,Syrie) dont elle pousse spontanément dans ces
régions (Bardeau.,2009). Elle est cultivée un peu par tous dans le monde, particulierement
a grande échelle en Espagne et en Russie (Charles,2013). Le fruit est utilisé aussi comme
condiment alimentaire, que comme remede en médecine traditionnelle. L’anis possede des
propriétés divers a savoir: antispasmodique, digestive, carminative, antiseptique,
antimicrobienne, antifongique, antiviral, analgésique et neuroprotecteur (Ghouati et
al.,2012 :Gamberini et al.,2015)

1.Classification botanique:

La classification de la plante de pimpinellaanisum : (Boukri, 2014)
Régne :Plantae

Division :Magnoliophyta

Classe :Magnoliopsida

Ordre :Apiales

Famille : Apiaceae (ombellifére)

Genre :Pimpinellaanisum L.

Figure 01 : plante et graines d’anis vert (Thézan et Klusiewicz ,2006).

2.Description botanique :

L’anis vert est une herbacée annuelle de 20 a 50 cm de haut, a racine fuselée et a tiges
cylindriques, creuses, finement striées et ramifiées au sommet. (Bekara et al.,2016) Ces
fleurs sont blanchatres disposées en ombelles apparaissent en été, donnant des fruits qui
sont représentés par des graines d’environ 0,5cm. (Peter ,2001) le fruit est considéré comme
le matériau d’intérét pour son usage médicinal. Son odeur est réminiscente di a la
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presenced'anéthole qui est un petit fragment du pédicelle mince, rigide et 1égerement incurvé
est fréquemment attaché (EMA 2013).

ANISE

Pimpinella anisum

EThe Heibal Resowce

Figure 02: Plante de Pimpinellaanisum L (Bruneton,2008).
3.Composition chimique :

Le fruit de 1'anis contient 1,5 a 5 % d'huile essentielle, des coumarines des flavonoides, ainsi
que 15 a 30 % d'huile grasse. Le principal constituant de I'huile essentielle est le trans-anéthol
80 2 95 %, a coté duquel on trouve le dianéthol, le méthylchavicol, 1'anisaldéhyde, 1’estragole
ou méthylchavicol (1 a 4%), le pseudo-isogényl-2-méthylbutyrate (1 a 3,5%), I’époxy-
pseudoisogényl-2-méthylbutyrate (0,1 a 1,3%), 1’anisaldéhyde (0,5 a 0,9%) et le cis-anéthol
(0,3 20,4%) ,y-himachalene, (Babulka ,2004 ; Girre, 2006 ;Gambrini et al.,2015 )

11
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Tableau 02 : les composants majeur de 1’anis vert selon la pharmacopée Européen.(EMA,
2013)

Composants : Pourcentages :
Trans-anethole 87-94.0%
Estragole 0.5-5.0%
Anisaldehyde 0.1- 1.4%
Linalol <1.5%
Alpha-terpineol <1.2%
Cis-anethole 0.1-0.4%
Pseudoisoeugenyl 2-methylbutirate 0.3-2.0%
Fenchone max 0.01

4.Utilisation dans le domaine culinaire :

Les graines d’anis sont le plus fréquemment utilisées dans la fabrication de spiritueux
comme |’absinthe, le raki ou le pastis. Les graines écrasées servent en outre a confectionner
du pain, des crémes et autres sucreries. Les Romains employaient déja 1’anis dans la
patisserie, pour préparer des gateaux et biscuits particuliers que 1’on servait a 1’occasion des
festivités — et il en resté ainsi jusqu’a nos jours. Mais les feuilles fraiches sont elles aussi
utilisées dans les salades, potages et plats au curry. (Brigitte et al., 2008).

On se sert également des feuilles filiformes de I’anis écrasées pour les sauces ou des
légumes comme les concombres, les chou-rouges et les carottes. Apres un repas de féte
copieux, il est recommandé de macher des graines d’anis 1égérement grillées pour faciliter la
digestion (Brigitte et al., 2008).

5. Les effets de I’anis :
5.1.Effet sur le systeme nerveux :

Vue la teneur de I’extrait aqueux de P.anisum en molécules bioactives ainsi que son pouvoir
antioxydant, I’extrait a eu un effet bénéfique sur les dommages biochimiques et histologiques
au niveau du cerveau induite par une exposition au plomb. Une certaine amélioration dans la
structure générale des cellules suite a la thérapie. ( Bekara et al.,2016)

De plus, D’extrait de P.anisum peut é€tre utile dans le traitement des maladies
neurodégénératives tel que la maladie d’Alzheimer, car il présente un effet inhibiteur de la
cholinestérase, en interagissant avec le systeme cholinergique centrale pour améliorer la
mémoire et les déficits cognitifs des patients en diminuant la dégradation de 1'acétylcholine
dans la fente synaptique au niveau du cerveau.( Menichini et al.,2009)

12
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5.2. Effet gastro-intestinal :

Une étude a été réalisée en utilisant des agents nécrotiques induisant des ulceéres gastriques.
Le traitement par I’extrait aqueux d’anis a permis I’inhibition des lésions ulcéreuses en
diminuant les sécrétions gastrique chez des rats exposés aux agents nécrotiques, ce qui a été
confirmé par une étude histologique qui a montré une suppression des sites inflammatoires,
des dommages ainsi que des ulcéres dysplasiques. ( Al Mofleh et al.,2007 :Shojaii et
al.,2012) .Selon les cahiers de 1I’Agence 1998, I’anis est traditionnellement utilisé dans
le traitement symptomatique des troubles digestifs tels que: le ballonnement
épigastrique, la lenteur de digestion, I’ éructations et flatulences, dans le traitement de la
composante douloureuse des troubles fonctionnels digestifs. (Filliat,2012)

5.3. Effet broncho-dilatateur :

L’activité des especes de Pimpinella est avéré avoir un effet relaxant sur les muscles isolés
trachéales de cobaye. L’effet contractile de I'anéthol sur le muscle lisse iléal de cobaye a été
démontré par (Reiter et Brandt, 1985). Dans une autre étude réalisée par (Albuquerque et
al.,1995), l'effet relaxant de 1'anéthol était représenté sur le muscle squelettique.Boskabady
et Ramazani-Assari (2004) ont étudié les mécanismes responsables de 1’activité
bronchodilatatrice de P. anisum, en évaluant 1'effet inhibiteur de cette plante sur la contraction
des chaines trachéales de cochon de I’'Inde. Selon ce rapport, 1'effet inhibiteur de 1'extrait
d'éthanolique sur les canaux calciques peut contribuer a son effet bronchodilatateur sur les
chaines trachéales. Les chercheurs ont également suggéré l'ouverture du canal potassique sous
I’effet de cette plante, qui peut contribuer a son effet relaxant sur le tissu cible. (Boskabady
et al.,2004)

5.4. Effet antifongique :

L'activité antifongique de I'huile essentielle d'anis sur des isolats cliniques des champignons
et des dermatophytes a été testée in vitro. L'huile essentielle d'anis a montré une activité
antifongique puissante contre tous les champignons étudiés ainsi que I’inhibition de la
croissance des dermatophytes a des basses concentrations. L’activité antifongique peut €tre un
résultat de la synergie des composants d'huile essentielle (trans-anéthol, anisaldéhyde,
estragole, anisketone). (Kosalec et al.,2005)

5.5. Effet antioxydant :

L’extrait d’anis a montré une forte activité antioxydante. Les activités antioxydantes ont été
évaluées par l'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique, piégeage des radicaux libres
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH), réduction puissante Fe3 +aussi que des divers essais
de peroxydation lipidique. (Shojaii et al.,2012)

5.6. Effet ostrogénique :

L’huile essentielle est riche en trans-anéthole dont une faible proportion peut se dimériser
par métabolisation en diéthylstilboestrol induisant une action ostrogénique. (Filliat.2012)

13
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5.7. Effet antimicrobien :

L’huile essentielle obtenue a partir de graine d'anis a montré une activité antibactérien contre
B.subtitles, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa et une activité antifongique contre C. albicans et
A. niger. Les plus forts effets antibactérien et antifongique de 1'huile extrait de I'anis a été
atteint par une concentration de 10%. (Kdam et al.,2017)

Carminative

Antioxydant Antispasmodique
T
@D\a
: Coliques

Anis vert (Pimpinella anisum L) <—
Ballonnement
Flatulence
s _\\

D
w Crampes

Figure 03:Utilisation thérapeutique des graines d’anis vert (Watson et al., 2011).

6.Toxicité de ’anis :

A tres haute dose, il peut avoir un effet soporifique et euphorisant et peut ralentir la
circulation. A doses €levées et prolongées, les huiles essentielles seront stupéfiantes, elles
provoquent une ivresse accompagnée de tremblements.

Pour cette raison, seules les applications occasionnelles sont recommandées ; Les femmes
enceintes, les nourrissons et les jeunes enfants devraient renoncer a I'huile d'anis.

L’huile essentielle d’anis absorbée par voie orale peut entrainer une modification du
systeme nerveux central a type d’hypnotique faible et anticonvulsivant due a sa concentration
en trans-anéthole. L’isomere cis ou (Z) de I’anéthole est neurotoxique.

La dose maximale journaliere recommandée par voie orale est de 2,5 mg/kg. Chez I’animal,
I’absorption de fortes doses d’estragole, provoque une hépatotoxicité et/ou une
hépatocarcinogénese. Cependant, la concentration de ’anis en estragole reste faibles et ces
effets n’ont été observé que chez I’animal et sont quasi-inexistants chez 1’homme si les
posologies sont respectées. L’anis peut entrainer des réactions allergiques occasionnelles de la
peau, des voies respiratoires et du tractus gastro-intestinal (Girre, 2006 ; Teuscher et al.,
2005 ; Wichtl et Anton, 2003).

14
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7.Les méthodes d’obtention des extraits :
7.1. Extraction solide-liquide (soxhlet):

La méthode d’extraction en discontinu consiste a mettre 1’échantillon solide, sous une forme
tres finement divisée, en présence du solvant a température ambiante ou a la température
d’ébullition du solvant, pendant un temps plus ou moins long, et sous agitation. Le principal
inconvénient est qu’il faut, a la fin de I’essai, séparer les parties solide et liquide, soit par
centrifugation, soit par filtration. Sur le plan industriel ou au laboratoire, les méthodes en
continu avec les appareils de Soxhlet et de Kumagawa. (Kaloustian et al.,2012)

L’appareil de Soxhlet se compose de trois parties : le solvant en 1 contenu dans le ballon en
2, ’extracteur en 4 et le réfrigérant en 9, avec une entrée en 10 et une sortie en 11 de I’eau de
refroidissement. La cartouche en papier-filtre épais (ou carton), contenant I’échantillon de
plante finement divisé (le plus souvent en poudre) en 5, est placé dans I’extracteur en verre
muni d’un tube capillaire en 7 (surmonté d’un siphon en 6) et d’un tube de dérivation en 3. Le
ballon est chauffé grace a un chauffe-ballon. Pour favoriser 1’ébullition réguliére du solvant, il
est nécessaire d’introduire des fragments de pierre ponce ou des billes de verre. Lors de
I’ébullition, les vapeurs passent par le tube de dérivation en 3 et se condensent dans le
réfrigérant en 9. Le solvant liquide arrive ensuite dans la cartouche et extrait peu a peu les
composés solubles. Le niveau de liquide s’éleve, aussi bien dans I’extracteur en 4 que dans le
tube capillaire en 7, pour arriver au niveau du siphon en 6. Lorsqu’une partie du solvant,
enrichie par les composés extraits, commence a retourner dans le ballon par le tube en 3, une
dépression se crée au niveau du tube capillaire en 7, puis tout le liquide contenu dans
I’extracteur revient dans le ballon. A nouveau, le solvant bout et contribue 4 une deuxiéme
extraction suivie par un deuxiéme siphonage, et ainsi de suite. Cette manipulation est menée
en continu pendant suffisamment de temps pour que tous les composés a extraire se
retrouvent dans le ballon. 1l suffit, alors, de récupérer le contenu du ballon, puis d’évaporer le
solvant, soit dans un Rotavapor, soit dans une capsule anti grimpante (ou capsule
d’évaporation) en verre Pyrex placée sur un épiradiateur ou sur un bain-marie bouillant, et
sous une hotte ventilée. L’appareil de Kumagawa ressemble a celui de Soxhlet. L’extracteur
contenant la cartouche est chauffé par les vapeurs du solvant en ébullition. L’extraction par la
méthode de Kumagawa se fait a chaud a la température d’ébullition du solvant, par opposition
a celle de Soxhlet qui se fait a froid a la température ambiante. L’extraction par la méthode de
Kumagawa est plus rapide, car elle est réalisée a une température trés supérieure a celle de
Soxhlet, mais avec I’inconvénient que certaines molécules thermolabiles de I’extrait peuvent
se dégrader a la chaleur, notamment lorsque le solvant présente un point d’ébullition élevé
(Kaloustian et al.,2012).

7.2. Extraction liquide-liquide

Ce type d’extraction est peu utilisé car I’échantillon de plante est toujours sous forme solide.
Le principal intérét sera de purifier les composés respectivement en solution organique ou
aqueuse, en utilisant des solvants antagonistes : 1’eau pour le premier cas ou un solvant
organique hydrophobe pour le deuxieme cas. (Kaloustian et al.,2012)
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7.3. Extraction hydroalcoolique :

Cette technique est réalisée de plus en plus pour I’obtention de matiéres premieres d’origine
végétale destinées a 1’industrie de la cosmétique. L’eau pure n’étant pas un bon solvant des
terpenes, les industriels lui rajoutent des solvants organiques approprié€s (alcools, diols ou
polyols) pour améliorer le rendement d’extraction. (Kaloustian et al.,2012).

7.4. Extraction par un solvant organique :

La plante est utilisée sous une forme divisée : hachée, concassée ou réduite en copeaux, ou
en poudre dans le cas de plantes séchées. Le choix du solvant dépend des parametres
techniques et économiques ainsi que de sa toxicité. (Kaloustian et al. ,2012).

Un solvant polaire extraira plus facilement des molécules présentant un caractére polaire
important (fonctions chimiques : alcools, aldéhydes, cétones). En revanche, un solvant
apolaire favorise 1’extraction de molécules peu polaires (carbures cycliques et acycliques).
Les solvants a bas point d’ébullition (éther de pétrole, hexane, solvants chlorés, propane et
butane sous pression) sont souvent recommandés.

L’aspect économique intervient par le prix du solvant d’extraction, mais également par la
présence de solvant résiduaire dans 1’extrait final, qu’il faudra étre éliminé pour éviter, I’odeur
désagréable du produit final et sa toxicité lorsque le produit est destiné a la pharmacie ou a
I’industrie agroalimentaire. (Kaloustian et al.,2012)

7.5. L’enfleurage ou macération :

C’est une ancienne méthode utilisée uniquement pour les fleurs fragiles comme le jasmin.
Les parfums sont extraits par contact avec une matieére grasse qui est ensuite laver a I’alcool
pure. (Degryse et al.,2008) .Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de
I’eau froide (macération aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant
plusieurs heures, voire plusieurs jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser.
Elle convient pour I’extraction de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou
les graines du plantain des sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer
une gélatinisation s’ils se préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilisée pour
empécher 1’extraction de constituants indésirables qui se dissolvent dans I’eau chaude (Kraft
et Hobbs, 2004). Elle concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de
disparaitre ou de se dégrader sous I’effet de la chaleur par ébullition.(Baba-Aissa, 2000)
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1-Objectif :

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’effet préventif de I’extrait aqueux de 1’anis vert chez
les jeunes rats wistar suite a une exposition au chlorure de mercure en période de gestation et
lactation, a travers une étude neurocomportementale,biochimique et hématologique.

2- Le matériel végétal utilisé :
2.1-Le choix de la méthode d’extraction :

La méthode d’extraction choisie pour obtenir I’extrait de PimpinellaanisumLqui va étre utilisé
comme un traitement préventif pour des rats intoxiqués au mercure : est la décoction des
grains de 1’anis vert. Cette technique est facile, plus utilisée en pratique culinaire et moins
couteuse.

2.2-Préparation de I’extrait aqueux de Pimpinellaanisum L.

La préparation de l’extrait aqueux d’anis vert est réalisée par décoction selon
Hosseinzadehet al. On met 10 g des graines broyées dans 1000 ml d’eau distillée, ainsi le
tout est mis a ébullition avec une agitation continue pendant 15 minutes. Le mélange est
ensuite filtré par le papier Wathman N°1. L’extrait obtenu est lyophilisé par la suite en
utilisant lyophilisateur.

2.3-Le calcule du rendement :

Le rendement est calculé selon la formule donnée par (Falleh et al.,2008) :

Mext % 100
Méch)

R(%) = (

Avec :

R : le rendement

Mext : la masse de I’extrait a 1’état sec

Méch : la masse de I’échantillon végétal

2.4-Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG /SM) :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique couramment utilisée pour la
séparation, I’identification et le dosage des constituants chimiques. La chromatographie
consiste a séparer les composés d’un mélange en fonction des vitesses d’entrainement a
travers une phase stationnaire contenue dans une colonne et une phase mobile gazeuse (gaz
vecteur) (Arpino et al., 1995).La possibilité de coupler les chromatographes a divers
spectrometres augmente considérablement la quantité et la qualité des informations obtenues.
En CPG/SM, la comparaison informatique des spectres d’un pic inconnu avec une ou
plusieurs références permet son identification (Bruneton, 1993).
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La spectrophotométrie de masse repose sur l’ionisation et la fragmentation des molécules.
Leur ionisation entraine en effet une accumulation d’énergie qui en se dissipant, peut
provoquer la rupture des liaisons interatomiques et donner naissance a des fragments
caractérisés par le rapport de leur masse et leur charge. Les différents fragments ainsi
produits, sont accélérés avant de parvenir a un analyseur appelé filtre de masse, qui les sépare.
Le recueil sélectif des différents ions permet 1’établissement d’un spectre caractéristique
appelé : spectre de masse.

3. Les animaux d’expérimentation :

Les expérimentations ont eu lieu dans le laboratoire de Biotoxicologieet valorisation
biologique des plantes de la faculté des sciences, département de Biologie, université Dr.
Moulay Tahar, Saida.

Les expériences sont réalisées sur des rats, albinos, de souche wistar. Ils sont disposés dans
une animalerie ventilée, a une température de 21°C = 1°C. Un éclairage artificiel établit un
cycle jour/nuit. Les animaux étaient répartis dans des cages, en raison de 2 femelles et un
male par cage, les femelles avaient un poids qui varie entre 180 et 210g.les rats ont été divisé
en trois groupes : témoin, intoxiqué et intoxiqué traiter.
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Début du traitement des rats femelles qui vont subir I’intoxication par la
suite, par I’extrait aqueux de pimpinellaanisum L.

500mg/kg {{ .

15 Jrs Fin du traitement

Accouplement I
/'
Intoxication 100ml de HgClzé Mise bas l

\
o Sevrage l

Tests neurocomportementaux: FST, Open Field,
Dark and Light, piscine de Morris

g N
Sacrifice l

Récupération du sang et du
cerveau

Dosage des Dosage de paramétres Dosage du mercure au
parametres biochimiques : niveau sanguin et
hématologiques tissulaire par SAA
* Glycémie
(FNS)

* Urée
* Créatinine

* TGO, TGP
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Figure 04 : Les étapes qui suivent le traitement et le sacrifice des rats

L’intoxication des rats a été effectué pendant la phase de gestation et lactation (a partir du
JO d’accouplement) avec une dose de 100mg/L. de chlorure de mercure (Hgcl,) par voie orale,
le Hgcl2 est solubilisé dans une eau distillée (Chehimi et al.,2012). avant I’intoxication un
groupe des femelles a subis un traitement par I’extrait aqueux de pimpinellaanisum avec une
dose de 500 mg/kg (AlMofleh et al., 2007)pendant 15 jours par gavage .

Figure 05 : gavage.
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Traitement par I’extrait
aqueux de
pimpinellaanisum L

Accouplement

Groupe femelle 1 I Groupe femelle 2 Groupe femelle 3
X mﬁleXXmﬁ
\\W ‘ i

Suivi par une intoxication <
avec le chlorure de mercure

Mi_s

Groupe femelle 1 Groupe femelle 2 Groupe femelle 3
Traité intoxiquer Intoxiqué Témoin

v Sevrage v

Lot traité Lot intoxiqué Lot témoin
intoxiquer

Figure 06 : Schéma explicatif du protocole expérimental
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3.1-Répartition des lots :
Apres sevrage, les petits rats sont regroupés :

Groupe témoin: rats témoins issus des femelles qui ont recues 1’eau de boisson sans chlorure
de mercure pendant la gestation et la lactation.

Groupe Hg : rats intoxiqués issus des femelles qui ont recues 0.01% de chlorure de mercure.

Groupe EAP + Hg : rats issus des femelles traités par 500 mg/kg de 1’extrait ensuite, ils ont

recu 0.01% de chlorure de mercure.

3.2-Exploration de comportement :

Pour évaluer I’effet de I’anis vert ainsi que celui de chlorure de mercure sur le systeme
nerveux de différents lots de rats, quatre tests de comportements ont été réalisé :

3.2.1- L’épreuve de la nage forcée (ForcedSwimming Test) :

L’épreuve de la nage forcée a été initialement proposée par Porsolt et al., (1977) comme
épreuve permettant la sélection de molécules a activité antidépressive. Les rats sont placés
durant 15 minutes dans la piece ol se déroule le test. Les animaux sont soumis a une épreuve
de nage forcée d’une durée de 6 minutes. Les animaux sont placés a I’intérieur d’un cylindre
de 20,7 cm de diamétre et de 39 cm de hauteur, dans une eau a 22°C. On mesure la durée
pendant laquelle I’animal nage activement ou flotte seulement de maniere a conserver la téte
hors de I’eau. Apres s'étre débattu dans 1'eau, I'animal devient presqu'immobile, bougeant les
pattes de temps a autre pour rester a flot ou retrouver son équilibre. Cette immobilité est
interprétée comme étant le reflet d'un « désespoir comportemental », qui survient lorsque
I'animal réalise qu'il ne pourra pas s'échapper. Dans le cadre de cette interprétation,
I'immobilité est vue comme un comportement dépressif. (Kahloula ,2010)
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Figure 07 : Dispositif de la nage forcé « ForcedSwimming Test ».

3.2.2- Le test du compartiment obscurité/ lumiére (Light Dark Test):

Dans I’épreuve du double compartiment noir/blanc, le degré d’anxiété d’un animal est
déterminé a partir de son aversion pour la lumiére. Le dispositif est constituée d’une boite en
bois (L =44 cm ;1= 16 cm ; H = 23 cm), cloisonnée en deux compartiments égaux (L = 22
cm;1=16 cm; H=23cm) qui communiquent par un orifice de 6 cm de haut et de 5 cm de
large situé a la base et au milieu de la cloison centrale. L’un des compartiments est noir, fermé
par un couvercle n’empéchant pas la perception de I’animal par 1’analyseur d’image et 1’autre
est blanc, fortement éclairée (100 lux). L’animal est placé dans le compartiment noir dans le
coin de la paroi opposée a la porte. Le parameétre mesuré est le temps de séjour entre les deux
compartiments I’un éclairé et I’autre obscur aprés 3 minutes d’exploration du milieu par le rat.
L’expérimentation dure environ 5 minutes. La durée passée dans le compartiment blanc
pendant les 5 minutes de I’expérience est comptabilisée. (Kahloula et al., 2017)

Figure 08 : Dispositifdu compartiment obscurité/ lumiére (Light Dark Test).

3.2.3-La piscine de Morris (Labyrinthe aquatique) :

Congu et mis au point par RM.G Morris (1983), ce test est devenu rapidement un test de
référence dans les études visant a évaluer les capacités d’apprentissage et de mémoire spatiale
chez les rongeurs. Dans les différents types de protocoles utilisés, le principe de base est que
I’animal doit apprendre a s’échapper de I’eau d’un bassin (situation aversive) en atteignant le
plus rapidement possible une plate-forme.( Astur et al.,1998) Le dispositif expérimental est
un bassin opaque de 90 cm de diametre, dont les parois mesurent 33cm de haut. 1l est rempli
d’eau a une hauteur de 2lcm maintenue a une température de 22 °C*1. La plateforme
immergée est recouverte d’une grille afin de faciliter I’agrippement des animaux. Un colorant
blanc non toxique est dissout dans 1’eau afin de la rendre opaque. Le bassin est installé dans
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une piece sur les murs de laquelle sont accrochés divers indices visuels. Les déplacements de
I’animale sont suivis grace a une caméra vidéo. La piscine est divisée virtuellement en 4
quadrants: nord-est(NE), sud-est(SE), sud-ouest(SO) et nord-ouest (NO).La phase
d’acquisition dure 4jours a raison de 4 essais par jour. La plateforme est disposée dans le
quadrant NO a 2cm sous la surface de 1’eau. Le rat est placé dans le bassin, la téte dirigée
contre le mur a I’un des quatre points cardinaux. Le temps mis par 1’animal pour atteindre la
plateforme est enregistré. Chaque essai dure 60 secondes. Si le rat n’a pas trouvé la
plateforme a la fin de I’essai, il est placé dessus par I’expérimentateur pendant 20 secondes.
Le probe test est effectué le lendemain du dernier jour d’apprentissage. La plateforme est
retirée du bassin et I’animal est placé au S. Le temps passé dans le quadrant ou la plateforme
était située au cours de la phase d’acquisition(NO) est mesuré au cours d’un seul essai de 60
secondes. Apres 2heures du probe test, se déroule la phase de la plateforme visible. La
plateforme est placée au milieu du quadrant NO et rendue visible grace a un drapeau coloré.
Quatre essais de 60 secondes pour chacun sont réalisés dans les 4 points cardinaux. Le temps
mis pour atteindre la plate-forme est mesuré. (Kahloula et al.,2014)

Figure 09 : Dispositif de La piscine de Morris.

3.2.4- Test de Champ Ouvert (Open field test):

L’open field utilise une large boite rectangulaire ouverte (90 cm de long, 70 cm de large, et 60
cm de haut), a fond blanc et fortement éclairée, des lignes blanches au sol délimitaient des
carreaux (10x10 cm).Chaque rat est initialement placé dans un des quatre coins de I’open
field, la té€te orientée vers un coin. Son comportement est observé pendant 6 minutes. Six
parametres sont mesurés par I’expérimentateur: le temps de latence(exprimé en secondes), qui
correspond au temps mis par le rat pour sortir des quatre carreaux formant le coin, le nombre
total de carreaux traversés par le rat pendant la durée du test(bmin), qui reflete 1’activité
locomotrice ,le nombre de visites dans les 9 carreaux du centre, le nombre total de
redressements ,le nombre total de toilettages, le nombre total de défécations. Ainsi, ce teste
value les capacités exploratoires du rat dans un contexte stressant. Le nombre de carreaux
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traversés et le nombre de redressements reflétent son activité exploratoire et son état

émotionnel. Les autres parametres sont plutdt des indices de son état émotionnel (Kahloula et
al,.2014).

)
!

Figure 10:Dispositif du champ ouvert (Open Field Test).

4. Détermination du poids corporel et cérébral :

L’évaluation de la croissance pondérale des rats est enregistrée pendant 15 jours des tests
ainsi que le poids des cerveaux. Par la suite,les ratons sont sacrifiésafin de récupérer le sang
pour les parametres hématologiques, les dosages biochimiques et le dosage du mercure au
niveau sanguin et cérébral.

5 .Le prélevement sanguin :

Apres une période de 12 heures de jeline, les jeunes rats sont sacrifiés par décapitation et cela
apres la réalisation d’une anesthésie par voieintra-péritonéale. Le sang a été récupéré dans
des tubes EDTA pour les analyses hématologiques et le dosage du mercure,héparinepour les
dosages biochimiques.

6. les dosages biochimiques :
Dosage de la glycémie :

La méthode utilisée pour le dosage de la glycémie est une méthode colorimétrique(Kit
SPINREACT). Le glucose oxydase (GOD) catalyse 1’oxydation du glucose sanguin enacide
gluconique en formant le peroxyde d’hydrogene (H202). Ce dernier est détecté par lephenol-
aminophenazone avec la présence de la peroxydase (POD).

Glucose + 02+ H20 ___%°PAgidegluconique + H202

H202 + le phénol + aminophenazonePOD;Quinone + H20
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L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans
I’échantillon, calculé par un spectrophotometre a une longueur d’onde de 505nm.

Dosage des transaminases (TGO-TGP) :

L’aspartate aminotransférase ASAT (TGP) et ’alanine aminotransférase ALAT (TGO), font
partie d’'un groupe d’enzymes, les aminotransférases ou transaminases, qui catalysent la
transformation réversible des acides a -cétoniques en acides aminés par transfert de groupes
amines.

L. Aspartate + a-cetoglutatate *®Qxgloacétique + L. glutamate.

Alanine + a—CetoglutateT(Eﬂuvate + glutamate.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de ces enzymes dans le sang,

calculé par un spectrophotoméetre a une longueur d’onde de 505nm a I'aide d’un
KitChronolab.

Dosage de ’'urémie :

L’urée sanguine est hydrolysée enzymatiquement en ammonium (NH4+) et dioxyde de
carbone (CO2). L’ion ammonium former entre en réaction avec salicylate et hypochlorite
(NaClO), dans la présence du catalyseur Nitroprusside pour former I’indophénol de couleur
verte, le Kit utilisé est Chrono Lab.

Urée" ™ | (NH4+) 2 + CO2

NH4 + + Salicylate + NaCION"P"S%py dophénol

L’intensité de la couleur est mesurée par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de
580nm.

Dosage de la créatinine :

La méthode utilisée pour le dosage de la créatinine est une méthode colorimétrique(Kit
Chronolab). La Créatinine réagit avec le picrate alcalin en produisant une coloration orangé.
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de la créatinine dans
I’échantillon, la densité optique est mesurée par un spectrophotometre a une longueur d’onde
de 492 nm.

7. Les dosages hématologiques :

Les paramétres hématologiques a savoir le taux d'hémoglobine
(Hb),d'hématocrite (Ht), le nombre de globules rouges, le nombre de globules blancs et
les plaquettes sont déterminés a I'aide d'un Coulter de type Sysmex XE-2100.
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8. Le dosage du mercure au niveau sanguin et cérébral :

Le dosage du mercure a été effectué par la spectroscopie de masse atomique a vapeur froide.
Un échantillon de poids ou de volume connu est placé dans la nacelle qui est elle-méme
introduite dans le tube catalytique. L’échantillon est alors séché puis décomposé
thermiquement ou brilé. Les produits de décomposition de 1’échantillon sont poussés par un
flux d’oxygene dans la seconde partie du tube catalytique. C’est ici que 1’oxydation est
finalisée, les halogenes, les oxydes d’azote et de soufre sont piégés.Les produits de
décomposition sont ensuite poussés jusqu’a I’amalgame pour un piégeage sélectif du mercure,
le reste passe dans les cuves de mesure jusqu’a 1’évacuation d’oxygene de 1’appareil.
L’amalgame et les cuves sont thermo statés a 130°C afin d’empécher la condensation de
I’eau.Apres la décomposition d’un échantillon et la stabilisation de la température dans
I’amalgame, la quantité de mercure piégé dans I’amalgame est mesurée.
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1. Le rendement :

La technique de décoction nous a permis d’obtenir un extrait aqueux de Pimpinellaanisum
L.avec un rendement de 17,18 0/0.

2.Résultat de la CPG/SM

L’analyse chromatographique en phase gazeuse nous a permisd’identifié 12 composants pour
I’huile essentielle de 1’anis vert avec 1’anéthol comme composant majeur.

Tableau 03: les composants identifiés par CPG/SM

Composés identifiés | Temps de rétention Concentration
(min) (o)
a-pinéne 8,11 1,81
Camphene 8,56 0,36
Cis-betaociméne 9,72 0,28
a-phellandréne 10,91 0,22
Limonéne 11,68 8,01
3-caréne 12,91 0,43
Fenchone 14,22 8,99
a-campholéne 16,15 0,47
aldéhyde
Y-Elémene 18,1 0,11
Estragole 18,81 7,25
Tans-anéthol 20,33 55,44
Cis-Anéthol 21,60 0,18
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3.Résultats des tests neurocomportementaux :

3.1.Test de la nage forcée :

Le résultat de la nage forcé montre que le temps d’immobilité des animaux exposés au Hg
durant les 6min du test, est élevé d’une maniere significative a celui des animaux témoins
(p<0,001).De plus, le temps d’immobilité des ratons intoxiqués est significativement élevé a
celui des ratons issues des femelles traités par I’extrait, ensuite intoxiqués par le Hg
(p<0,001).

52

EE 4
5 - T
48 -

4,6 B Témoin

H
44 - =

F A

Ex Hg
4,2 - T

4_

3.8 1 1
Tempsd'immobilité en min

Figurell : comparaison du temps d’immobilité durant le test FST entre les rats témoins,
intoxiqués et intoxiqué traiter (traitement préventif). Les valeurs sont exprimées en moyenne
= SEM : ***P < 0.001(témoin vs.Hg) ***P < 0.001 (Hg vs. extrait Hg)

3.2.Test du dark/light :

Les résultats du test d’anxiété montre que les animaux intoxiqués ont tendance a passer plus
de temps dans le compartiment sombre et peu de temps dans le compartiment clair par rapport
aux animaux témoins (p<0,01). Aucune différence significative n’est notée entre les
intoxiqués et les intoxiquer traités(p>0,05).
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Figurel2 : Comparaison entre le temps de séjour passé dans le compartiment éclairé chezles
différents lots ;témoins, intoxiqués et intoxiqué traiter (traitement préventif) .Les valeurs sont
exprimées en moyenne + SEM : **P <0.01 (témoin vs.Hg)

3.3.Résultat de la piscine de Morris :

3.3.1.La phase d’apprentissage :

Durant le 1% et le 2 “"“jour d’apprentissage il n’existe aucune différence significative entre les
trois groupes (p>0,05).

Pendant le 3eme jour d’acquisition, nous avons remarqué que le temps de latence des ratons
intoxiqués est significativement élevé a celui des ratons témoins (p<0,001). De plus, le temps
de latence du lot exposé au mercure est significativement supérieur a celui du lot traité par
I’extrait d’anis avant de subir 1’intoxication (p<0,001).Durant le dernier jour d’apprentissage,
le groupe intoxiqué met plus de temps pour arriver a la plateforme par rapport au groupe
témoin (p<0,05). Une élévation significative est enregistrée en terme de temps de latence
chez les rats exposés au mercure par rapport au intoxiqués traiter (p<0,05).(Figure 13)
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Figurel3: Comparaison entre le temps de latence entre les animaux des trois lots durant les

quatre jours d’apprentissage.Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : Jr3 ; ##*P <

0.001(témoin vs.Hg) ; ***P < 0.001 (Hg vs. extrait Hg).Jr4 ;*P < 0.05 (témoin vs.Hg) ; *P
<0.05(Hg vs. extrait Hg)

3.3.2.Le probe test :

L’analyse statistique révele une différence non significative entre les trois lots (p>0,05).
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Figurel4 :Temps passé dans le cadrant (NO) durant le probe test par les rats témoins,
intoxiqués et intoxiqués traiter (traitement préventif).

3.3.3.Le test visible :

Durant la phase du test visible les animaux intoxiqués mettent plus de temps par rapport aux
animaux témoins afin d’arriver a la plateforme. De plus, les animaux traités ensuite ont subi
I’intoxication ont un temps de latence inférieur a celui des animaux intoxiqués (p>0,05).
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Figurel5 : Temps de latence durant la plateforme visible chez les rats t¢émoins, intoxiqués et
traités intoxiquer

3.4.0pen field :

L’open field est un test qui permet de mesurer I’activitélocomotrice ainsi que la capacité
exploratoire des rongeurs. Le nombre des carreaux traversés par les ratons intoxiqués est
significativement inférieur a celui des ratons témoins (p<0,05). De méme pour le nombre de
visite du centre. Pour le redressement, le toilettage ainsi que le temps de latence aucune
différence significative n’a été remarqué. Le nombre de défécation du lot exposé au mercure
est significativement élevé a celui du lot témoin (p<0,001).
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Figure 16 :Comparaison entre les parametres de 1’open field des trois lots d’animaux.Les
valeurs sont exprimées en moyenne +* SEM :nombre de carreaux traversés ; *P <0.05(témoin
vs.Hg). Défécation ; ***P < (0.001 (Hg vs. extrait Hg).

4. Variation du poids corporel :

La pesée des ratons était le jour du sevrage (jr30) et le Jr40. Nous avons remarqué une
différence significative entre les intoxiqués et les témoins et entre les intoxiqués et les traiter
intoxiqués dont le poids est significativement inférieur a celui des témoins. De méme, le poids

des ratstraiter intoxiqués est significativement élevé a celui des intoxiqués.
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Tableau04 :Variation du poids corporel des témoins, intoxiqués et intoxiqués traiter
(traitement préventif) en (gr).Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (***: p<0.001)

Jours Jours du sevrage 10 jr apres (Jr40)
(r30)
Poids Témoin 45,5 77,16667
Poids Hg 27,83 %% 41,33 %%
Poids Extrait.Hg 43 66%** 76,66%**

5. Variation du poids cérébral:

Nous avons remarqué une diminution significative dans le poids du cerveau des animaux
intoxiqués en comparaison avec les animaux témoins (p<0,05). Par ailleurs, le poids cérébral
des ratons intoxiqués traiter par I’extrait est significativement important par rapport au poids
cérébral des ratons intoxiqués (p<0,01) et par rapport aux ratons témoins.

Tableau05 :Variation du poids cérébral des témoins, intoxiqués et intoxiqués traiter
(traitement préventif) en (gr).Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*: p<0.05, **:
p<0.01)

Lots Poids cerveau
Témoin 1,5925
Hg 1,4925*
Extrait. Hg 1,64**

6. Résultat des parametres hématologiques :

Le nombre des leucocytes chez les rats intoxiqués est élevépar rapport a celui des rats témoins
mais sans aucune différence significative (p>0,05). De plus, les rats intoxiqués traiter ont subi
une augmentation significative dans le taux des globules blanc par rapport aux intoxiqués non
traiter (p<0,01).(Figure 17)

Le taux des globules rouges etdes hématocritesdes ratons intoxiqués est significativement
inférieur a ceux des ratons témoins(p<0,001),(p<0,05) respectivement. Cependant, les
animaux intoxiqués traiter ont un taux de globules rouges, des hématocrites et des plaquettes
significativement important a celui des animaux intoxiqués(p<0,001), (p<0,05), (p<0,001).
(Figure : 18, 20,21)

Le taux de I’hémoglobine des animaux intoxiqués est inférieur par rapport aux animaux
témoins, et celui des intoxiqués traiter est important par rapport a celui des intoxiqués mais en
terme de statistique il n’existe pas une différence significative(p>0,05). (Figure 19)
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6.1. Les globules blancs :
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Figurel7 : Comparaison entre le nombre des globules blancs des témoins, Hg et Extrait.Hgde
I’exposition a I’Hg suite a un traitement préventif par 1’extrait de 1’anis sur le taux des
globules blancs.Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM : **P < (0.01 (Hg vs. extrait

Hg)

6.2. Les globules rouges :
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Figurel8:Comparaison entre le nombre des globules rouges des témoins, Hg et
Extrait.Hgles valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : ***P < (.001(témoin vs.Hg) ;
*#*P <0.001 (Hg vs. extrait Hg)
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Figurel9 :Comparaison entre le taux d’hémoglobine exprimé en (g/dL) des témoins, Hg et
Extrait. Hg .
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Figure20 : Comparaison entre le pourcentage d’hématocrite des témoins, Hg et Extrait.Hg

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : *P <0.05(témoin vs.Hg) ; *P < 0.05 (Hg vs.
extrait Hg)
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Figure21 :Comparaison entre le taux des plaquettes des témoins, Hg et Extrait. Hg. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : ***P < (0.001 (Hg vs. extrait Hg).
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7. Résultat des parametres biochimiques :
7.1. Dosage de la glycémie :

Le résultat du dosage du glucose au niveau sanguin nous a indiqué que les animaux exposés
au mercure ont un taux de glucose significativement inférieur a celui des animaux témoins (P
< 0.001). Par ailleurs, les animaux intoxiqués traiter avaient une glycémie significativement
importante a celui des intoxiqués (P < 0.001).
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Figure22 :Comparaison entre les valeurs de la glycémie mesuré en (g/L) des témoins, Hg et
Extrait.Hg.Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM :*#*P < 0.001(témoin vs.Hg) ;
kP <0.001(Hg vs. extrait Hg)

7.2. Dosage de I’urée et créatinine :

Le dosage de I'urée et de la créatinine a révélé que leurs taux sont élevés chez les ratons qui
ont subis 'intoxication en comparaison avec les ratons témoins mais sans signification.
Cependant, les ratons exposés au mercure et traiter avec 1’extrait d’anis ont un taux de 1’urée
et de créatinine significativement inférieur a celui des ratons intoxiqués (P < 0.05),(P < 0.01)
respectivement.(Figure 23,24)
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Figure23 :Comparaison entre les valeurs de I’urée sanguine mesuré en (mmol/L) des témoins,
Hg et Extrait.Hg. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM : *P <0.05(Hg vs. extrait

Hg)
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Figure24:Comparaison entre les valeurs de la créatinine sanguine mesuré en (mmol/L) des
témoins, Hg et Extrait.Hg. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM :**P <0.01(Hg vs.
extrait Hg)

7.3. Dosage de la TGO et TGP :

Le dosage des transaminases a révélé une augmentation significative dans le taux du TGO
chez le groupe exposé au mercure en comparaison avec le groupe témoin (P < 0.05). De
méme, pour le groupe traité avant d’étre exposé au mercure en comparaison avec le groupe
intoxiqué (P < 0.05). Pour la détermination de la teneur sérique de la TGP on a noté une
diminution significative entre le lot traité par I’anis ensuite exposé au mercure et le lot exposé
au mercure (P < 0.05). Par contre, aucune différence significative (P > 0.05) n’est observée
entre le lot intoxiqué et le lot témoin.(Figure 26,27)
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Figure25 : Comparaison entre les Teneurs sériques du TGO exprimés en (ul/L) des :
Témoins, Hg et Extrait-Hg . Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : *P

<0.05(Témoin vs.Hg) ; **P < 0.05 (Hg vs. Extrait- Hg)
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Figure26: Comparaison entre les teneurs sériques du TGP exprimés en ( ul/L) des : Témoins,
Hg et Extrait- Hg . Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM : **P < (.05 (Hg vs.

Extrait- Hg)

8.Résultat du dosage de mercure sanguin et cérébral:

La technique de spectrophotométrie a absorption atomique a révélé des variations dans le taux
du mercure au niveau sanguin et cérébral. Ces résultats montrent que la concentration du
mercure chez les rats intoxiqués est importante en comparaison avec les rats témoins.
Néanmoins, le traitement préventif avec I’extrait a permis de réduire cette concentration au
niveau du sang et au cérébral. Les résultats enregistrés sont dans le tableau suivant :
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Tableau 06:Tableau récapitulatif de 1’analyse du mercure au niveau sanguin et cérébral.

, Mercurémie Mercure cerébral
N -1 -1
ng.Kg ug.Kg
témoin 0,20 ug.Kg™ 3,10ug.L-1
8,11ug.Kg™*
intoxiqué Ho-R9 20,09 pg.L™
traité
] 4,63 pg.Kg* 12,91 pg.L™
Intoxiquer
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1. Rendement :

Le rendement de I’extrait aqueux de Pimpinellaanisum L obtenue par décoction est de I’ordre
17.18%. les travaux mené par Sleman et al .,(2013)présentent un rendement de 1’ordre de
18% pour I’extrait éthanolique. De plus, Bekaraet al ., (2015)ont obtenu un extrait aqueux
avec un rendement de 20.99%. Nos résultats concordent avec ceux de ces auteurs.

2. Chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrophotométrie de
masse :

La CPG de I’anis vert de la région de Saida a identifié le trans-anéthol comme composant
majeur avec un pourcentage de 55.44%ainsi que 11 autres composants : Fenchone avec un
pourcentage de 8.99%, Limoneéne avec un pourcentage de 8.01%, Y-Elémene avec un
pourcentage de 7.25%, a-pineéne avec un pourcentage de 1.81% et autres composants avec un
pourcentage inférieure a 1% (o campholéne aldéhyde 0.47%, 3-caréne 0.43%, camphéene
0.36%,Cis-betaocimene 0.28%, a-phellandréne 0.22%, Cis-Anéthol 0.18%).

Ghaouti et al ., (2012), ont trouvé dans leurs analyse des semences dePimpinellaanisum
d’Agouray (Maroc)que le trans- anéthole est le composé dominant avec un pourcentage de
81,19. y-himachaléne vient en deuxiéme position avec un pourcentage de 6,22%. Il est suivi
du cis-anéthole0,59 % et de I’estragole 0,46%. Viennent ensuite des sesquiterpeénes (o
chamigréne, a-longipinéne, aromadendréne) et du quercétol (0,09 %). Dans les travaux
d’Obaidet al ., (2017) sur I’anis vert de la Chinele résultats de la CPG/SM a montré que le
trans-anéthol est le composant majeur avec un pourcentage de 96.8,Himachalene (1.84%),
autres composants qui sont infériere a 1% comme :Estragole, cyclohexene et 2-Methoxy-5-(1-
propenyl) phénol. Nos données sont presque similaires a celles des auteurs mise a part la
variabilité de certaines proportionsqui sont dii essentiellement a la variation des régions, les
conditions climatiques et les facteurs physico-chimiques du sol.

3. Effet de I’extrait aqueux de Pimpinellaanisum L (E.A.P) et de mercure
sur le comportement des rats :

Le mercure est un polluant environnemental 1ié a un risque élevé pour la santé. Plusieurs
études ont montré que 1'empoisonnement par ce métal peut causer des risques graves pour le
systéme cardiovasculaire, respiratoire,systémes rénaux, nerveux, reproductifs et immunitaires
(Azevedo et al.,2016). Par ailleurs, les plantes aromatiques et médicinales sont connues par

leurs propriétés biologiques intéressantes sont utilisées dans divers domaines a savoir en
médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture (Jdidi, 2015).

De nombreuses vertus médicinales sont attribuées a I’anis, une infusion de ses graines ou de
quelques gouttes de son huile essentielle peuvent étre prescrites pour soigner de nombreux
troubles gastriques et intestinaux. De plus, on le décrit comme diurétique, stimulant,
galactogene, apéritif et un effet sur le systeme nerveux(Citerne et al., 2002 :Samojlik el
al.,2012).
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Dans ce travail, nous avons étudié 1’effet de I’extrait aqueux de I’anis suite a une intoxication
par le mercure sur le systéme nerveux et les structures cérébrales en relation avec le
comportement en utilisant quatre types de tests neurocomportementaux :

v Test de la nage forcée (SwimmingForced Test) qui explore le comportement
dépressif de I’animal.

v' Test du compartiment obscurité/ lumiére (Dark and Light) qui détermine 1’état
d’anxiété chez les rats.

v’ Test de labyrinthe aquatique de Morrisqui évalue I’apprentissage spatial chez le rat.

v’ Tests de champ ouvert (Open Field Test) qui explore I’activité locomotrice.

3.1. Test de la nage forcée (SwimmingForced Test) :

Le résultat de la nage forcée a montré que 1’exposition a I’Hg a induit une augmentationdans
le temps d’immobilité qui est le parametre clé de I’estimation du degré de résignation. Cette
augmentation a été significative en comparaison avec le temps d’immobilité enregistré chez le
groupe témoin.Donc les animaux intoxiqués par le mercure sont dans un état dépressif ou de
désespoir. Le mercure métallique (vapeurs de mercure) pénétre aisément dans le cerveau et
provoque des tremblements et de la dépression d’apreés Langfordet al .,(1996). D’autre part,
Haut et al .,(1999) démontrent des problémes émotionnels, de dépression, d’anxiété et de
retrait social suite a 1’exposition a des vapeurs de mercure pendant 2 a 4 semaines.Soleo et
al.,(1990) ajoutent que les sujets exposés professionnellement au mercure de fagon chronique
sont plus dépressifs que les sujets exposés de fagon occasionnelle ou non exposés.

Par contre, le temps d’immobilité des ratons issus des femelles traités par 1’extrait aqueux de
Pimpinellaanisum L ensuiteintoxiqués est significativement inférieur a celui des
ratons.Intoxiqués par I’Hg. En parallele, le temps de mobilité a été diminué chez le lot
intoxiqué a I’Hg par rapport au lot témoin. En outre, I’administration de 1’extrait aqueux des
graines d’anis vert par voie orale a permis d’augmenter le temps de mobilité d’une maniére
significative.Shahamat et al ,.(2016)dans leurs études, découvrentque les différentes doses de
I’extrais aqueux et éthanolique de fruitPimpinellaanisumLprouve significativement leur
activitéantidépresseur par test d* FST etTST.En plus Kahloula et al., (2013) ont prouvé
I’effet antidépresseur de I’huile essentielle de I’ anis vert chez des rats intoxiqués par le plomb.

Nos résultats sont en accords avec les travaux précédents (Haut et al,. 1999, Soleo et al .,
1990, Langford et al ., 1999, Kahloula et al., 2003, Shahamat et al., 2016).

3.2. Test du compartiment obscurité /lumiere (Dark and Light) :
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Les résultats de test d’anxiété, montrent que les ratons issus des femelles exposés au mercure
au cours de lagestation et de la lactation présentent un temps de séjour dans le compartiment
sombre élevé en comparaison aveccelui des ratons témoins. Ce qui reflete que les sujets
exposés a I’Hg pendant la période de développement dévoilent un état d’anxiété par rapport
au sujets témoins. Ces résultats affirment que le mercure induit l'instauration d'un état de
d’anxiété.

L’intoxication par le mercure inorganique provoque une anxiété et une agitation marquées
d’apres les travaux deO'Carroll RE et al., 1995.De méme, I’exposition a des vapeurs de
mercure pendant 2 a 4 semaines, provoque de 1’anxiété et de retrait social.

Par ailleurs, les animaux traités par I’anis et intoxiquéspassent peu de temps par rapport aux
animaux intoxiqués dans le compartiment sombre. D’apres les travaux de Kahloula et al.,
2013 I’administration de I’huiles essentielle de I’anis a pu corriger I’anxiété causée par
I’exposition au plomb. Nos résultats sont en accord avec les travaux précédents (O ‘Carroll
et al., 1995) et (Kahloula at al ., 2013)

3.3. Test de labyrinthe aquatique de Morris :

Les résultats enregistrés relatif a ce test montrent bien que le temps d’apprentissage de groupe
intoxiqué est élevé de maniére significative durant le 3°™ et 4™ par rapport a celui du groupe
témoin. Cela indique que les animaux intoxiqués ont un déficit d’apprentissage.

Dans le probe test et le test visible, le groupe intoxiqué met plus de temps pour arriver a la
plate forme. Ce qui traduit que ce dernier présente des troubles de vision.

L’intoxication de mercure inorganique provoque le syndrome psychiatrique d’éréthisme
mercuriel (perte de mémoire, timidité, instabilité de I'humeur et parfois un délire)O’Carroll
et al .,1995 .Une exposition a long terme au mercure élémentaire provoqueune irritabilité, une
faible concentration intellectuelle et des troubles de la mémoire (Albers et al., 1988 ;
Bidstrup et al., 1951 ; Chapman et al., 1990 ; Smith et al., 1970).Elle présente aussi une
dégénérescence des fibres nerveuses sensorielles ainsi qu'une démyélinisation et une
augmentation du collagene résultant de la réparation incompléete et irréguliere de ces fibres
(Harada et al., 1995).Le mercure est redistribué dans 1’organisme du nourrisson. Ce puissant
neurotoxique s’accumule dans différents compartiments du cerveau en développement,
notamment dans I’hippocampe (si¢ge de 1’apprentissage et de la mémoire), le cortex cérébral,
le cervelet (responsable de la coordination des mouvements) et la rétine(Grosman et
al.,2010).Le mercure inorganique perturbe le transportdu glutamate et [’activité de

laglutamine-synthétase (GS) (Grosman et al.,2010).

3éme

Cependant, le lot traiter a I’anis intoxiquéa I’Hga un temps d’apprentissagedurant le et

4™ jour inférieur d’une maniére significative par rapport au lot intoxiqué.

Pour le probe test et la phase de la plate forme visible, il existe une différence entre le groupe
traité exposer au mercure groupe intoxiqué et le groupe témoin. Cela indique que ’anis a
uneffetbénéfique sur la mémoire et les troubles de la vision.
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3.4. Test de champs ouvert (Open Field Test):

Ce test permet d’explorer principalement 1’activité locomotrice chez les petits rongeurs. Les
résultats que nous obtenus dans ce test montre qu’une exposition précoce au mercure a
provoqué une hypoactivité chez les rats exposés au mercure en comparaison avec les rats
témoins. Ce qui a été constaté par la baisse du nombre des carreaux traversés et le nombre
des visites du centre. Cette hypoactivité locomotrice est accompagnée par une augmentation
significative du nombre de défécation par rapport au lot témoin.Plusieurs études ont montré
que l'exposition au MeHg peut produire des déficits comportementaux liés a l'activité
locomotrice et les performances motrices chez la souris adulte (dos Santos et al.,2016).
Cependant, les animaux traités par I’extrait aqueux de 1’anis ensuite intoxiqués par le mercure
traversent plus de carreaux et visite le centre plus que les animaux intoxiqués mais cette
différence n’est pas significative.D’apres les travaux deKahloula et al .,(2013) I'huile
essentielle de I’anis a pu corriger le déficit de locomotion des rats intoxiqués par le plomb.
Nos résultat sont en accords avec ceux de dos Santos et al.,2016 et Kahloula et al ., 2013.

4. L’effet de I’anis vert et du mercure sur le poids corporel et cérébral :

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que le mercure a induit une diminution de
poids corporel et cérébral chez les rats intoxiqués par rapport aux rats témoins. De méme,les
rats traités par ’'E.P.A et intoxiqués ont un poids corporel et cérébral plus élevé que celui des
rats intoxiqués.

Nos résultats indiquent que I’exposition au mercure pendant la période de la gestation et la
lactation entraine une perte de poids. Cela est dii a I’effet du mercure sur I’hypophyse et sur
I’hormone de croissance. Ce qui est en accords avec les travaux de Vimy et al ., (1990)qui
ont pu suivre le trajet du mercure chez des brebis gravides et a mesuré la quantité de mercure
par la suite dont son taux était tres élevés.

Par ailleurs, nous avons enregistré un gain de poids chez les rats traités par 1’extrait aqueux
de Pimpinellaanisum L puis intoxiquer. L’augmentation de la masse corporelle a été
significative chez le groupe traité intoxiquer en comparaison avec le groupe
intoxiqué. MAHMOOD et al .,(2014) a travers leurs étude suggerent I’ effet bénéfique de
l'anis sur la performance des poulets de chair a des doses plus faibles, le taux de conversion
alimentaire et le gain de poids corporel ont été présentés. Les résultats concordent avec les
données trouvés par Vimy et al ., (1990) eeMAHMOOD et al ., (2014).

5. Discussion des Parametres hématologiques :
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Les données enregistrées relatives aux parametres hématologiques ont révélé un nombre de
globules blancs chez les ratons issus des femelles exposés au mercure supérieur a celui des
ratons témoins. Cette augmentation explique que I’animalemobilise toutes ces capacité de
défense pour lutter contre les infections causées par la présence des xénobiotiques dans
I’organisme (Karmakar et al., 2000).Ce qui confirme 1’importance des globules blancs dans
la défense immunitaire contreles toxiques. Le résultat que nous avons trouvé est en accords
avec celui de (Bahi, 2015). Cependant, les animaux traités par 1’extrait de 1’anis ensuite
exposé au mercure ont un nombre de globules blancs significativement important a celui des
animaux exposé au mercure. Nos résultats sont en accord avec ceux de (Al-Shammari et
al.,2017) qui montre que les graines d’anis améliore le profil sanguin en augmentant les taux
de globules blancs, globules rouges et I’hématocrite.

En ce qui concerne les résultats des globules rouges et d’hématocrites représentent un taux
significativement inférieur chez le lot intoxiqué par rapport au lot témoin. Pour le taux
plaquettaire et I’hémoglobine nous avons remarqué des taux bas chez le groupe intoxiqué en
comparaison avec le groupe témoin.

D’apres ces résultats obtenus on peut dire que le mercure a provoqué une anémie qui est due
d’une part ; aux effets des radicaux libre générés par le mercure sur lesglobules rouges, ou
certains radicaux libres comme, O2.- et OH sont des espeéces trés réactivescapables de
provoquer des dommages cellulaires par le biais de la peroxydation des lipidesmembranaires,
de plus en présence de fortes concentrations de ces radicaux, I’hémoglobinepeut facilement
s’oxyder (Gurer et al ., 1998 ; Hughes, 2002 ; Modi et al., 2006).

Par ailleurs, les animaux traités par 1’extrait aqueux de pimpinellaanisumavant de subir
I’intoxication ont un taux de Gb, Gr, Hct, et Plt significativement élevé a celui des animaux
intoxiqués. Le taux d’hémoglobine a été élevé chez le groupe intoxiqué par rapport au groupe
intoxiqué.Selon Al-Shammari et al.,2017 I’anis vertstimulent la synthése érythrocytaire,
la différenciation cellulaire, et stimule la circulation sanguine.

6. Parametres biochimiques :

Le résultat relatif a la glycémie a montré que les ratons exposés au mercure présentent une
hypoglycémie significative en le comparant avec celle des ratons témoins. Ces résultats sont
en accords avec les résultats trouvés par Moumen, 2017 et Peixoto et al. ,2007.

La diminution du taux de glucose peut étre due a l'augmentation de son utilisation par
l'organisme comme source immédiate d'énergie sous l'effet du stress causé par le mercure,
I'excrétion urinaire du glucose est de mauvaise qualité. Cela est dii au mauvais
fonctionnement des glomérules et a la détérioration de la fonction urinaire (Kyle et al., 1983).
En effet, la réabsorption du glucose est affectée dont le processus se produit principalement
dans la membrane de la bordure en brosse du segment contourné du tubule proximale, le
glucose pénetre dans les cellules tubulaires par un systéme de transport actif en utilisant une
protéine porteuse, qui est dépendante au sodium, le transport du glucose au niveau de la
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membrane basolatérale survient par diffusion facilitée indépendant au sodium. Dans 1'autre
sens, si le taux de glucose excrété dépasse plus le taux réabsorbé, le rein est incapable de le
résorber, et une grande quantité sera excrété dans l'urine (Sheikh et al.,2011).

Par ailleurs, les animaux traiter par extrait aqueux et intoxiqués au Hg ont un taux de
glycémie significativement élevé a celui des intoxiqués. Shohaji et al.,2012 ont montré que
I’administration de I'huile d'anis a augmenté d’une maniere significative l'absorption du
glucose dans le jéjunum de rat. Cela est dii 4 I’augmentation de ’activité de Na'/K" 'ATPase
qui augmente le gradient de sodium et engendre le transport de glucose dans la muqueuse
intestinale.

Concernant les teneurs sériques de 1'urée et de la créatinine nous avons remarqué une
augmentation non significative de ces dernieres chez les rats du lot exposé au mercure en
comparaison avec celles des rats du lot témoins. Selon Piexoto et al.,2007, I’ hyperurécemie
et I’hypercréatininémie sont considérés comme des biomarqueurs d’un dysfonctionnement et
du dommage rénal. L’augmentation de taux de l'urée indique des Iésions glomérulaires
provoqués par le catabolisme protéiques et la conversion de 'ammoniaque en urée résultant
de l'augmentation de la synthése de I’arginase ; enzyme impliquée dans la production de I'urée
(Harper et al., 1979; vanholder et al., 1992). Cependant, les résultats de la teneur de I’urée
et de la créatinine sérique du groupe traité préalablement ensuite intoxiqué par le mercure sont
significativement inférieurs a ceux de groupe intoxiqué donc I’extrait aqueux de
Pimpinellaanisum a pu réduire la concentration sérique des biomarqueurs de la fonction
rénale. Bekara el al.,2015 ont montré que I’extrait aqueux de I’anis vert a diminué la
concentration de I’urée et de la créatinine des ratons exposés au plomb. Nos résultats sont en
accord avec les résultats de Piexoto et al.,(2007), Bahi, 2015, Moumen,2017 et Bekara et
al.,2015.

L’activité enzymatique du TGO et TGP a présenté une élévation significative chez les
ratons intoxiqués par le mercure par rapport a celle les ratons témoins ce qui reflete une 1ésion
hépatique et s’explique par la fuite de ces derniers du tissu vers le plasma di a I’altération de
la perméabilité membranaire causé par le mercure, ces résultats sont en accord avec les
travaux de Deepmala et al., (2013) ; Bahi, 2015.

Par contre, les animaux traités par 1’anis ensuite exposé au mercure ont un taux de TGO et
TGP significativement inférieur a celui des animaux exposés au mercure. El-Sayedel
al.,20150ont mentionné un effet hépatoprotecteur de 1’huile essentielle de 1’anis vert contre
une cirrhose hépatique induite par le carbone tetrachloride en se basant sur le dosages des
transaminases. L huile de pimpinellaanisum a pu réduit le taux du TGO et du TGP qui était
élevé par le carbone tetrachloride.
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7. Discussion du dosage du mercure sanguin et cérébral:

Nous avons remarqué que la mercurémie des ratons intoxiqués est importante a celle des
ratons témoins et des ratons traités intoxiquer.Les ions Hg sont transportés d’une maniere
équivalente dans le plasma, complexés avec l'albumine, et dans les hématies, aprés liaison
avec 1'hémoglobine et le glutathion (Alesio et al ., 1993). La concentration du mercure
cérébral du groupe intoxiqué a été tres élevée en comparaison avec le groupe témoin et méme
en comparaison avec la mercurémie.

L’organe cible chez I’homme lors de I’inhalation de vapeurs de mercure est le SNC. Lors
d’expositions chroniques aux dérivés inorganiques du mercure, le rein est 1’organe critique.
La sévérité et la réversibilité des 1ésions dépendent de I’intensité et de la durée de 1’exposition
(Bensefa et al.,2011). Les dommages tissulaires sont en outre corrélés avec l'augmentation de
l'accumulation du toxique dans les régions du cerveau indiquant le développement d'un
trouble neurodégénératif causé par l'intoxication au mercure. Ces effets ont été confirmés par
I'étude au microscope électronique du cerveau qui a montré une gaine de myéline discontinue
autour de l'axone, y compris des mitochondries gonflées, un noyau gonflé ainsi que des
modifications de la membrane nucléaire avec le traitement du cholédoque mercurique (Rao et
al.,2011) .

Cependant, le traitement préventif avec I’extrais d’anis a permis de réduire la mer urémie et
la concentration du mercure cérébrale. Selon El-Sayed et al.,2015 1’anis vert a une forte
capacité de chélater les ions métalliques multivalents,cet effet chélateur contre les minéraux
aurait été a I’origine d’un effet protecteur.
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Le mercure est un métal lourd largement répandu dans le monde son impact sur la santé
humaine est préoccupant.L’exposition chronique au mercure entraine des troubles
neurologiques progressifs aboutissant a une encéphalopathie, une neuropathie périphérique,
troubles du comportement, des performances cognitives et une possible attente rénale.

Cependant, [I’anis vert est I'une des plus ancienne épices utilisées depuis
I’antiquité. Pimpinellaanisum L.possede les propriétés biologique différentes a savoir :
antimicrobienne, antifongique, antiviral, antioxydant et analgésique.

Apres 'intoxication par 100 mg/l de chlorure de mercure dans I’eau de boisson des rats
femelles durant la période de gestation et de lactation, nous avons enregistré chez les ratons
une diminution du poids corporel et cérébral, qui refleéte 1a neurotoxicité du mercure . De plus,
I’exposition a ce métal a pu modifier le comportement des rats en induisant une hypoactivité
locomotrice observé dans le test de champ ouvert (Open Field Test) avec un état de
dépression et d’anxiété enregistré lors de 1’épreuve de la nage forcé et dark and light test
(ForcedSwimming Test , Dark and Light Test) et un déficit d’apprentissage (test de la piscine
de Morris)en comparaison avec le groupe témoin.

Concernant, les parameétres biochimiques, nous avons constaté que le mercure a provoqué
une hypoglycémie avec une élévation des concentrations sériques de 1’urée, créatinine, TGO
et TGP.

Sur le plan hématologique, nous avons enregistré une réduction importante de 1’hématocrite,
des plaquettes et des globules rouges,par contre une augmentation del’hémoglobine et
leucocyteschez les animaux du lot exposé a I’Hg par rapport a ceux des animaux du lot
témoin.

Ces données ont été renforcé par le dosage de la mercurémie dont nous avons trouvé que la
concentration la plus élevé a été enregistré chez le groupe intoxiqué ce qui confirme le
passage de cetélément des femelles aux ratons soit en traversant la barriére placentaire et son
passage dans le lait maternel.

Le traitement oral par I’EAP, pendant 15 jours a permis d’atténuer I’anxiété, dépression,
I’hypoactivité et a renforcer les capacités d’apprentissage enregistré au cours des tests de
comportements. De plus, 1’anis a eu un effet hyperglycémiant et a diminuer les biomarqueurs
hépatique et rénal et elle a augmenté les parameétres hématologiques.

Le traitement préventif par Pimpinellaanisum L, a pu avoir un effet chélateur en diminuant
la concentration de mercure au niveau sanguin et cérébral.

A travers notre étude, nous pouvons conclure que I’extrait aqueux de 1’anis, peut avoir un
effet préventif sur I’intoxication par le mercure tout en améliorant certains parametres
biochimiques, hématologiques et neurocomportementaux.
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A la lumiere de ces résultats trouvés .Il serait envisageable d’entreprendre un protocole
expérimental plus approfondi portantsur :

-I’évaluation du statut oxydatif suite a une exposition subchronique au mercure par I’extrait
ou huile essentielle de I’anis.

- Description de I’architecture cellulaire des différents organes cible du mercure a travers une
étude de histopathologique.

- Estimation du pouvoir thérapeutique de cette plante et cela apres intoxication ce métal.
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