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Abstract

Résumé : L'objectif de la présente étude est de mettre en évidence l'impact de l'extrait aqueux lyophilisé de
Pimpinella anisum La une dose de 750 mg/Kg chez des jeunes rats intoxiqués au plomb par une étude
comportementale d'une part et le dosage de certains parametres biochimiques ( Lactate Déshydrogénase et
protéines plasmatiques). Les rats Wistar sont exposés a 0,2 % de d’acétate de plomb dans I'eau de boisson pendant
gestation et lactation. Le traitement par 'extrait aqueux lyophilisé est administré par gavage aprés sevrage (a J21) et
pendant 15 jours. L’exposition au plomb durant développement provoquait un état de d’anxiété et une
dépression chez les jeunes rats marqué par une hyperactivité locomotrice (p<0.05) traduite par 'augmentation du
nombre de carreaux périphériques traversés dans le test de l'open field . Cependant une augmentation
significative (p<0.001) du temps de séjours dans le compartiment éclairé dans le test d’obscurité/lumiere ainsi
que un temps d’immobilité significativement élevé (p<0.05) dans le test de la nage forcée ont été remarqués chez le
groupe intoxiqué par rapport au témoin . Les résultats de dosages biochimiques ont montrés des valeurs plus
élevées chez les rats intoxiqués par rapport aux témoins.L’administration de l'extrait aqueux lyophilisé de
Pimpinella anisum L pendant 15 jours a provoqué une amélioration sur le plan comportementale et n’a aucun
effet sur le plan biochimique. Donc , on peut constater que le traitement par ['extrait aqueux de Pimpinella
anisum peut avoir possiblement un effet bénéfiques sur le systeme nerveux des jeunes rats intoxiqués par
U'acétate de plomb pendant gestation et lactation.
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1. Introduction :
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Pimpinella anisum Lest une plante qui appartient a la famille des Apiaceae. Elle est annuelle
originaire d’Orient et largement cultivé dans le bassin méditerranéen. Elle a été utilisée comme
une herbe aromatique et épice depuis 1'époque égyptienne (Hansel et al., 1999). Les graines de
cette plantes avaient été utilisé comme carminative, antispasmodique, antiseptique, expectorant
et comme un médicament contre le stress, la bronchite, 'indigestion et les poux (Gorji et
Ghadiri, 2001). Aujourd’hui de nombreuses études démontrent que les extraits de fruits d’anis
ont des effets thérapeutiques sur plusieurs pathologies telles que les troubles gynécologiques et
neurologiques (Lawless, 1999;Czygan, 1992)grace a ces principaux composés ; comme le trans-
anéthol ,  méthylchavicol, estragole, l'eugénol, psedoisoeugenol, anisaldehyde,
coumarines(umbelliferon, scopoletin ), les dérivés de 1'acide caféique (acide chlorogénique ), des
flavonoides, huile grasse , protéines, minéraux , polyénes et polyacetylenes.

Le plomb est un ¢élément chimique non essentiel & 1’organisme, toxique et largement répondu
dans notre environnement. Cependant, l'exposition néonatale a des niveaux relativement faibles
de ce métal a été signalée pour provoquer I'hyperactivité, des difficultés d'apprentissage, et des
problémes de coordination motrice dans les deux modéles humains et animaux(Barry et al.,
1987).En effet, le systéme nerveux surtout immature semble étre le plus sensible aux effets
néfastes de plomb. Pour cela, cette étude a été conduite pour déterminer I’effet d’une
administration orale de ’extrait aqueux lyophilisé de Pimpinella anisum L sur la neuro- toxicité
induite par une exposition au plomb durant gestation et lactation.

2. Matériels et Méthodes :

2.1. Matériel végétale :

Les graines de Pimpinella anisum L ( anis vert ) ont été acheté a partir d’une épicerie locale
située au centre de la Wilaya de Chlef( 29/11/2013 ; Algérie) ainsi elles ont été identifiées
botaniquement et un échantillon a été déposés dans 1’ herbier de département de Biologie ,
Faculté de Science , Université d’Oran ( Algérie) .

2.1.1. Préparation de I’Extrait aqueux de Pimpinella anisum L :

Les graines sont nettoyées, desséchées puis finement broyées. 100 g de la poudre d’anis vert
est immergé dans 1000 ml d’eau distillée pour faire une décoction pendant 15 minutes et a
75°C( Hosseinzadeh et al ., 2013).L’extrait obtenu est filtré, congelé a -80°C, puis lyophilisé
(lyophilisateur CHRISI, ALPHA 1-2LD, Germany).

2.2.  Expérimentation in vivo :

2.2.1. Animaux :

Le modéle animal utilisé est le rat Wistar. Les animaux sont maintenus dans 1’animalerie du
Département de Biologie a 1'université d’Oran dans des conditions environnementales standards
(23 £1° C, 55 £5 % d’humidité et un cycle de lumiere del2 h jour/nuit).

2.2.2. Répartition des groupes et traitement des rats :
L’intoxication par 1’acétate de Plomb se fait par I’administration de 0,2 % d’acétate de Pb dans
I’eau de boisson des femelles gestantes ainsi cette exposition poursuit pendant lactation
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jusqu’au sevrage. Le lot témoin recoit 1’ecau de boisson sans acétate de Pb(Kahloula et al.,
2013). Au sevrage, les jeunes rats sont divisés en 03 groupes :

Groupe 01 : rats témoin (issus des femelles Témoins).

Groupe 02 : rats intoxiqués (issus de femelles intoxiqués a 0,2% de Pb).

Groupe 03 : rats intoxiqués (issus des femelles intoxiqués) et traités avec 750 mg/kg ((Al —
Attar et Jihad, 2012) I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L (E.A.P) par gavage pendant 15
jours.

2.3.  Tests de comportement :

2.3.1. Test de champ ouvert (Open Field test) :

Il mesure simultanément plusieurs activités : locomotrice, exploratrice et anxiété. Il est réalisé
en placant I’animal dans une cage ouverte pendant 30 minutes. Chaque rat était initialement placé
dans un des quatre coins de 1’open field, la téte orientée vers le coin. Les parametres enregistrés
dans ce test sont : le nombre de carreaux traversés, nombre de visites dans les carreaux centraux,
nombre totale de redressement ainsi que le nombre de défécation.

2.3.2. Test de la nage forcée (Swimmingforced test) :

La nage forcée est un test pharmacologique prédictif de I’efficacité antidépressive d’une
molécule, pendant lequel chaque rat est introduit dans un cylindre (50 cm de hauteur et 20 cm de
diamétre) contenant d’eau maintenue a la température de 25 +0,5 °C. Au bout de quelques
minutes (6 min), les parameétres mesurés dans ce test sont : la durée de I’immobilité, et de la nage
(mobilité). La proportion de temps passé a nager diminue au profit du comportement
d’immobilité, c'est-a-dire que 1’animal flotte passivement en n’effectuant que les mouvements
nécessaires au maintien de sa téte hors de ’eau. Le temps d’immobilité est un indicateur de 1’état
pseudo-dépressif ou résigné de 1’animal.

2.3.3. Test Obscurité/Lumiére ( Dark and Light test ):

Le dispositif de ce test est composé de deux arénes liées entre eux par une petite ouverture ; Une
aréne noir non-éclairé, et 1'autre blanche et lumineuse. Les rongeurs sont tendance a éviter le
compartiment éclairé¢ donc, les mesures del'exploration dans cette zone (temps, la locomotion et
entrées) sont utilisées comme indices expérimentaux de 1’anxiété. Deux parameétres sont
enregistrés : temps passé dans le compartiment éclairé et le temps passé dans le compartiment
obscur.

2.4.  Sacrifice des rats :

Les animaux sont sacrifiés le matin apres un jetine de 12heures et cela aprés une injection intra
péritonéale d’une solution chloral (C2H3Cl1302), a 10%(3ml/Kg de poids corporel). Le sang est
prélevé par ponction de I’aorte abdominale dans des tubes héparinés. Les échantillons sont
centrifugés (HeracusLabofugue 200 Centrifuge) a 3000 x g pendant 20 min et le plasma est
conservé a -80°C, il servira pour les dosages biochimiques. Ainsi, le cerveau est prélevé, pesé,
puis conservé a -80°C.

3. Analyses biochimiques :
Les dosages biochimiques ont été réalisés par des kits commerciaux (CHRONOLAB).
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3.1. Dosage de protéines totales

Les protéines forment un complexe bleu-violet intense avec les sels de cuivre dans un milieu
alcalin. L'iodure est inclus comme un antioxydant. L’intensit¢ de la couleur formée est
proportionnelle a la concentration totale de protéine dans I'échantillon mesuré a une longueur
d’onde de 540nm (Lowry, 1956).

3.2. Dosage du lactate déshydrogénase (LDH) :
LDH catalyse la réduction du pyruvate par le NADH, ainsi sa diminution est proportionnelle a la
concentration de LDH présente dans I'échantillon, cette concentration est mesurée par
spectrophotometre a une longueur d’onde de 340 nm.

4. Analyses statistiques des résultats :

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne+ SE. Ainsi I’analyse statistique a été fait
par le bais de test de Student dont P<0.05 est considéré comme statistiquement significatif.

4. Résultats et Discussion :

5.1. Poids cérébral :

Les résultats obtenus montrent que le groupe intoxiqué au Pb posséde un poids cérébral
significativement inférieur (p<0.01) par rapport au groupe témoin. Cependant les rats
intoxiqués et traités par D’extrait aqueux de P.anisum présentaient un poids cérébral
significativement élevé (p<0.01),( Tableau 01).

Tableau (01) : Evaluation de poids cérébral de différents lots de rats étudiés.
Chaque valeur représente la moyenne + ES de 5 rats par groupe, aprés analyse de variance, la
comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de Student (**P <0,01)

Lot T Pb Pb+ E.A.P
Poids absolu de cerveau (g) 1,61+0,054 1,40+0,099** 1,57+£0,072%**

La diminution du poids cérébral peut étre expliquée par un retard dans la maturation neuronale du
cervelet en raison de la perturbation vasculaire induite par le plomb (Press, 1977), et la réduction
du poids des différentes régions du cerveau tel que le cortex cérébral, le cervelet et I'hippocampe
(Lampert et al., 1967).Les rats traités par I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L ont un poids
cérébral plus élevé par rapport aux rats intoxiqués , cet effet pourrait étre attribué aux
composes bioactifs tel que 1’anéthol, 1'eugénol, l'anisaldéhyde , l'estragole et méthylchavicol
(Cabuk et al., 2003).

5.2.Champs Ouvert (Open Field) :
Les résultats obtenus par le test de champ ouvert pour les trois groupes, révélent que le groupe
intoxiqué au Pb est hyperactive et plus anxieux par rapport au groupe témoin. Le traitement par
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I’extrait aqueux lyophilisé de Pimpinella anisum a bien réduit cette hyperactivité , ainsi les
valeurs des autres parametres sont enregistrés dans le tableau ci-dessous ( Tableau n°02).

Tableau 02 : Effet de Pb et de I’extrait aqueux de Pimpinella anisum sur les paramétres de
I’open field chez les rats étudiés.
Chaque valeur représente la moyenne £ ES de 5 rats par groupe, aprées analyse de variance, la
comparaison des moyennes est effectuée par le te st ‘t’ de Student (* P<0.05).

Nombre de Nombre de visites | Redressement Toilettage Défécation
Groupe carreauxtraverses dans les carreaux
centraux
T 128,2+ 29,20 7,8+2,57 55+15,61 12,4 £1,46 1+0,02
Pb 158 £14,13 28,8 £ 12,2 * 68 +11,71 5,8 £1,23%* 2,66 £0,40%*
Pb+ E.A.P 141,6+ 27,48 24,4 +£5,55% 88 £ 19,01 19,842,98** 1,30 £ 0,58

Les données de cette étude ont montrés qu’une exposition précoce au Plomb (Pb) est a
I’origine des troubles de comportement qui se traduisent par wune hyperactivité ce qui
concorde avec les études précédentes (Kahloula et al ., 2013 ; Azzouz et al ., 2009). Ainsi,
I’administration orale de I’extrait aqueux de Pimpinella anisumL(E.P.A) a montré des effets
correcteurs tout en diminuant 1’hyperactivité observée chez le groupe intoxiqué. Cet effet
pourrait étre dua I’activation des récepteurs GABA (Sahrai et al., 2012). En effet , il a été
démontrés que Pimpinella anisum L peut améliorer I’activité Na+/K+ ATPase (Karimzadeh
etal ., 2012) dont elle joue un role important dans la régulation de 1’excitabilité neuronal .

Donc, il peut é&tre suggéré que les composés bioactifs présents dans I’extrait aqueux de
Pimpinella anisum L tel que les flavonoides sont responsable de cette hypo-activité locomotrice.

5.3. Test de la nage forcée :

Les résultats de ce test ont montré une augmentation significative (p<0.05) dans le temps
d’immobilité¢ chez le groupe intoxiqué au plomb par rapport au groupe témoin. Cette
augmentation de temps d’immobilité est décelée par ’incapacité de 1’animal a nager activement
ce qui reflete son état dépressif. L’administration orale de Pimpinella anisumL a diminué
significativement le temps d’immobilité chez le groupe intoxiqué traité (p<0.05)par rapport au
groupe intoxiqué (Figure 01).
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Figure 01 : Résultats de la nage force aprés 06 minutes d’expérimentation. T . groupe Témoin ; Pb :
Ao Db selorited hmével(Dﬁer“Eﬂgﬁt destpe intoxiqué et traité avec l’extrait aqueux de Pimpinella
Les résultats enregistrés concernant ce test d#tisdetd-révelent que les jeunes rats exposés au Pb

présentent un temps de séjour dans le compartiment obscure significativement
inférieur(p<0.001)a celui des jeunes rats témoins, ce qui reflete que les sujets exposés au Pb
pendant la période de développement dévoilent un état d’anxiété élevé par rapport au sujets
témoins. Cependant nous avons enregistrés que les sujets traités ont passé un temps plus élevé
dans le compartiment obscure par rapport aux autres groupes(Figure 02).

Dans le test de la nage forcée , on observe bien que le temps d’immobilité été plus €élevé chez
les rats exposés au plomb pendant gestation et lactation ce qui refléte un état de dépression ,
ces résultats ont été confirmés par le test Obscurité /lumicre dont les rats intoxiqués ont restés
le moins de temps dans le compartiment obscure . Ces effets sont dus principalement a
I’action de plomb sur la transmission sérotoninergique et glutaminergique dans le cerveau et
qui sont impliqués dans la physiopathologie de stress et de dépression (De Souza Lisboa et
al ., 2005).

De nombreuses études ont montrées que 1’extrait et 1’Huile essentielle d’anis vert peuvent
agir potentiellement sur le systéme nerveux central ;cependant il a été prouvé que P.anisum
exerce un effet neuro- protecteur qui est probablement da a I’amélioration de fonction de
NMDA. Ainsi cet effet pourrait étre attribué au composé¢ bioactif majoritaire de cette plante :
le transanéthole qui est largement utilis€ comme un substrat pour la synthése de nombreuses
substances d’intérét neuro-pharmaceutiques tel que : les anti-convulsant et les médicaments
sédatifs (Waumans et al ., 2003) .
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Figure 02 : Résultats de test Obscurité /lumiere. T : groupe Témoin ; Pb : groupe intoxiqué au plomb, Pb
+E.A.P : groupe intoxiqué et traité avec l’extrait aqueux de Pimpinella anisum L.

5.5. Parametres Biochimiques :

Tableau 02 : Effet de Pb et E.A.P sur les paramétres biochimiques des rats étudiés.

groupe Protéines Totales (g/1) LDH (U/L)
T 71,32+ 3,90 801,95+261,7

Pb 58,24+7,21% 1348+317,1

Pb+E.AP 43,124+4,13 1500+£391,3

Les résultats de dosage biochimiques chez les trois groupes de rats étudiés montrent que le plomb
(Pb) a induit une diminution significative (p<0,05) dans la concentration de protéines
plasmatiques chez les rats intoxiqués par rapport au groupe témoin , ainsi le traitement par
I’E.A.P n’a pas augmenter cette concentration chez le groupe de rats intoxiqués et traités.En outre ,
I’intoxication par le plomb durant gestation et lactation a provoqué une augmentation non
significative dans le taux de LDH chez les rats intoxiqués par rapport au rats témoins ,
cependant [’administration de I’extrait aqueux de graines d’anis vert n’a pas diminu¢ le taux de
cette enzyme chez les rats traités .

L’hypo-protéinémie causé par le plomb est due principalement a la génération de radicaux
libres qui peuvent endommager directement la synthése protéique par 1’interaction entre ces
radicaux libres et les acides aminés (Gumieniczek , 2005). En effet , le plomb provoque aussi
une augmentation des taux de LDH ce qui est attribué aux dommages membranaires issus dans
les globules rouges , ainsi que ’accumulation des radicaux libres peuvent agir comme un
stimulant pour la libération de cette enzyme.

5. Conclusion :

A travers cette expérimentation , on peut conclure que l’extrait aqueux de Pimpinella
anisumLposséde un effet faiblement bénéfique sur le systéme nerveux des rats intoxiqués , dont
cette plante a agi bien sur le plan comportementale que sur le plan biochimique. D’autres études
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doivent étre établies dans le futur et avec des techniques plus sophistiqué qui permettent de
connaitre le (s) mécanisme (s) d’action de cette plante ainsi que le ou les composé(s)responsable(s)
de ces effets.
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