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1. Introduction

Pendant longtemps, les remeédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le principal,
voire I’'unique recours de la médecine, cependant, malgré le développement de I’industrie
pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies
qui étaient souvent mortelles, les plantes médicinales et les remeédes qu’on pouvait en tirer ne
furent jamais totalement abandonnés et les gens ne cessérent jamais de faire appel a la
médecine traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir vivante les traditions thérapeutiques

laissées par nos ancétres.

L’utilisation des plantes en phytothérapie est tres ancienne et connait actuellement un grand
intérét aupres du public, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2003, environ 65-
80% de la population mondiale a recours a la médicine traditionnelle pour satisfaire ses
besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la
médecine moderne (Ma et al., 1997). Les plantes médicinales sont importantes pour la
recherche pharmacologique et I'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les
constituants des plantes sont utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi
comme matieres premieres pour la synthése de médicaments ou comme modeles pour les
composés pharmacologiquement actifs (Ameenah, 2006). Ces plantes médicinales renferment
de nombreux principes actifs ou certains sont issus du métabolisme secondaire. Les plantes
produisent déja 70% de nos medicaments, déja environ 170 000 molécules bioactives ont été
identifiées a partir de plantes (Chaabi, 2008).

Par ailleurs, Les mycotoxines sont des substances toxiques pour I'homme et les animaux,
élaborées par des moisissures développées dans les denrées alimentaires (Moreau, 1974). Les
intoxications liées a ces substances peuvent se manifester par des syndromes forts variés :
gastro-entérites, hémorragies, convulsions, paralysies. Mais surtout Iésions des reins et du
foie; dans certains cas, ces dernieres peuvent se traduire par des cancers. De plus,
L’exposition a ces mycotoxines est a I’origine de toxicités aigués, subchroniques et
chroniques en engendrant des effets déléteres sur le systéme nerveux central, I’appareil
cardiovasculaire, I’appareil respiratoire, I’appareil digestif et le systeme urinaire. Elles
peuvent aussi induire des effets hépatotoxiques, mutagénes, carcinogenes, tératogenes et
immunosuppresseurs (Bennet et Klich, 2003 ; Afssa, 2006).
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De ce fait, notre travail vise a évaluer I’effet hépatoprotécteur de la plante Lycium chez un
modele de souris hépatotoxique par I’administration de la mycotoxine Aflatoxine B1 produite

par une souche d’Aspergillus flavus. En effet, le travail s’articule sur :

. La production d’Aflatoxine B1 par Aspergillus flavus;

. L’extraction et I’analyse chromatographique des aflatoxines produites sur couche
mince (C.C.M);

. L’extraction des extrais n- butanolique et acétate d’éthyle a partir de la plante lycium ;
. L’étude in vivo de I’effet anti-hépatotoxicose des extraits de lycium.
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Revue bibliographique

2. Revue bibliographique

2.1- Principales moisissures mycotoxinogenes

Les mycotoxines sont produites par 5 genres de champignons : Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Claviceps et Alternaria (Miller et Trenholm, 1994). Plusieurs sortes de
mycotoxines sont retrouvées dans les aliments (tableau 1), seules certaines contaminent
I'alimentation humaine et sont toxiques pour la santé humaine. Les plus importantes sont : les
aflatoxines, les ochratoxines, les trichothécénes, la stérigmatocystine, la zéaralénone, la
citrinine, la patuline, I’acide pénicillique, les fumonisines (D’Mello et McDonald, 1997 ;
Scudamore et Livesey, 1998). Les mycotoxines sont produites soit, dans le champ lors du
développement de la plante (toxines du champ) soit, apres la récolte (toxine du stockage)
(AFSSA, 2009). De maniere générale, les conditions environnementales néecessaires a la
production de mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la croissance fongique

(Tabuc, 2007).

Tableau 1 : moisissures et mycotoxine retrouvées dans certains aliments (Nguyen, 2007).

Moisissure Mycotoxine Denrées
Aspergillus Aflatoxines Mais, riz, cacahuéte, graines
Stérigmatocystine de coton, de potiron, haricots,
Ochratoxines A tissus d’annimaux (jambon,
lard, saucisse), lait et dérivés
Fusarium Trichothécenes (deoxynivalénol, toxine- BIé, mais, orge, riz, seigle,
T2, diacétoxyscirpénol), fumonisines, avoine, noix
zéaralénone, moniliformine, fusarenone
Penicillium Patuline, ochratoxine A, citrinine, acide Fruits et jus de fruits, blé et
cyclopiazonique, pénitrem A dérivés, riz, fromage, noix
Alternaria Alternariol, acide tenuazonique Fruits, légumes et produits
dérivés de pomme et tomates
Claviceps Alcaloides de I’ergot BIé et dérivés, seigle
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2.1.1-Le Genre Aspergillus
2.1.1.1-Généralités

Les Aspergillus sont des moisissures largement distribuées dans la nature grace a leur
capacité de produire un grand nombre de spores aéroportées et facilement transmissible par le
courant d’air, de plus la majorité de ces especes n’ont pas de besoins nutritionnels particuliers
(Bennett, 2010). Les espéces d’Aspergillus se développent sur la matiere organique en
décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires et les céréales (Gugnani,
2003). Ce genre comprend plus de 200 especes (Bennett, 2009) définies d’apres les caractéres
de I’appareil reproducteur (Botton et al., 1990). Certaines especes peuvent étre directement
pathogenes pour I’homme et les animaux par leur pouvoir d’envahir les tissus vivants et de
provoquer des aspergilloses, particulierement chez les personnes immunodéprimées (Bennett,
2010). Certaines especes d’Aspergillus sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire et dans
I’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes et
d’acides organiques (Botton et al., 1990 ; Ward et al., 2006).

2.1.1.2-Description morphologique

Aspergillus est un genre fongique anamorphe (forme asexuée) se reproduisant par production
de conidies se formant a I’extrémité de phialides. Les Aspergillus sp possedent un mycélium
végetatif constitué d’hyphes septés hyalins portant des conidiophores de forme caractéristique
permettant leur identification au niveau du genre (figurel). Ces conidiophores sont les
structures permettant la production végétative. lls sont constitués d’un stipe non ramifiés se
dressant a partir des hyphes végétatifs et se terminant par une vésicule dont la forme varie
selon I’espece (globuleuse, sphérique, pyriforme, claviforme ou en forme de spatule). Chez
certaines espéces, les phialides produisant les conidies sont directement formées sur la
vésicule, on parle de forme unisériée. D’autres especes possédent une autre structure entre la
vésicule et les phialides, nommée métule; ces espéces sont dites bisériées. Une des
particularités des Aspergillus par rapport aux autres genres fongiques est que les phialides et
métules apparaissent simultanément sur les vésicules (klich, 2002).
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Figure 1 : Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus (Botton et al., 1990).

De nombreuses especes d’Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité a produire des
mycotoxines responsables de pathologies animales et humaines. Enfin, certaines espéces
d’Aspergillus sont utilisees dans I’industrie agro-alimentaire et dans I’industrie des produits
biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes, d’acides organiques (Botton et
al., 1990)

2.1.2- Aspergillus flavus

Ce champignon se développe rapidement sur les milieux classiques (géloses au malt et
Sabouraud) a 22-25°C. La température optimale de croissance est 37°C. Sur le milieu de
culture A. flavus forme des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord blanches, puis jaune,
puis vert-jaune. Le revers peut étre incolore, rosatre ou brun-rouge foncé pour les souches
productrices de sclérotes (Figure2) (Tabuc, 2007). Les tétes conidiennes, unisériées ou
bisériées, d’abord radiées, puis reparties en plusieurs colonnes de spores mal individualisées,
jaunatres au début, puis vert-jaune foncé. Les conidiophores hyalins, verrugqueux, atteignent 1
a 2,5 mm de long. Les vésicules sont sub-globuleuses, et mesurent 25 (10-65) a 45 um de
diametre. Les phialides (6- 10 x 4-5,5 pum) sont insérées directement sur la vésicule
(unisériées) ou portées par des métules. Les conidies sont globuleuses a sub-globuleuses, de
3-6 um de diamétre, de couleur verte pale, verruqueuses. Les sclérotes, fréquents dans les
isolats récents, sont globuleux a sub-globuleux, d’abord blanc puis virant au brun-rouge foncé
et au noir (Figure2) (Tabuc, 2007).
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Figure 2 : Aspergillus flavus (culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et aspect microscopique).

2.1.3-Classification

La classification des nombreuses especes appartenant a ce genre Aspergillus est assez
complexe : il a été divisé en 7 sous-genres eux-mémes divises en 17 sections se basant sur
divers critéres tels que la couleur des conidies, la forme et la taille des vésicules ou encore la
présence d’une forme téléomorphe. Selon Klich, 2002, la classification de I’ Aspergillus flavus
est comme suit :

Régne : Mycota

Embranchement : Eumycota

Sous-embranchement : Ascomycotina

Classe : Euascomycetes

Ordre : Eurotiales

Famille : Trichocomaceae

Genre : Aspergillus

Espéce : Aspergillus flavus

2.1.4-Aspergillus flavus et production des mycotoxine

2.1.4.1-Aflatoxines

Les aflatoxines sont principalement produites par des espéces d'Aspergillus telles que
Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus. Ces deux espéces sont toutes deux productrices
d'aflatoxines de type B mais l'espéce Aspergillus parasiticus produit également des
aflatoxines de type G (Varga et al., 2011). La famille des aflatoxines comprend plusieurs
molécules. Les plus abondantes dans la nature sont les aflatoxines AFB1, AFB2, AFG1 et

AFG2 (Huffman et al., 2010). Les aflatoxines AFM1 et AFM2 sont les métabolites des

aflatoxines AFB1 et AFB2, issus de leur hydroxylation dans le foie des animaux exposes. Ces

6
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métabolites représentent un danger en terme de santé publique car ils sont excrétés dans le
lait, se fixent aux caséines et persistent dans les produits laitiers. Le pouvoir toxique des
aflatoxines est principalement associé a l'aflatoxine AFB 1 qui est considérée comme le
principal métabolite génotoxique et possede le plus fort potentiel cancérogéne de toutes les

aflatoxines.

L'organe cible étant le foie, I'aflatoxine AFB 1 est responsable de I'apparition de cancers
hépatiques mais aussi d'aflatoxicoses aigiies. Cette derniére pathologie ressemble a une
hépatite aiglie accompagnée de vomissements, de douleurs abdominales, d'ictéres, d'cedémes
et pouvant parfois aller jusqu'au déces. Une des derniéres épidémies d'intoxication aigiie par
les aflatoxines a eu lieu en 2004 au Kenya. En 7 mois 317 cas ont été rapportés dont 125
déces par hépatite aige.

L'épidémie a été attribuee a la consommation de mais fortement contaminé par des aflatoxines
(Azziz-Baumgartner et al., 2005; Lewis et al., 2005; Probst et al., 2007). Les effets
immunomodulateurs et immunotoxiques des aflatoxines ont été étudiés in vitro et in vivo
(Bondy and Pestka 2000; Meissonnier et al., 2008). Elles affectent la réponse inflammatoire
en inhibant plusieurs fonctions des macrophages telles que la phagocytose, la production de
radicaux oxygenés et la sécrétion de cytokines. L'aflatoxine AFB1 affecte aussi la fonction de
reproduction.

En 1993, le CIRC a classé l'aflatoxine AFB 1 dans le groupe 1 (agent cancérogene),
I'aflatoxine AFM1 dans le groupe 2B (agent peut-étre cancérogene) et I'aflatoxine AFG1 dans
le groupe 3 (agent inclassable quant a sa cancérogénicité) (larc ,1997).

2.1.4.2-L’ Aflatoxine B1 (AFB1)

A la suite d’une maladie « Turkey X disease » qui a affecté la volaille en Angleterre, et plus
particulierement les dindons, Sargeant et al., (1963) ont isolé de la nourriture de ces volailles
a base d’arachide, une substance capable d’induire expérimentalement la méme maladie. Ce
fut le début d’une série de recherches qui aboutit en 1965 a I’isolement et a la caractérisation
de la structure des aflatoxines (Asao et al., 1963 et 1965).

Une des plus célébres mycotoxines est possédant le profil toxicologique le plus sérieux,
I’aflatoxine B1 (AFB1) dont le nom chimique est le suivant :

6-Méthoxydifurocoumarone2, 3,6aa, 9aa-tétrahydro-4-méthoxy-cyclopenta-[c]furo
[37,2°:4,5] furo[2,3-h][l]benzopyran-1,11-dione (figure 3).
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o o OCH,

Figure 3 : structure de I’aflatoxine B1.

Des dérivés secondaires de I’AFB1 (AFB2, AFG1, AFG2, AFM1) ont été identifiés. Ils sont
caractérisés au niveau moléculaire par des structures de coumarines bifuraniques aux quelles
sont accolées des pentanones (AFB) ou des lactoses hexatomiques (AFG). Toutes les
aflatoxines se rattachent a I’'un de ces deux types de structure (AFB, AFG) et ne different
entre elles que par la position de divers radicaux sur le noyau. Les structures chimiques ainsi

que les masses molaires de ces différents dérivés sont représentés dans la (figure 4).

G;: CpH0: molar

B:: Cy-H;iO¢ Nasse molaire: 3123 CyH a 328.3 3303
o o
o o OCH, OCH,

Figure 4 : Structures chimiques et masses molaires (en g) des différentes aflatoxines.
2.1.4.3-Propriétés physico-chimiques des Aflatoxines

Les aflatoxines sont des cristaux incolores ou jaune pale-fluorescents de fagcon trés intense
sous une lumiere ultra-violette. Les aflatoxines B1 et B2 émettent une fluorescence bleue et
les aflatoxines G1, G2, une fluorescence vert jaune. Ces couleurs de fluorescence sont a
I’origine du nom des mycotoxines (B pour Blue et G pour Green). L’aflatoxine M1 présente
une fluorescence bleu-violette sous irradiation ultra-violette. Le M vient de Milk, car ce
meétabolite a été tout d’abord isolé du lait (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Leur stabilite est trés variée : dans I’eau elles sont généralement peu solubles (10-30 mg.ml-1)
présentant une instabilité totale dans les solvants non polaires (Cole et Cox, 1981). Par contre
elles sont tres solubles dans les solvants organiques de polarité moyenne (CHCI3, CH30H,
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DMSO) (Cole et Cox, 1981). Les aflatoxines se trouvent instables sous la lumiére ultraviolette

en présence d’oxygene avec des pH extrémes (pH < 3 ou pH > 10). Par oxydation le cycle

lactone des aflatoxines devient sensible a une hydrolyse alcaline, mais en cas de

neutralisation, il peut se reformer. Les aflatoxines sont aussi dégradées par I’ammoniaque

(NH40OH) et I’hypochlorite de sodium (NaOCI). Lors de cette derniére réaction, il se forme le

2,3-dichloro-aflatoxine B1 qui est directement génotoxique (Cole et Cox, 1981).

2.1.4.4-Biosynthése d’aflatoxine B1

i i
CoA * CoA )\/\

o o

o ‘—]—]
~. "\\o,/ ~— /J
o
o o
¢ H
1
CH,O o o

Acétyl CoA+ 2 Malonyl
l Synthase

Précurseur polycétide

Acide Norasolorinique
l Déhydrogénase
Averantine
Monooxygénase
5°- Hydroxyaverantine
Déhydrogénase
Averufine
Monooxygénase
1- Hydroxyversicolorone
Monooxygénase

Versiconal Hémiacétale acétate
Estérase
Versiconal
Cyclase
Versicolorine B
Désaturase

Versicolorine A

l Oxydoréduction ~ Décarboxylation

Diméthyle-stérigmatocystine
l Meéthylation

Stérigmatocystine

™

Meéthylation

O-méthyle stérigmatocystine

l Dioxygénation

> Absent chez 4. nidulans

Aflatoxine B1 B,

Figure 5 : Voie de biosynthése de I’aflatoxine B1 de I’A. flavus et A. parasiticus (Wilkinson et al.,

2004).
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2.1.4.5-Mécanisme d’action toxique et effets biochimique de I’ Aflatoxine B1

La toxicité de l'aflatoxine Bl est liée aux effets biochimiques résultant de l'interaction de son
dérivé époxy et les cellules hépatiques. Les différentes perturbations métaboliques observées

sont :

1. Tlinhibition de la synthése des acides nucléiques (ARN, ADN et mitochondriales) et
des protéines (Wray, 1982).

2. la dégranulation précoce du réticulum endoplasmique du réticulum de I'hépatocyte
(Patterson, 1976)

3. ladisparition du contréle en retour de la synthese du cholestérol considérée comme
une caractéristique de I'état précancéreux (FAO, 1979)

4. l'augmentation de la perméabilité cellulaire et I'interruption du transfert d'électrons au
niveau des mitochondries, responsable de la forte baisse de la respiration cellulaire.

5. la perméabilité accrue des membranes lysosomiales conduisant & une fuite des
hydrolases acides non liées.

6. Ainsi la nécrose hépatocellulaire aigué semble résulter de I'interaction des aflatoxines
en divers sites intracellulaires alors que la mutagénicité et la cancérogénicité de ces
toxines sont subordonnées probablement a I'action métabolique d'un agent alkylant
I'ADN, J'époxyde 2-3 (Carlborg, 1979).

a)Toxicité Aigue

L'intoxication aigué résulte de I'ingestion en un séme ou plusieurs fois rapprochées d'une dose
assez importante d'aflatoxines et se traduit par la mort des animaux dans des délais variant
selon la sensibilité spécifique. Par voie orale, la DL50 varie selon les espéces animales de 0,3
a 17,9 mg/kg de poids corporel et c'est le Lapin qui a la plus grande sensibilité. Généralement,
l'organe qui souffre le plus est le foie et lors d'une intoxication aigué il apparait pille,
décoloré, avec une augmentation de volume. On constate souvent des nécroses du
parenchyme hépatique et des hémorragies. Si la mort n'est pas trés rapide (une semaine), on
note une prolifération caractéristique de cellules indifférenciées au niveau des espaces portes
(Frayssinet et Lafont, 1966). Les reins peuvent présenter des lésions de glomérulonéphrites
tandis que les phénomenes congestifs se produisent au niveau des poumons (Moreau, 1974).
Dans certains cas d'intoxication subaigué, l'ictere, I'nypoprothrombinémie, 1'hépatome ou la
gastro-entérite sont fréquents (Dia, 1997).

10
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Chez I'homme, l'intoxication survient a la suite de l'ingestion souvent accidentelle
d'une dose massive d'aflatoxine et les signes sont spectaculaires. L'intoxication aigué a été
rarement signalée chez I'homme mais toutefois, des cas ont été rapportés
(Who, 1990). La mort des intoxiqués est précédé d'une anorexie, d'une dépression, d'une
ataxie, d'une dyspnée et d'une hémorragie (Ngindu, 1982) et la biopsie montre un tissu
hépatique nécrosé. Comme autre effet aigu observé en association avec les aflatoxines : le
syndrome de REYE : qui est une maladie neurologique infantile dont les signes rappellent une
encéphalopathie avec dégénérescence graisseuse des viscéres ce qui aboutit a un coma
convulsif et a la mort (Droreckova et al., 1977 ; Rayner; Dollear, 1970). Dans chacun des cas,
I'népatotoxicité des aflatoxines se traduit par une nécrose hépatique avec dégénérescence
graisseuse et prolifération des cellules biliaires (Ngindu, 1982).

b) Toxicité Chronique

Les aflatoxicoses chroniques surviennent a la suite d'ingestion répétées de faibles
doses d'aflatoxines pendant des périodes plus ou moins longues et sont plus fréquentes, chez
les animaux domestiques et chez I'homme (Moreau et Newberne,1974).Différents de ceux liés
a l'intoxication aigué, les troubles consécutifs a une intoxication chronique ont pour premiers
symptomes visibles une anorexie et un ralentissement de la croissance, voir méme une perte
de poids. Mais rapidement c'est le foie qui souffre le plus de l'activité toxique (Chaivu Rati et
al., 1975 et Prince et al.,1975).

c) La Mutageénicité

L'aflatoxine Bl est la plus mutagene des quatre aflatoxines contaminants naturels.
Des études réalisées sur des cellules humaines traitées par l'aflatoxine Bl montrent un
taux élevé d'aberration chromosomique principalement des cassures et échanges (Ong, 1975
et Worg et al., 1976).

d) La Tératogénicité

D'aprés les expériences faites sur certaines especes animales, l'aflatoxine B | montre
un effet tératogene se traduisant par des résorptions, des malformations feetales avec
un retard du développement embryonnaire. De plus, on observe chez les femelles

gestantes des nécroses hépatiques et rénales (OMS, 1979 et Schmidt F.R, Esser, 1985).
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Figure 6 : Métabolisme hépatique de l'aflatoxine B1.

2.2-La plante Lycium

Le lycium ou lyciet en francais et couramment appelé Goji, est un fruit originaire d’Asie,
plus précisément d’une région comprise entre I’Asie mineur et I’Asie du sud-ouest. Connu
depuis des millénaires et répertorié dans la médecine traditionnelle chinoise, ce fruit donnera
santé et longévité, selon la citation extraite d’un ouvrage chinois intitulé la pharmacopée de
I’empereur (Sharamon et Baginski., 2009). Le lyciet commun est largement répandu dans le
monde, de I’Europe méridionale a I’Asie ; toutefois sa localité d’origine reste incertaine
(Amagase et Farnsworth., 2011), longtemps prétendu originaire du nord-ouest de la chine,

certaines recherches montrent qu’il pourrait venir du bassin méditerranéen.
2.2.1-Plantation dans le monde

On recense actuellement 80 variétés de Lycium dont 51 en Amérique du Nord et 30 en
Europe. Seules 7 espéces perdurent en Asie, bien que nous y trouvions les principales zones
de culture de cette plante. Depuis une dizaine d’années, son succes aupres du public incite les
agricultures de I’Amérique du Nord et de I’Australie a développer la culture de ce fruit (site
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web.1). On compte au moins soixante-dix espéces du genre Lycium réparties dans le monde
(zones vertes de la carte, figure7).

——s
10003 (equetot) o 5o g poiet

Figure 7 : Distribution du genre Lycium dans le monde (Fukuda et al., 2001).

On trouve ces espéces dans les régions tempérées a subtropicales d’Amérique (Nord et Sud),
d’Afrique du Sud, d’Eurasie et d’Australie. Selon une analyse phylogénétique moléculaire
(analyse de séquences d’ADN) de I’ADN de chloroplastes d’especes du genre Lycium en
2001, on distingue deux grands clades : I’'un Comprenant les espéces d’Eurasie, Afrique
méridionale et Australie, et I’autre celles d’Amérique du sud, Amérique du Nord et Pacifique.
(Fukuda et al., 2001 ; Amagase et Farnsworth,2011)

2.2.2-Ecologie et Culture

Le Lyciet est essentiellement retrouvé dans les haies, avoisinant les habitations. Sa répartition
est tres inégale (Bonnier, 1990). Lycium .est naturalisé dans quasiment la totalité de la France
ainsi que dans les Ardennes belges (site web. 2).

Figure 8 : cultures et récolte du Goji (Amagase et Farnsworth, 2011).
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La culture du Goji est en pleine expansion depuis que les recherches scientifiques confirment
son activité thérapeutique. Cette plante pousse préférentiellement dans les zones tempérées et
ensoleillées, dans un sol alcalin et plutét sec. La plante ne peut supporter le gel ainsi que de la
température inférieure a 22°c. Les premieres années de plantation ne donneront que de petite
production. Ce n’est qu’au bout de 4 ans que les fruits peuvent étre recueillis en quantité
suffisante. La récolte a lieu durant la période estivale jusqu’en automne. Ces fruits sont
ensuite séchés a |, ombre, puis exposés au soleil jusqu’a ce que I’extérieur du fruit Soit dur et

sec,tout en préservant une baie molle a I’interieure (Amagase et Farnsworth ,2011).

2.2.3-Classification

Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Solanales

Famille : Solanaceae

Genre : Lycium (Cronquist, 1981).

2.2.4-Caractéristiques du genre Lycium

Le genre Lycium regroupe une centaine d’espéces herbacées et sarmenteuses, arbustes
épineux et arbrisseaux. Leurs feuilles sont simples, alternes ou groupées, et courtement
pétiolées. Le calice, plus petit que la corolle, comporte un tube relativement étroit qui se
termine par cinq lobes étalés, en forme en cloche. Les fleurs sont petites, pourpres, violacées
ou blanchatres, isolées ou axillaires. Les cing étamines sont fendues longitudinalement, de
longueurs inégales, a anthéres non conniventes. Le fruit est une baie globuleuse et charnue de
couleur rouge a rouge-orangé, voire pourpre a maturité. Toutes les espéces du genre Lycium
peuvent étre retrouvées dans les haies mais également comme plantes ornementales
(Delaveau, 2003 ; Bonnier ,1990 ; Botineau, 2010 ; Maitre, 2011).

14



Revue bibliographique

PL239

Lyciet de Barbari Lycium barbarum

Figure 9 : planches botaniques de Lycium : (1). Fleur entiere ; (2). Coupe longitudinale de la
fleur ; (3). Etamine ; (4).Pistil ; (5).Bouton floral ; (6).Coupe longitudinale du fruit.

2.2.5- Principaux constituants

La baie de Goji (lycium) contient principalement Plusieurs polysacchrides uniques tels que le
rhamnose, le xylose, le mannose, l'arabinose et le galactose, des caroténoides dont le béta-
caroténe, la lutéine et la zéaxanthine, 19 acides amines dont les 8 essentiels et 8 vitamines
dont les vitamines B1, B2, B6, B12, E trés rares dans les fruits et la vitamine C et A, 21
minéraux et oligo-éléments dont le germanium tres rare dans les aliments, du fer, zinc, cuivre,
sélénium, calcium, phosphore, magnésium, des Oméga 3 végétaux facilement assimilables,
des fibres diététiques, de la béta-sitostérol, de la physaline (Nutranews,1997). Elles
contiennent également des acides phénoliques (acide chlorogénique, acide caféique) et des

flavonoides (rutine) (Amagase, Farnswort, 2011).
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2.2.6-Les Propriétés thérapeutiques de lycium
2.2.6.1-Inhibe la croissance des cancers

Une régression du cancer chez les patients avec un mélanome malin, un carcinome cellulaire
rénal, un carcinome colorectal, un cancer du poumon, un carcinome nasopharynge et un

Hydrothorax malin apres le traitement d’un médicament anticancéreux combine a de lycium.

> Le taux de réponse des patients traités avec le médicament anticancéreux associe avec
la plante médicinale était de 40,9 % contre 16,1 % pour les patients traités avec le seul
médicament dans une période de rémission des patients traités par I’association
également dure plus longtemps.
cancéreux.

> inhibe la croissance de cellules humaines de Leucémie et la prolifération cellulaire
donc stimule I’apoptose médiée par la P53 dans les cellules de Carcinome
hépatocellulaire (leroux ,2014).

Une autre étude a examiné les effets d’un extrait liquide de Lycium sur la prolifération
cellulaire et I’apoptose de cellules de carcinome hépatocellulaire de rats et/ou d’humains. Les
résultats ont montré que I’extrait de Lycium inhibait la prolifération cellulaire et stimulait
I’apoptose médiée par la P53 dans les cellules de carcinome hépatocellulaire (Chao et al.,
2006).

2.2.6.2-Renforcement du systéme immunitaire

Les glycopeptides de la plante de lycium est d’agir comme un stimulant du systéme
immunitaire. Ils augmentent la réponse immunitaire. lls favorisent notamment la fabrication et
I’activation des lymphocytes T et des cellules naturel Killer ainsi que la sécrétion, la
prolifération et la différenciation des cytokines (hormones de régulation immunitaire) qui
augmentent la réponse immunitaire qui aidant a lutter contre les maladies infectieuses. Les
polysaccharides renforcent I’'immunité également par leurs effets antioxydants. Les propriétés
d’immunomodulation présentées par le Goji nous ménent directement a un autre bienfait de ce

fruit : son action contre le cancer (Amagase, Farnsworth, 2011).

2.2.6.3-Effet régulateur du diabéte de type 2, hypolipémiant et antihypertenseur
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Chez des lapins présentant un diabéete avec hyperlipémie, Luq(2004) un traitement des extraits
de lycium pendant 10 jours pour réduire de maniére significative la glycémie, le taux de
cholestérol total et celui de triglycérides, tout en augmentant le taux de cholestérol HDL. A
cela s’ajoute I’effet antioxydant du Goji, particulierement souhaitable dans ce cas Ces effets
hypolipémiants et hypoglycémiants ont aussi été étudiés notamment par Zhao (2005), qui a
trouvé une résistance spécifique pour I’insuline et une diminution de la concentration
plasmatique de triglycérides et de cholestérol et de la glycémie postprandiale, et une perte de
poids, chez des souris avec un diabete non insulinodépendant traitées aux LbGP. (Wu et al.,
2006). Egalement une étude de Yu (2005) découvre que le Lycium module la pression
sanguine, diminue les taux plasmatiques de triglycérides, de cholestérol total et de LDL-
cholestérol et augmente celui de HDL-cholestérol chez les personnes agées. La lutter contre
les maladies cardiovasculaires et le diabéte de type 2, par la diminution des facteurs de risque.

2.2.6.4-Effet neuroprotecteur dans les maladies neurodégénératives

Le peptide béta-amyloide (B-a) est néfaste pour le systeme nerveux. Par la formation de
plaques, & I’origine de la maladie d’Alzheimer. L’effet neuroprotecteur des polysaccharides
qui peuvent protéger les cellules neuronales contre la toxicité du B-a et contre I’apoptose. La
toxicité du p-a par Le stress oxydatif, expliquent ce r6le neuroprotecteur. (Yu et al., 2005).

2.2.6.5-Effet protecteur de la vision, contre le glaucome, la dégénérescence maculaire et
la cataracte

Les glycopeptides jouent un role protecteur des cellules ganglionnaires de la rétine. Donc
permet de diminuer la perte des fibres nerveuses en cas d’hypertension oculaire, puisqu’elle
protégerait les fibres saines avoisinantes par la neutralisation des composés neurotoxiques
(glutamate, oxyde nitrique) excrétés lors de la destruction de ces fibres. Certains caroténoides
qui présentent en quantité Importante dans la baie de Goji, comme la lutéine et la zéaxanthine
constituent une source directe de nutriments et d’antioxydants pour les yeux et les protégent
(leroux ,2014).
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3. Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’évaluation de I’effet hépato-protecteur de deux extraits d’une
plante médicinale du genre Lycium vis-a-vis I’effet de la mycotoxine, Aflatoxine B1, produite
par une souche d’Aspergillus flavus. Cette étude a été réalisée au sein du Laboratoire de
Mycologie, de Biotechnologies et de I’activité microbienne (LaMyBAM), Université des
freres Mentouri, Constantine, et au niveau du Centre Hospitalo-universitaire (CHU) de
Constantine.

3.1-Production d’ Aflatoxine B1 par Aspergillus flavus

La souche d’A. flavus est fournie par le Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et de
I’activité microbienne (LaMyBAM). Sa réactivation est réalisée par des repiquages successifs
sur gélose PDA (annexe 1) avec un temps d’incubation de 7 jours a 28°C.

3.1.1- Caracteres culturaux et morphologiques d’A. flavus

L’étude des caracteres culturaux d’A. flavus est basee essentiellement sur ses critéres
macroscopiques tels que la vitesse de croissance, la texture et la couleur de la colonie, la
présence ou I’absence d’un pigment diffusible (Botton et al., 1990). Cependant, I’étude des
caracteres morphologiques de la souche en question est faite par microscopie photonique en
appliquant différentes techniques a savoir :

a) Observation par la technique de scotch

La technique de scotch consiste a adhérer a I’aide d’un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques
gouttes de lactophénol (Chabasse, 2002). Les observations microscopiques sont effectuées
aux grossissements x10, x40 et x100.

b) Observation a I’état frais

Dans des conditions d’hygiéne et d’asepsie, la préparation du matériel fongique pour
I’observation microscopique a I’état frais est réalisée comme suit: un prélévement soigneux
d’un petit fragment mycélien a la marge du thalle, est réalisé a I’aide d’une anse en platine

stérile. Ce fragment est transféré sur une lame, en lui ajoutant comme colorant du
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lactophénol-bleu coton, I’observation microscopique est faite au grossissement x10, x40 et
x100. Ce type d’identification est fondé essentiellement sur I’étude morphologique de
mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation,...) et des spores
(forme, couleur, texture des parois,...) (Harrigan et McCance, 1976 ; Oteng-Gyang, 1984 ;
Guiraud, 1998).

3.1.2- Fermentation sur milieu Y.E.S

Le choix du milieu Yeast Extract Sucrose (YES) (annexe 1) comme milieu de fermentation,
est basé sur les informations fournies par la littérature qui indiquent que c’est un milieu
spécifique pour la production optimale des mycotoxines (Rojas et al., 2005, Pamel et al.,
2010). La fermentation est réalisée dans des erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml du
milieu de culture (YES) ajusté a pH 5,5 (Tuomi et al., 2001). Deux disques, d’environ 5mm
de diameétre, d’A. flavus sont inoculés dans les erlens contenant le milieu précédent. La

préparation est incubée a 25 °C pendant 14 jours (Davis et al., 1966).
3.1.3- Extraction des aflatoxines

Apres 14 jours d’incubation, la biomasse formée est éliminée en filtrant la culture obtenue a
travers du papier Wattman N° 01. Les 50 ml du filtrat obtenu sont additionnés a 100 ml de
chloroforme, le mélange est rigoureusement agité pendant 10 min puis laissé décanter en
utilisant une ampoule a décantation. Cette opération est répétée en additionnant
successivement 50 et 30 ml du solvant a la phase aqueuse récupérée a chaque séparation. La
phase chloroformique ainsi obtenue, est filtrée sur papier Wattman N° 01 puis concentrée par
évaporation sous vide a I’aide d’un rotavapeur type (Heidolph laborota 4000 efficient) a 50°C,
jusqu’a I’obtention d’un volume de 2 a 3 ml (indice d’une évaporation achevée). La figure 10
résume les différentes étapes d’extraction des mycotoxines.
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Les souches d’Aspergillus flavus et d’Aspergillus ochraceus
sont réensemencées séparément dans 50 ml de milieu YES
v
Incubation a 27 £ 2 °C pendant 14
¥
Filtration sur papier Watman N° 01
X v
Biomasse mycélienne Filtrat
* +100 ml
Séchage de chloroforme
Agitation pendant 10 min
Pesé I
Séparation par ampoule a décantation
ﬁ Phase chloroformique Phase aqueuse
+50 ml
de chloroforme
Callsctian & Agitation pendant 10 min
phases v
chloroformiques , . s 2z .
Séparation par ampoule a décantation
v v
.4 Phase chloroformique Phase aqueuse
+30 ml
de chloroforme
Agitation pendant 10 min
~ v
Evaporation i . o .
{ Séparation par ampoule a décantation
C‘(;'M J Phase chloroformique Phase aqueuse
Observassions sous lampe UV

Figure 10 : Procédé d’extraction des mycotoxines (Multon, 1982).
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3.1.4- Analyse par chromatographie sur couche mince (C.C.M)
3.1.4.1- Séparation chromatographique

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base qui permet une séparation
efficace des mycotoxines et leur identification avec une bonne précision. Elle se fait sur une
plaque de silica gel (gel de silice 60 F254) sur laquelle est déposé un spot de 20 ul d’extrait
chloroformique concentré et 5ul de solution standard d’aflatoxine B1 sur la méme ligne de
dépot. La plaque est ensuite placée dans une cuve chromatographique et trempée dans un
mélange de solvant d’élution constitué de toluéne, d’acétate d’éthyle et d’acide formique de
volume (5: 4:1 ml) respectivement (Multon, 1982). Aprés migration et évaporation du produit
d’élution a sec a I’aide d’un évaporateur, la plaque est examinée sous UV a 365 nm (Nagy et
Loutfy, 2002).

3.1.4.2- Calcul du rapport frontal (Ry)

Pour chaque spot, le rapport frontal est calculé par la formule ci-dessous, il est égal a la

distance parcourue par le constituant divisé par la distance parcourue par le solvant.

[ ]

d : Distance parcourue par le constituant

D : Distance parcourue par le front de I’éluant

Plusieurs facteurs peuvent influencer sur la valeur du Rfex : la qualité de I’adsorbant, la

qualité du solvant, la concentration de I’échantillon, la saturation de la cuve.
3.2- Extraction de molécules bioactives a partir de la plante lycium

3.2.1- Matériel végétal

Le matériel végétal est fourni par le Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et de
I’activité microbienne (LaMyBAM), ce matériel comprend des feuilles du genre lycium
récoltées a Djebel Chettaba, wilaya de Constantine (Figurell). Les feuilles, récoltées durant
le mois de Mars 2016, sont identifiées par le Laboratoire de Génétique, Physiologie,
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Biotechnologie végétal, en se référant au catalogue de la nouvelle flore d’Algérie et des
régions désertiques méridionales (Quezel et Santa, 1962-1963).

Figure 11 : Le Lycium (A). dans son milieu naturel ; (B). Les feuilles de la plante.
3.2.2- Préparation des extraits et extraction des biomolécules

Les feuilles de Lycium ont été bien nettoyées des impuretés, séchées a température ambiante
et a l'ombre pendant quelques jours, puis broyés a l'aide d'un mortier afin d’obtenir une
poudre, cette derniére est pesée (M=10g) et est mise a macération dans un mélange
hydroalcoolique (Méthanol / eau ; 80 / 20 ; V / V). Cette macération est répétée 2 fois avec
renouvellement du solvant chaque 24 heure. Le produit obtenu a subi une filtration a travers
du papier Wattman N°1. Le filtrat a subi des extractions successives de type liquide-liquide en
utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par I’Ether de pétrole, le
chloroforme, I’acétate d’éthyle puis n-butanol. Les deux phases organiques ainsi obtenues,
(acétate d’éthyle et butanol) sont concentrées a sec par évaporation rotative dans un rota
vapeur—Heidolph, sous pression réduite, puis pesées et conserver pour utilisation ultérieure
(figurel2).
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Filtration

Filtrat obtenue
| Ny

l Evaporation sous pression réduite 2 50°C de solvant
(MeOH)

{ Solution aqueuse ]

l Extraction lig-liq par I’éther de pétrole

[ Solution aqueuse délipidée ]

Extraction lig-lig par chloroforme (x3)

{ Phase aqueuse J

Séchage par Na,SO, + Filtration . i i
Extraction par I’acétatgd’éthyle (x1)

Filtrat
I Evaporation de chloroforme sous pression
) ) réduite a 50°C Ph J
( e ase aqueuse
Résidus .

Solubilisation dans le méthanol Sechage paxNaySO +Fitoation l

Filtrat
Evaporation d’acétate d’éthyle sous
pression réduite a 50°C
Résidus J
\

Solubilisation dans le méthanol

Figure 12 : le protocole d’extraction de différentes phases.
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3.2.3- Calcul du rendement

Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids de la

plante a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante:

R=PE/PA x 100

Oou
R= Rendement de l'extrait en pourcentage;
PE= Poids de I'extrait en gramme;

PA= Poids de la plante en gramme.

3.3- Etude in vivo de I’effet anti-hépatotoxicose de lycium

3.3.1- Animaux et conditions d’hébergement

L’étude de I’effet anti-hépatotoxicose de lycium a été réalisé avec un échantillon de 24 souris,
males, de variété Swiss albinos, agés de 1 mois et pesant 20 - 30 g, fournis par I’animalerie du
Département de Biologie Animale de I’Université des freres Mentouri, Constantine. Les
souries sont logées dans des cages en polyéthyléne et tapissées d’une litiere composée de
copeaux de bois. Ils sont tabulés dans les conditions standards d’éclairage et de température
(temps d’éclairage de 12 H par jour, température moyenne de 25°C). L’alimentation (orge,
mais, son, remoulage, soja, CMV : Complexe minéro-vitaminique) et I’eau sont fournies par

le méme département (EI-Agamy, 2010, Oryan et al., 2011).

3.3.2- Répartition des souris

Pour la détermination de I’effet protecteur de nos extraits, le protocole expérimental utilisé est
celui décrit par Deabes et al, (2012).

Les souris sont divisées en quatre lots constitués chacun de 06 souris. Les animaux sont traités
par per os (gavage) pendant 7 jours successifs comme suit:

Lot 1 : Représente le témoin non traité.

Lot 2 : Représente le lot traité par I’ Aflatoxine B1 (0.7 mg/kg de poids corporel).

Lot 3 : Représente le lot traité par I’ACT (500 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le
gavage par I’aflatoxine B1 (0.7 mg/kg de poids corporel).

Lots 4 : Représente le lot traité par le BUT (500 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le
gavage par aflatoxine B1 (0.7 mg/kg de poids corporel).
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3.3.3- Administration

L'administration est réalisée sur des souris conscientes par gavage oral a l'aide d'une sonde
rigide. La technique repose sur le principe suivant: bien tenir la souris pour qu'elle ne bouge
pas lors de l'administration, puis lui faire avaler la sonde. Une fois le bout de la sonde arrive a
son estomac la substance est injectée doucement (Figurel3).

L’extrait a été repris avec de I’eau physiologique a un volume constant de 0.2 ml de solution

par gramme de poids corporel des souris.

Figure 13 : Injection de I'extrait de Lycium par gavage oral.
3.3.4-Observations
Apres l'administration de toxine et de l'extrait, les souris sont surveillées en permanence
pendant 8 heures avec prise de notes sur les signes de toxicité apparents. Pour le reste de la
période de I'expérience qui est de 7 jours les souris sont surveillées quotidiennement pour
signaler s’il y a eu des morts ou des changements dans l'alimentation et la consommation
d'eau ou encore des signes comportementaux. Le 8éme jour, toutes les souris restantes sont
sacrifiés a la fin de I'étude.
3.3.5- Evolution du poids corporel des souris
L’évolution du poids des souris des différents lots est contrdlée deés le premier jour du
traitement jusqu’a la fin de la période du traitement. Il est impératif d’ajuster les doses de
traitement pour les lots chaque jour, selon le changement du poids afin de maintenir la méme

dose par kilogramme du poids corporel.
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3.3.6- Prélevement sanguin

La nuit du 7éme jour, tous les animaux sont mis & jeCine, Le lendemain (8°™ jour), Le
prélevement du sang est effectué a I’aide d’un tube capillaire d’hématocrite, a travers le sinus
rétro-orbital au niveau de la veine orbitale des rats anesthésiés par I’éther. Les échantillons du
sang, d'environ 1ml, sont recueillis dans des tubes contenant I'héparine utilisée pour les
analyses biochimiques. Les tubes a héparines sont centrifugés a 3000tr/10min et le sérum
obtenu est conservé a une température de -15 a-20°C jusqu'a son utilisation (Ben-Romdhane
et al., 2003).

3.3.7- Sacrifice des animaux

A la fin de la période du traitement (8°™ jour), les animaux sont mis & je(ine vingt-quatre
heures avant les manipulations. Aprés le prélevement sanguin, les souris sont sacrifiées par
dislocation cervicale, puis I’autopsie a été effectuée pour prélever le foie. Les foies ont été
rincés avec I’eau physiologique froide, séchés avec du papier filtre et pesés.

3.3.6- Détermination du bilan hépatique

Le bilan hépatique effectué consiste en un dosage dans le sérum des principaux marqueurs
moléculaires de lésions hépatiques, qui sont les transaminases, ASAT qu’il a une distribution
beaucoup plus large, dans le foie, le ceeur, les muscles squelettiques, les reins, son dosage
sanguin estime la partie cytoplasmique de cette enzyme, soit environ10% du total (Imbert et
al., 2003) et ALAT qui est présente essentiellement dans les hépatocytes, le cytoplasme, et
accessoirement dans les muscles et le rein. 1l n’y a pas d’iso-enzymes spécifiques d’un tissu
donné. Sa demi-vie d’élimination plasmatique est d’environ 45 heures (Dufour et al., 2000).
Aussi, les phosphatases alcalines (PAL) qui est le marqueur habituel de cholestase (Gopal et
al., 2000), qui est définie par I’atteinte des mécanismes d’excrétion biliaire. Les phosphatases
alcalines augmentent en cas de cholestase, mais également au cours de la croissance, de la

grossesse et en cas de Iésions osseuses (Gopal et al, 2000, Pratt et al., 2005).
> Principe de la réaction des transaminases

ASAT et ALAT catalysent le transfert des groupes d’alpha-aminés de I’acide aspartique ou de
I’alanine sur le groupe alpha-cétonique de I’acide cétoglutarique afin de produire I’acide
oxaloacétique et de I’acide pyruvique. L’activité des transaminases est proportionnelle a la
quantité de I’oxalate ou le pyruvate formé dans une période de temps définie et mesurée par
une réaction avec 2,4-Dinitrophényldrazine (DNPH) dans un milieu alcalin.
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» Principe de phosphatase alcaline
L’activité enzymatique de la PAL et déterminée selon la réaction suivante (Wenger et al., 1984,
Rosalki.,2005).
P- Nitrophénylphosphate + H2O —» P-Nitrophénol+ phosphate
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Résultats et discussion

4. Reésultats et discussion

Ce travail est basé sur I’étude de I’effet anti-hepatotoxicose de la plante médicinale du genre
Lycium vis-a-vis de I’Aflatoxine B1, une mycotoxine produite par une souche d’Aspergillus

flavus.
4.1-Production d’ Aflatoxine B1 par Aspergillus flavus

Cette étude repose sur deux aspects; I’aspect macroscopique et I’aspect microscopique.

4.1.1-Caractéres culturaux et morphologiques d’A. flavus

L’étude macroscopique d’A. flavus est réalisée a I’eeil nu aprés 7 jours d’incubation, sur
gélose PDA a température optimal (25+2°C). En effet, A. flavus se développe rapidement
(2a3 jours), sur cette gélose, la forme des colonies est duveteuses a poudreuses, d’abord
blanches, puis jaune, puis vert-jaune. Le revers incolore. Ces observations sont rassemblées

dans le tableau? et la figurel4 ci-dessous.

Tableau 2 : Caracteres macroscopiques d’Aspergillus flavus.

Vitesse de Délai de culture Température Aspect
Croissance d’incubation

Recto (surface) : Colonies
rapide (48h-72h) 2 a3jours 28°C duveteuses a poudreuses, de
couleur verte-jaunatre.
Verso (revers) : Incolore

Figure 14 : Aspect des colonies d’A. flavus sur milieu PDA: (A). face ;(B). Revers.

Par ailleurs, I’étude microscopique de la souche en question, a permis d’observer un
mycélium cloisonné, une téte aspergillaire constituée d’une vésicule sphérique, sur laquelle

sont formées les phialides portés sur des métules (téte bisériée), chaque phialide produit des
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conidies globuleuses a subglobuleuses, vert pale, échinulées. Les tétes aspergillaires sont
portées sur des conidiophores hyalin, (figurel5). Toutes ces observations, a savoir;
macroscopiques et microscopiques, corroborent ceux de Tabuc, 2007, qui indiquent qu’elles
appartiennent a Aspergillus flavus.

Figure 15 : Aspect microscopique d’Aspergillus flavus sous microscope optique : (A). a grossissement
x40, (B). a grossissement x 100.C: conidies ; CP: conidiophore ; V: vésicule ; M: métule ; Ph:phialide.

4.2-Fermentation sur milieu YES

Apres 14 jours d’incubation dans I’obscurité a 25°C, un bon développement de la souche a été
observé sur le milieu YES, cela est confirmé par la mesure du poids sec apres filtration et
séchage qui est estimés a 69.2g/l. Selon la littérature consultée, le milieu YES favorise la
métabolisation secondaire et induit les réactions anabolisantes conduisant a la production des
mycotoxines. 1l est aussi adapté pour la production des niveaux plus élevés d'aflatoxine que
les d'autres médias (Davis et al., 1966).Dans une autre étude, Ggaleni et al, 1997 ont montré
que, sur milieu YES, a une aw de 0,9, A. flavus se développe dés 20°C, et la production
d’aflatoxines se fait a partir de 25°C et est optimale & 30°C.La toxinogenese dépend
également de la nature chimique du substrat dans ou sur lequel se développe I’espéce
fongique.

4.2.1-Extraction des aflatoxines

4.2.1.1-Filtration

A la fin de la période de fermentation (14 jours), la biomasse formée est éliminée en filtrant la
culture obtenue a travers du papier filtre type Wattman N° 01 (figurel6).
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Figure 16 : Filtration du la culture obtenue sur papier wattman N° 01.

4.2.1.2-Extraction

Le mélange (chloroforme et filtrat) est bien agité a I’aide d’un agitateur magnétique pendant
30 minutes. La séparation de la phase aqueuse de celle chloroformique est obtenue apres avoir
laissé le tout se décanter dans une ampoule a décantation (figurel7) ; une aqueuse en haut de
I’ampoule et I’autre chloroformique en dessous de celle-ci.

Phaseaqueuse

Phase chloroformique

Figure 17 : Décantation dans une ampoule a décanter.

L’extraction d’aflatoxine a été réalisée par le chloroforme ou I’aflatoxine est récupérée a
partir de la phase chloroformique. Aprés la concentration par évaporation au Rotavapeur
ab0°Cavec une légére rotation (150 rpm), ceci a permis d’obtenir I’extrait recherché qui se
présente sous forme d’un film de couleur vert sur la paroi du petit récipient (figurel8).
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Figure 18 : Extrait chloroformique aprés concentration.
4.2.1.3-Séparationpar chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer plusieurs spots, apparus sous
formes de taches colorées apres révélation sous lumiere UV a une longueur d’onde de365 nm
(Nagy et Loutfy, 2002). Cette technique a montré que I’extrait chloroformique contient
plusieurs molécules, avec différents rapports frontaux. Apres comparaison avec le spot obtenu
par la solution standard d’aflatoxine B1 (pure), il s’est avéré que notre extrait comprend
I’AFT B1 qui donnent une Fluorescence bleue et un Ry=0.38 (figurel9). Les aflatoxines sont
des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330), tres peu solubles dans I’eau, insolubles
dans les solvants non polaires. Trés solubles dans les solvants organiques moyennement
polaires (chloroforme et méthanol), elles sont assez facilement extraites. Sous lumiere ultra-
violette (UV longs), elles sont fluorescentes (bleue pour les AFB "blue™ et verte pour les AFG
"green”, I’AFM1 ayant une fluorescence bleu-mauve) (Asao et al, 1965).D’aprés I’étude faite
par Dorner et ses collaborateurs, 1984, I’Aspergillus flavus produit principalement
I’aflatoxineB1 et B2 alors qu’il ne produit habituellement ni d’aflatoxine G1 ou G2.
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Front de
I’éluant

Dépot _de Dépot de standard L!grje de
I’extrait d’AFT B1 depot

Figure 19 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots d’AFT B1 produite par A. flavus
apres 14 jours de fermentation. Séparée sur gel de silice par I’éluant toluéne, acétate d’éthyle et I’acide
formique de volume (5 : 4 : 1) respectivement sous lumiére UV 365.

4.3- Extraction de molécules bioactives a partir de la plante lycium

Apres le nettoyage, séchage et broyage des feuilles de Lycium, la matiére végétale obtenue est
mise & macération pendant 24h (2 fois) suivie d’une filtration. La solution obtenue, a subi des
extractions successives de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante,
deux phases sont obtenues a savoir : une phase aqueuse inferieur et une phase organique
supérieur (de I’éther de pétrole). La phase organique, ainsi obtenue, a subit une série
d’extraction par des solvants de différentes polarités (chloroforme, I’acétate d’éthyle puis n-
butanol) donnant naissance a d’autres phases organiques selon le solvant utilisé
(figures20.21.22).
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Phase aqueuse

Phase chloroformique

Phase organique

Phase aqueuse

Phase organique

Phase aqueuse

Figure 22 : Extrait a partir des feuilles de Lycium dans la phase butanolique.
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Apres évaporation des extraits obtenus, le calcul du rendement en extrait de plante a montré
que I’extrait butanolique représente le rendement le plus élevé par rapport a I’extrait d’acétate
d’éthyle (figure23).

45

35

25

rendment %
N

15

0,5

ACT BUT

Figure 23 : Histogramme rendement de I’extrait.
4.4-Etude in vivo de I’effet anti-hépatotoxicose de lycium

Cette étude a été consacrée a I’évaluation in vivo de I’effet anti-hepatotoxicose de I’extrait
(ACT, BUT) de lycium, en utilisant des souris males de type Swiss albinos, aprés les avoir
exposées a I’Aflatoxine B1 (0.7 mg/kg) par voie orale. Plusieurs paramétres sont pris en
considération en I’occurrence: la variation du poids corporel de I’animal, du poids de foie et
I'activité enzymatique des enzymes hépatiques.

4.4.1-Signes de toxicité

En comparaison avec les témoins, et apres une semaine de I’application, une mortalité a été
observée chez les souris males traités par I’AFB1, accompagnée par la présence de signes
physiques de toxicité tel que: perte d'appétit, faiblesse, respiration laborieuse, perte
d'équilibre, accélération du rythme cardiaque, convulsion, paralysie totale, et coma. Ces
signes sont dus, vraisemblablement, a I’intoxication par I’Aflatoxine B1.En revanche, Les
souris traités par les extraits ACT et BUT aucun signes d’intoxication n’a été observé. Aussi
I’intoxication aigue par les aflatoxines peut se manifester par un malaise, une perte de
I’appétit puis un ralentissement du gain de poids (Gita, 2005).
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L’Aflatoxicose aigué, associée a des doses extrémement élevées de [I’aflatoxine, est
caractérisé par des hémorragies, une destruction aigue du foie et un taux élevé de mortalité
chez les rats. Les premiers symptémes d’exposition d’infection a haut niveau a I’aflatoxine
comprennent la diminution de I’appétit, un malaise. L’exposition a des concentrations élevées
d’aflatoxine B1 est associée a un risque accru de développer le carcinome hépatocellulaire, ou
cancer du foie, ainsi que les troubles de la fonction immunitaire et la malnutrition et une
croissance ralentie (Garcia et Cotty, 2010).

4.4.2-Poids corporel

L’évolution du poids corporel des souris au cours de la période de traitement est suivi chaque
24haures. En effet, le poids corporel du groupe traité par I’AFB1 a connu une diminution
importante entre le 1% et le 7°™ jour. Par contre, les témoins ont présenté une évolution
normale de leurs poids, évaluée a 10.24 % par rapport au premier jour, alors que le gain du
poids est sensiblement remarquable. Enfin, les deux lots traités par les extraits ACT et BUT,
traduisant une légere récupération de poids, cette augmentation n’est pas importante par

rapport au poids initial (figure24).
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Figure 24 : Evolution du poids des souris témoins et traités durant une semaine.

Le changement du poids corporel au cours de 7 jours est utilisé comme un indicateur des
effets indésirables des composés chimiques (Hilaly et al. 2004). La perte du poids est corrélée
a I’état physiologique de I’animal, et le mode d’administration, Cette réduction du poids peut
étre expliquée par une réduction de la consommation des aliments, mais aussi par les
possibilités d’interactions dose/absorption et par la diminution de la quantité de nourriture
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absorbée. Ces résultats sont en accord a ceux obtenus par Galtier et al, 1974, qui révélent
que I’intoxication du rat par I’AFB1 entraine une altération de la croissance pondérale, la
persistance de I’effet toxique et probablement la rémanence de la toxine dans I’organisme.
Ces résultats sont aussi similaires & ceux cités par Bodin et al., 1975 ; Hatey, 1977 et
Molinie,2004. En ce qui concerne les rats intoxiqués par I’AFB1, Hanak, 2002 avait
démontré I’existence d’un ralentissement de la croissance, voire une toxicose hépatique chez
les animaux d’élevage. D’un autre coté, les études de Pohland et al, 1992 ; Pfohl-Leszkowicz
et al., 2002; Pfohl-Leszkowicz et Castegnaro, 1999 ont montré [I’effet délétére des
mycotoxines sur différents organes tels que, les intestins, ceci peut conduire a une mauvaise
rétention des éléments nutritifs au niveau de [I'épithélium intestinal et par conséquent une

diminution du poids corporel.

4.4.3-Poids du foie

Le deuxieme constat de I’analyse de nos résultats révele que le groupe des toxines fongiques
(AFB1) a présenté des valeurs prééminentes concernant le poids du foie. Le poids du foie
des souris traités par AFB1 montre une diminution par rapport au poids du foie des souris
témoins. Cette diminution (figure25), est due probablement a une intoxication par
I’AFB1consommeée durant le traitement, qui peut étre expliquée par la destruction des cellules

hépatiques (hépatite nécrosante)

Chez les souris traités par extrait ACT et BUT utilisé comme un hépato-protecteur, on
remarque que le poids du foie est Iégérement supérieur par rapport au lot traité par I’AFBL1.
Cette constatation est peut étre due a I’effet du traitement appliqué qui aide a réparer ou
préserver les lésions des cellules du foie induites et facilite le rétablissement d'une nécrose
hépatique.
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Figure 25 : Effet de I’ AFB1sur le poids des foies des souris traitées.

Dans le cas de I’AFB1 I’intoxication aigue peut provoquer des signes importants de Iésions du
foie pouvant induire des congestions voir méme des hémorragies pouvant étre a I’origine
d’encéphalopathies et d’cedémes pouvant entrainer la mort de I’animal sous I’action d’une
hépatomégalie au bout de quelques heures voir quelques jours. Dans le cas le plus fréquent
d’Aflatoxicose chronique, le foie reste la principale cible (Gita, 2005). L’action de I’AFB1
peut prendre d’autres proportions une fois ingérée. En effet I’aflatoxine B1 est dégradée et les
substances qui en résultent sont parfois plus toxiques que la mycotoxine ingérée

(Yiannikouris et Jouany, 2002).

4.4.4-Dosage de transaminase

Les transaminases sont des marqueurs biologiques d’une atteinte hépatique et de la nécrose
hépatocytaire. Elles sont de nature enzymatique, dont le rdle consiste a transférer un groupe
amine lors des nombreux processus chimiques qui se déroulent au niveau hépatique. La
localisation de ces hormones est surtout hépatique (dont ils refletent la fonction de
dégradation et d’épuration), mais aussi musculaires notamment le muscle cardiaque qui est le
plus riche en ASAT.

Nos résultats montrent une augmentation significative des concentrations moyennes (hyper-
transaminasémie) des ALAT et ASAT chez les souris intoxiquée par I’AFB1 par rapport aux
lots de souris témoins (figure25).En effet, le pourcentage de I’augmentation est de I’ordre de
57.55% pour I’ALAT et de 69.59% pour I’ASAT en comparaison avec les animaux témoins.
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Cette augmentation des transaminases pourrait étre expliquée par une cytolyse hépatique
comme il a été préconisé par Reynier, 2011.

Ces résultats sont en accord a ceux de Broska et al, 2003 et Nemmiche et al., 2007. En effet
ces auteurs ont signalés une augmentation significative des transaminases chez les lots de rats

intoxiqués au cadmium suite a une atteinte hépatique

De plus, I’élévation des enzymes hépatiques, I’aspartate amino transferase et I’alanine amino
transferase sont généralement associés a une blessure du foie ou une inflammation des
cellules hépatiques (Cheng et Kong ,2011). L’ AFBL1 est une source d’hypertrophie hépatique,
ce qui confirme I’hépatotoxicité connue de cette mycotoxine (Tung et Hamilton, 1973;
Moreau, 1994 ; Denli et Okan, 2006).Etant donné que la cytolyse hépatique est l'un des
principaux et premiers signes de I’hépatotoxicité, nous sommes partis du principe que les taux
plasmatiques des transaminases hépatiques ASAT et ALAT, devraient forcément augmenter
sous l'effet de toxine B1 (Dorosz, 2003).

Dans ce travail, le taux de I’ASAT des animaux traités par I’extrait ACT et BUT, est 9.91%,
2.71%, respectivement. Tandis que le taux de I’ALAT des animaux traités par I’extrait ACT
et BUT est 35.56% pour les deux extraits. Ces taux sont inférieur a ceux des ASAT et ALAT
des animaux traités par AFB1 et proches a ceux des souris témaoins.

L’effet hépato-protecteur des extraits ACT et BUT de lycium est justifié par le taux normal de
I’ALAT et I’ASAT. Cette propriété de lycium s’explique par sa richesse en composant
chimique tels que des peptides cyclique, un glycoside dérivé du tryptophane, des alcaloides,
des acides phénolique et des flavonoides (Quercétine-3-O-rutinoside, Kaempherol-3-O-
rutinoside, acide caféique, acide vanillique et d’autres)(Maitre,2011) et les composés
particuliers au lycium a savoir: les polysaccharides qui sont des glycoprotéines formées par un
hétéroside et conjugue avec une chaine polypeptidique.

Il est important de signaler que peu de travaux sont réalisés sur les feuilles de lycium, la
majorité des travaux est faite sur la baie de goji (fruit) (Luq et al, 2004).

Le lycium est utilisé pour nourrir le foie, il bloque les dégats des toxines, en inhibant la
peroxydation lipidique des cellules du foie et empéche la pénétration des toxines en
compétition pour les mémes sites récepteurs sur les membranes cellulaires, plusieurs études
ont montré I’effet hepato-protecteur des polysaccharides de lycium(LP) via son action
antioxydante (Xiaq et al., 2012)
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Le stress oxydatif hépatique résulte par la formation d’espéces réactives de I’oxygéne et par la
réduction de la capacité antioxydante, entrainant par conséquent une peroxydation lipidique,
cette derniére est elle-méme responsable de désordre des cellules hépatiques. Dans une étude
faite sur des rats sains sans traitement, des rats traités par de I’éthanol et un groupe de rats
alcoolisé, supplémenté en polysaccharides de lycium(LP), les résultats obtenus, confirme la
présence d’un stress oxydatif et d’une augmentation de la peroxydation lipidique pour les rats
sous éthanol, par rapport au groupe traité. L’activité des enzymes antioxydant diminue et le
taux de MDA augmente dans le groupe sous alcool, par apport au groupe traité par les LP, ces
résultats refletent I’action protectrice de ce dernier sur le stress oxydatif dans le foie (Cheng
et Kong, 2011)

Les concentrations sériques de ces enzymes sont moins importantes dans le groupe
supplémenté en LP, ces résultats confirment le réle des LP dans la prévention des dommages
hépatique (Cheng et Kong, 2011), les LP ont montré des effets préventifs sur les dommages
induits sur le foie par alimentation riche en graisse (Wu et al., 2010). Une action
supplémentaire des LP dans la protection du foie a été démontrée dans une autre étude portant
sur I’inhibition de I’expression de I’enzyme cytochrome p405des hépatocytes (Guet al., 2007
; Xiaq et al.,2012).

4.4.5-Dosage de phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline permet de dépister toute pathologie se rapportant a I’os et au foie,
son dosage est spécifique aux intoxications hépatiques et celle des voies biliaires. (Millan.,
2005).

L’Augmentation de taux de I’activité PAL est un signe d’atteinte des voie biliaires observé au
cours des hépatites, des cholestase ou des tumeurs comme elle peut étre un symptéme de
diverse maladie de I’os (Millan et al.,2005).

En comparaison avec les témoins, I’analyse de nos résultats montre également une
augmentation importante de l'activité PAL (figure26) chez les souris traitées par I’AFB1 avec
un taux de 83%. En revanche la concentration de la PAL est située dans la norme (en se
référant au témoin) chez les souris traitées par I’extrait ACT et BUT avec un taux de 5.51% et
30.71% respectivement.

L’augmentation de la Phosphatase alcaline est un signe de dysfonctionnement biliaire (atteinte
hépatique choléstatique) causée, probablement, par I’AFB1. Cependant, la diminution de la
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PAL apres traitement avec les extraits de lycium indique que ces derniers exercent un effet
hepatoprotecteur.

Dans le syndrome de cholestase, (la diminution ou l'arrét de la sécrétion de bile par le foie),
I’activité de la PAL s’éléve, a cause de I’augmentation de la synthése de I’enzyme stimulée.
Cependant, en pratique, I’augmentation de I’activité des amino-transférases et de la PAL sont
fréquentes dans les pathologies hépatiques (Lullmann et al., 1998). Dans le syndrome de
cholestase primaires, il peut y avoir des lésions hépatocellulaires secondaires et une élévation
subséquente de I’activité de y GT a la fois dans un marqueur trés sensible mais non spécifique
de pathologie hépatique. Ainsi, méme si certains profils enzymatiques sont fréquemment
observés dans des pathologies hépatiques variées, ils ne sont pas véritablement diagnostiques.
L’enzymologie clinique est trés utile dans le suivi des pathologies, une fois le diagnostic pose
(Marchall et Bangert ; 2004).
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Figure 26 : Paramétres sériques de I'évaluation de la fonction hépatique (GPT, GOT et PAL) des
souris traités par la dose de 500mg/kg de I’extrait ACT et BUT et témoins dans les conditions de la
toxicité aigle par la dose de 0 ,7mg/kg de I’AFBL.
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5. Conclusion et perspectives

Dans ce travail, I’effet hépatoprotecteur de la plante lycium contre I’aflatoxine B1, est étudié
sur des souris male du genre Swiss albinos. La production d’AFB1 par Aspergillus flavus,
analysée par CCM, a révélé la présence de spots de couleur bleu et d’un Rf égal a 0.38,
relative a I’aflatoxine B1.

L’étude, in vivo, de I’effet I’hépato- protecteur des extrait ACT et BUT de la plante en
question, nous a permis de monter que I’administration d’aflatoxine B1 a une dose de 0.7
mg/kg chez les souris pendant 7 jours, provoque une hépatotoxicité et perturbe quelques
paramétres biochimiques sériques liés a la fonction hépatique traduite par une augmentation
des taux sérique de I’ALAT , ’ASAT et la PAL .

D’autre part, I’administration concomitante de I’extrait N butanolique (BUT) et de I’extrait
acétate d’éthyle (ACT) de lycium a une dose de 500 mg/kg provoque une nette amélioration
et normalisation des taux sériques de I’ALAT, I’ASAT et PAL et du statut hépatoprotectrice.

Il ressort de cette étude que la plante lycium est une plante prometteuse dans le domaine
phytothérapeutique vu sa richesse en molécules bioactive et vu sa capacité protectrice vis- a-
vis I’hépato-toxicité. Cette plante peut aussi attribuer a I’amélioration de la viabilité et la
régénération des cellules hépatiques.

Les perspectives du présent travail sont encore nombreuses sur ce sujet. Il serait intéressant de
confirmer nos résultats par le dosage d’autres paramétres a savoir; les parametres
biochimiques (Albumine, y Glutamyl transférase glucose, triglycéride, cholestérol) et les
enzymes de stress oxydatif (GSH-Px, SOD,...). Il est important aussi de procéder a une étude
histologique des organes (rein, foie, cceur) afin de localiser les nécroses causées par
I’administration de I’AFB1. Enfin I'identification compléte des molécules impliquées dans cet
effet hépato-protecteur, ainsi que le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) intervenant dans les effets

pharmacologiques observés sont important a réaliser.
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6. Abstract

A medicinal plant Lycium has been exploited in this work, for its effect hepato protective
against the mycotoxin AFB1 produced by the strain of Aspergillus flavus.

The mycotoxin production in YES medium by A. flavus showed the presence of AFB1,
analyzed by the thin-layer chromatography and confirmed by adding a standard molecule.

On the other hand, the production of bioactive molecules by the lycium plant was carried out
by butanol extraction and extraction with ethyl acetate. The yield of the extracts obtained in
this case; BUT and ACT extract is 4.54% and 2.03% respectively.

Furthermore, the evaluation in vivo of the effect hepato protective of the plant, conducted in
male mice of the genus Swiss albino, showed that the administration of aflatoxin B1 for 7
days at a dose of 0.7 mg / kg causes hepatotoxicity and induces disruption of some serum
biochemical parameters namely; ALT, AST and ALP. On the other hand, the administration
of N-butanol extract (BUT) and ethyl acetate (ACT) extract of lycium at a dose of 500 mg / kg
caused a remarkable improvement, standardization of rate serum ALT, AST and ALP and the
hepatoprotective status.

Keywords: Lycium, Aspergillus flavus, Aflatoxin B1, hepatotoxicity, ALAT, ASAT, PAL.
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Annexe

Annexe 1

Composition des milieux de cultures

Potato Dextrose Agar (PDA)

POMME A8 I . . ettt et et e e e e e e e e e,
(] [FTo0 1T
AN . e

Bau distille. ...v et e e e e e s

pH =6.6

Yeast Extract Sucrose (YES)

Extrait de levure en poudre..........oooeeii i,
R [0 (0 1=
Litred’eau distillé...... ...

La stérilisation du milieu se fait a 121°C pendant 20 min.

pH =55

Solution d’eau physiologique

[N 1] PR

Bau distille. ...v et e e e e e s

209
1000 ml

.10 g/l
..20g/1

Yl

.99

........ 1000 ml



Tableau Taux des transaminases chez les souris témoins d’AFT B1 et traités.

Annexe 2

Annexe

Parametres ALAT (TGP) ASAT (TGO) PAL
lots (1045 u/L) (1045 ull) (45-129 u/L)

B1 (4éme jours) 767 1007 1407
B1 (5éme jours) 1367 1487 1657
BUT (5éme jours) 25 19 117
BUT (8éme jours) 12 57 59
ACT (5éme jours) 26 16 155
ACT (8éme jours) 29 17 84
ACT (8éme jours) 3 43 135
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