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Introduction

Introduction

L'oxygene moléculaire présente la particularité d’étre un ¢lément indispensable et toxique
a la fois pour ’'Homme. Ainsi, I’oxygéne moléculaire peut se transformer dans 1’organisme en
anions superoxydes, pour générer d’autres espéces réactives oxygénées (ROS) (Daum-
badouard, 2006) et il peut également générer d'autres radicaux libres a partir de l'azote, classés
dans la famille des especes réactives d'azote (RNS) de nature radicalaire ou non. (Li et al, 2013)

Les radicaux libres (RL) sont des atomes ou des molécules fortement réactives avec des
électrons non appariés dans leur orbitale externe. (Omodanisi et al, 2017), comme I'anion
superoxyde (O2:-), I'eau oxygenée (H20.), le monoxyde d'azote (NO-), le radical hydroxyle
(-OH) et le peroxynitrite (ONOO -). ( Singh et al, 2015)

Les (RL) sont issus de sources endogénes exemple la mitochondrie, les cellules
phagocytaires, et de sources exogenes exemple la pollution, 1’alcool, les métaux de transitions,
certains médicaments et aussi les radiations. Les radicaux libres ont gagné de I'importance dans
le domaine de la biologie, en raison de leur réle central dans des conditions physiologiques
diverses aussi bien que dans leur implication dans une gamme diverse de maladies. (Phaniendra
et al, 2015)

Les radicaux libres sont liés a plus d’une centaine de pathologies comme 1’athérosclérose,
le diabete, les maladies cardiovasculaires, pancréatiques et maladies du foie, des troubles
communs, la fibrose cardiaque, le syndrome de détresse respiratoire aigu, des maladies
neurologiques (la sclérose latérale amyotrophique, la maladie de parkinson et la maladie
d’Alzheimer), vieillissant et le cancer. (Hassan et al, 2017)

Dans les cellules intactes, il existe un équilibre entre la formation et 1’¢limination des
radicaux libres. Cependant, cette balance peut s’orienter vers la formation excessive des radicaux
libres ou quand la concentration des antioxydants diminue. Cet état est appelé «le stress
oxydatif », et il peut d’autre part provoquer de sérieux dommages si ce dernier est massif et
prolongé. (Shinde et al, 2012)

Pour équilibrer la balance du stress oxydant, I’organisme a développé ses propres systémes
de défense antioxydants. Parmi ces systémes, on a les systemes enzymatiques, notamment le
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la gluthation peroxydase (GPX), et les
systéemes non enzymatiques exemple le gluthation (GSH) et le coenzyme Q10, sans oublier les
antioxydants d’origine végétale comme les flavonoides, la famille des tocophérols, ’acide
ascorbique et les caroténoides. (Laguerre et al, 2007)

Les ROS et les RNS, a des concentrations physiologiques, peuvent accomplir une variété
de fonctions bénéfiques dans I’organisme, telles que la régulation de la transduction des signaux,
I'induction de la réponse mitogénique et la participation a la défense contre les agents infectieux.
(Li et al, 2013). A des concentrations élevées, ils endommagent les macromolécules comme
I’ADN, les protéines et les lipides. (Santo et al, 2016)

L’oxydation des lipides polyinsaturés, en présence d’oxygene, est un processus radicalaire
de réactions en chaines, connue sous le nom de peroxydation lipidique (LPO), qui se décompose
en trois étapes : ’initiation, la propagation et la terminaison (Michel et al, 2008). Ce processus
produit une série de substances potentiellement toxiques comme le malondialdéhyde (MDA) et
les isoprostanes. (Cai et al, 2017)



http://www.mdpi.com/search?authors=Jie%20Li&orcid=
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Omodanisi%20EI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333074
http://journal.ashspublications.org/search?author1=Sukhvinder+Pal+Singh&sortspec=date&submit=Submit
http://www.mdpi.com/search?authors=Jie%20Li&orcid=

Introduction

Le foie est un organe de métabolisme, et constitue une cible majeure pour les ROS. Il
joue un role vital dans plusieurs fonctions physiologiques. Les pathologies du foie sont causées
généralement par la surcharge en xénobiotiques, comme l'alcool et le tétrachlorure de carbone
(CCly). (Laouar et al, 2017). 1l est largement utilisé dans les modeles expérimentaux des
animaux. Son mécanisme hépatotoxique a été profondément étudié depuis 1967, y compris
I'utilisation des modeéles in vivo d'empoisonnement par le CCls (Yoshioka et al, 2017; Weber,
2003)

Le CCls ne peut pas agir isolément pour induire une cytotoxicité hépatique. Ses
métabolites (le trichlorométhyle CCl's et le peroxyle trichlorométhyle -OOCCI 3) induisent une
augmentation des concentrations de lipoproxyde et de radicaux libres de peroxyde qui sont
responsable de la peroxydation lipidique. (Khan et al ,2012)

Beaucoup d'études ont indiqués que des substances naturelles des plantes médicinales, ont
manifestés une forte activité antioxydante, qui pourrait agir contre les dégats du foie induits par
le CCls, parce qu'elles contiennent beaucoup de boueurs des radicaux libres comme les
flavonoides et la vitamine E. (Laouar et al, 2017) Cette derniere est un antioxydant lipophile clé
essentiel chez les humains, protecteur des acides gras polyinsaturés (AGPI) et les membranes
cellulaires en empéchant la peroxydation lipidique. (Raederstorff et al, 2015)

Le sulfate de fer (FeSO4) a été utilise comme un outil pour inciter la peroxydation
lipidique dans les hépatocytes in vitro. (Oloyede et al, 2012). C’est un solide cristallin anhydre a
température et pression ambiante, facilement soluble dans I'eau froide, est facilement hydratable.
Il fait partie de la liste des médicaments essentiels de I'organisation mondiale de la santé, et il est
utilisé comme un supplément alimentaire.
https://fr. wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_fer(ll).

Notre problématique consiste en I’apparition de la peroxydation lipidique, qui peut étre
produite par le FeSO4 et le CCls, qui sont utilisés dans le domaine médical. Ces substances
peuvent altérer les membranes des hépatocytes et par conséquent, elles provoquent des dégats
hépatiques. On a essayés d’empécher les effets toxiques du FeSO4 et du CCly, par I’utilisation de
deux substances d’origine végétales (un extrait butnolique d’une plante médicinale riche en
polyphénols n-BuOH et la vitamine E).

Beaucoup d'études ont indiqués que des substances naturelles des plantes médicinales, ont
manifestés une forte activité antioxydante, qui pourrait agir contre les dégats du foie induits par
le CCls, parce qu'elles contiennent beaucoup de boueurs des radicaux libres comme les
flavonoides et la vitamine E. (Laouar et al, 2017) Cette derniéere est un antioxydant lipophile clé
essentiel chez les humains, protecteur des acides gras polyinsaturés (AGPI) et les membranes
cellulaires en empéchant la peroxydation lipidique. (Raederstorff et al, 2015)

L’objectif de cette étude, consiste a doser un paramétre tissulaire (le MDA), afin d’évaluer
les variations protectrices d’un extrait butanolique (N-BuOH) d’une plante médicinale, contre la
peroxydation lipidique induite in vivo et in vitro, comparativement a la vitamine E.
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I-  Le stress oxydant

1- Définition

"Le stress" est un terme général qui a été d'abord employé dans un contexte biologique par
I'endocrinologiste Hans Selye en 1936, pour décrire la réponse physiologique inadéquate d'un
organisme. (Schiavone et al, 2013). Le stress occupe une place importante dans la recherche
biologique actuelle. L'intérét considérable porté a ce domaine est justifié par les multiples
implications des ROS dans diverses pathologies, comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. C'est pourquoi la recherche fondamentale du stress
oxydant s'efforce a déchiffrer les bases moléculaires des agressions oxydatives provoquées par
les ROS, ainsi que les systéemes physiologiques de protection et de réparation des lésions
d’origine oxydatives. (Enoiu, 2001)

Dans I’ensemble des tissus sains, la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre, cet
équilibre est important pour I’homéostasie de la cellule
http://grenet.free.fr/fjtreize/Entraineurs/Documents/OHB/Stress_oxydant.pdf.

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systémes de défense antioxydants et la
production des RL. Ce déséquilibre peut étre dd a un déficit nutritionnel en antioxydants, a une
surproduction endogénes ou a une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants.
(Collard, 2014)

Ce déséquilibre endommage des macromolécules, des cellules, des tissus, des organes et
I'organisme dans I'ensemble. Une fois qu'il y a des dégats a ces macromolécules, leurs fonctions
essentielles dans le métabolisme cellulaire sont changées aboutissant a la manifestation de
beaucoup de maladies. (Kumar et al, 2017)

Pro-oxidants

Figure N°1: La balance oxydants/anti-oxydants en équilibre. (Reuter et al, 2010)

2- Les symptomes du stress oxydatif

Il n'y a pas de symptémes officiellement reconnus du stress oxydatif. Cependant, selon des
études récentes, les symptdmes peuvent inclure la fatigue, des maux de téte, la sensibilité au
bruit, perte de mémoire, douleurs musculaires et articulaires, les rides et les cheveux gris, trouble
de la vision et une diminution de I'immunité. (Szalay, 2016)

3- Les sources de radicaux libres
Les ROS et les RNS sont générés a partir de sources endogenes ou exogenes. Les radicaux
libres endogénes sont produits de la chaine respiratoire mitochondriale, I'inflammation, I'exercice
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excessif, I’ischémie, l'infection, le cancer et le vieillissement. Et les ROS exogénes sont le
résultat de la pollution de l'air et de I'eau, la fumée de cigarette, I'alcool, des métaux de transition,
de certains médicaments, des solvants industriels, et les radiations. (Hrycay et al, 2015)

3-1 : sources endogenes
La mitochondrie est considérée comme une source majeure des ROS. Il est évalué que 2-3
% d'O2 consommeé par la mitochondrie sont incomplétement réduits. (Mohammed et al, 2015)

" = - \ - Proton gradient

,,,,,

‘ (1/2)0, + 2H"
NADPH + H” NAD"' Succinic acid H
o ADP + P, ATP

ROS

La figure N°2 : Le transport électronique a travers la chaine respiratoire mitochondriale et la
production des ROS. Complexel: NADH déshydrogénase, Complexe Il : succinate
déshydrogénase, Complexe Il : Coenzyme Q-cytochrome c réductase, Complexe IV :
Cytochrome ¢ oxydase, CoQ10 : Coenzyme Q10. (Li et al, 2017)

Les complexes I-1V sont localisés dans la membrane interne mitochondriale. Pendant la
chaine respiratoire, si le complexe Il ne peut pas recevoir des électrons de CoQ10, les électrons
seraient acceptés par Oz, qui pourrait produire les ROS et aboutir au stress oxydatif. (Li et al,
2017)

Les cellules phagocytaires sont une autre source importante d'oxydants, elles libérent des
produits toxiques, qui incluent le monoxyde d’azote (NO®), le peroxyde d’hydrogéne (H203) et
I'anion super oxyde (O2*"). (Baskaran et al, 2017)

L’apoptose est un processus de la mort cellulaire programmée. Elle active le Bcl-2; un
groupe de protéines qui stimule le Bax, qui cause la fuite de cytochrome c. Ce cyt ¢ se lie a
Apaf-1 et forme I’apoptosome. Ceci active la caspase 9 et finalement, cause la dénaturation de
protéines et la phagocytose de la cellule, d’ou la génération des ROS. (Noori, 2012)

Le systéeme microsomal monooxygénase cytochrome P450-dépendant (MMO) est I'un des
principales sources des ROS dans le réticulum endoplasmique, notamment le H2O>. (Di Meo et
al, 2016 ; Zeeshan, 2016)
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La plupart des cellules sont capables de produire des radicaux superoxydes O2*" via une
activité NADPH oxydase membranaire (NOX), elle catalyse la réduction monoélectronique de
1’02 en utilisant le NADPH ou le NADH comme donneur d’électrons :

NAD(P)H+20, ——» NAD(P)+H+ + 20°*; (Migdal et al, 2011)

Defense contre

1 Les microorganismes

Figure N°3: La NADPH Oxydase (Nox-2) des phagocytes (Cillard, 2011)

Comme un neurotransmetteur, la dopamine (DA) est stable dans la vesicule synaptique.
Quand il y’aura un exces de DA dans le cytosol, il sera a I'extérieur de la vésicule synaptique.
DA est facilement métabolisée via I'oxydase mono amine (MAO) qui conduit & la production
d’H202, ou par l'auto oxydation pour produire les ROS. (Mohammed et al, 2015)

3-2 : Sources exogenes

Les espeéces réactives d'oxygene peuvent étre produites par des processus exogenes. Les
sources environnementales comprennent les rayonnements ionisants, et les polluants comme les
produits chimiques qui favorisent la formation des superoxydes tels que les quinones, les
nitroaromatiques et les herbicides (par exemple le paraquat).

La fumée de cigarette contient des composés organiques et de nombreux radicaux, comme
le superoxyde et I'oxyde nitrique.

Les ions de métaux lourds, tels que le fer, le cuivre, le cadmium, Mercure, peuvent induire
la génération de radicaux réactifs et provoquent des lésions cellulaires (Birben et al, 2012)
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Figure N°4 : Les principales sources de generation de radicaux libres et leur catabolisme. (Shah

et al, 2014)
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4- Les radicaux libres

4-1 : Définition d’un radical libre
Un radical libre peut étre défini comme toute espece moléculaire instable et trés réactive,

qui contient un ou plusieurs électrons non appariés dans 1’orbitale externe. (Lobo et al ,2010)

Les ROS et les RNS sont considérés comme des produits réactifs, qui ont la capacité pour
faire le don d'électrons (e-) aux macromolécules. (Kang et al, 2017) tels que I'ADN, les
protéines et les lipides, entrainant une réduction de molécules et des enzymes protectrices, la
mort cellulaire. (Gonzalez-Vicente et al, 2017 ; Tanguy et al, 2009).

Il ne faut pas penser que tous les radicaux de l'oxygene sont extrémement réactifs, cette
réactivité étant tres variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez les
étres vivants, I'anion radicalaire superoxyde (O2*") et le monoxyde d'azote (NO®) ne sont pas tres
réactifs, mais constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives. (Favier, 2003).

4-2 : Les différents radicaux libres

Les ROS et les RNS peuvent étre classés en deux groupes : espéces radicalaires et espéces
non radicalaires. Ces derniers ne sont pas des radicaux libres, mais peuvent facilement conduire
a des réactions de radicaux libres chez les organismes vivants. (Phaniendra et al, 2015).

Tableau N°1 Représente les espéces radicalaires et non radicalaires. (Mercan, 2010).

Reactive oxidant species

Radicals Non-radicals

Hydroxyl *0OH Peroxynitrite ONOO™
Alkoxyl L(R)O*  Hypochlomnte ~0Cl
Hydroperoxyl® HOOQ® Hydroperoxide® L(R)OOH
Peroxyl L(R)OO®* Singlet oxygen ‘A0,
Nitric oxide® NOe Hydrogen peroxide®  H,0,
Superoxide? -

4-2-1 : L’anion superoxyde O *~

Le superoxyde est le principal précurseur de la plupart des ROS, généré par I'addition d'un
électron a I'O.. Sa principale source dans une cellule est le complexe | et le complexe 1l de la
chaine de transport d'électrons mitochondriale. (Piechota-Polanczyk et al, 2014), il possede la
plus faible réactivité vis-a-vis des substrats bio-organiques en raison, d’une vitesse faible
constante. (Migdal et al, 2011).

L’0.*" génére d'autres espéces radicales secondaires, en participant a la réaction d’Haber-
Weiss, pour former un radical hydroxyle (*OH) et un anion hydroxylé (OH") selon la réaction
suivante : (Santo et al, 2016).

H202 + O2*” — O2 + *OH+ OH-
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Le superoxyde peut se transformer spontanément au peroxyde d'’hydrogéne (Santo et al,
2016)
202" +2H* - H02+ O2
Il Peut aussi réagir avec le monoxyde d'azote (NO®) et former le peroxynitrite (ONOOQO"),
pour former le radical hydroxyle et le dioxyde nitrique : (Lee et al ,2004).
ONOO~ + H* —»*OH + NO2*

4-2-2 : Le radical Hydroxyle *OH

Le radical hydroxyle *OH est I’oxydant le plus puissant des ROS avec une vitesse de
réactivité élevée, ne possede pas de cibles privilégiées et a une trés faible durée de vie. Ce radical
peut oxyder un substrat selon trois modes d’action : I’arrachement d’un électron, 1’arrachement
d’un atome d’hydrogéne sur un substrat organique ou I’addition sur une double liaison.
(Migdal et al, 2011).

Le *OH est le radical libre le plus réactif in vivo, est formé par la réaction de I’O2°*~ avec
le H,0> en présence de Fe?* ou Cu?* (catalyseur). (Pham-Huy et al, 2008).

Fe?* + H202 — Fed* + OH™ + *OH.
https://fr.wikipedia.org/wiki/Réaction_de_Fenton.

4-2-3 : Le monoxyde d’azote (ou I’oxyde nitrique) NO*®

Le monoxyde d’azote est le principal dérivé réactif d’azote, il constitue la source principale
pour générer d’autres RNS. (Ali et al ,2015).

Le NO® est synthétisé a partir de l'acide aminé L-arginine par de nombreux types
cellulaires. La synthése se produit a travers des synthases d'oxyde nitrique (NOS) de trois types
principaux: NOS neuronal (NOS1), la (NOS2) produite dans des conditions inflammatoires et la
(NOS3) endothéliale. (Powers et al, 2008). Ce radical a une demi-vie relativement longue, et
est connu pour jouer des roles fonctionnels importants dans une variété de systemes
physiologiques. (Piechota-Polanczyk et al, 2014 ; Santo et al, 2016). Il constitue un espoir
dans le traitement des chocs cardiovasculaires et des ischémies de reperfusion apres chirurgie des
greffes. (Brack, 2010).

4-2-4 : Le peroxyde d'hydrogéne H,O-

C’est un radical libre modérément réactif. Il est formé lorsque 1’O2*" subit a la fois
la réduction univalente, comme la montre la réaction suivante : (Das et al, 2014).

202% + 2H* _590 | H202+ O2

Cet espéce est réduite a I'eau par une voie enzymatique par la catalase (dans les
Peroxysomes) et le glutathion. (Rao et al, 2011).

Il peut causer des dommages a la cellule & une concentration relativement faible (10uM),
car il peut facilement pénétrer dans les membranes biologiques. (Phaniendra et al, 2015).
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4-2-5 : L’oxygene singlet (10y)

C’est un agent oxydant trés puissant qui peut directement oxyder des protéines, I'ADN et
des lipides et causer des dommages tissulaires. (Halliwel,2006).

Il est également formé in vivo par l'activation des neutrophiles, des éosinophiles et par
certaines d’autres réactions enzymatiques catalysées par des enzymes, telles que les
lipoxygenases, les dioxygenases et la lactoperoxydase. (Phaniendra et al, 2015).

4-2-6 : Le peroxynitrite (OONO")

Le peroxynitrite (OONQO") est un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de
nombreuses molécules organiques. Il est formé par la réaction entre O »* - et NO* (Haleng et al,
2007).

Le peroxynitrite est produit dans des cellules contenant des enzymes NOS, tels que
le muscle lisse ou les cellules endothéliales, et en particulier lors de la réponse inflammatoire.
(Piechota-Polanczyk et al, 2014).
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Figure N°5: Résumé de la production des radicaux libres. (Kasote et al, 2015).

4-3 : Formation des radicaux libres

Normalement, les obligations ne se divisent pas pour laisser une molécule avec un électron
impair non apparié. Mais quand des liens faibles se divisent, des radicaux libres sont formés. Les
RL sont tres instables et réagissent rapidement avec d'autres molécules, essayant de capturer
I'électron nécessaire pour gagner leur stabilité. Lorsque la molécule "attaquée” perd son électron,
elle méme devient un radical libre, en initiant une réaction en chaine. Tout cela arrive en
nanosecondes. Une fois le processus démarre, il continue en cascade, résultant finalement en la
rupture d'une cellule vivante. (Sarma et al ,2010).
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Figure N°6 : L origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene
impliqué en biologie. (Favier, 2003).

4-4 : ROle des radicaux libres

Les radicaux libres exercent de nombreuses fonctions essentielles dans 1’organisme, ils
contrélent le flux sanguin dans les artéres pour lutter contre I'infection. Certains radicaux libres
tels que NO* et 1’0O2°* sont produits en trés grandes quantités par les cellules immunitaires, pour
détruire les virus et les bacteries et tuent les cellules cancéreuses. (Sarma et al, 2010).

Leur rdle physiologique est impliqué dans la régulation des cascades de signalisation
intracellulaire dans divers types de cellules. En bref, les ROS et les RNS a des niveaux faibles ou
modérés sont vitales pour la santé humaine. (Pham-Huy et al, 2008).

5- Dommages oxydatifs des macromolécules

Les ROS, peuvent endommager les macromolécules comme L’ADN, les protéines et les
lipides quand ils sont présents en concentrations élevées, menant aux menaces de santé graves.
(Moukette et al, 2015).

5-1 : Les dommages oxydatifs aux protéines

La protéine subit différents types de modifications, qui peuvent étre soit direct ou
indirects. Lors des modifications directes, l'activité de la protéine est modifiée en raison de
diverses modifications chimiques, telles que la nitrosation, la carboxylation, la formation de
liaisons disulfures. La modification indirecte des protéines peut survenir a la suite
d'une interaction avec les produits de la LPO. (Das et al, 2014).

L’oxydation des protéines provoque la fragmentation au niveau des résidus d'acides
aminés, la formation des réticulations protéine-protéine, et I'oxydation des structures protéiques
qui conduit finalement a une perte de fonction. (Zegarac et al, 2017).

Les acides aminés qui sont particulierement vulnérables a I'attaque des ROS sont
la proline, 1’arginine, la lysine et la thréonine. L'oxydation de leurs chaines latérales conduit a la
formation de groupes carbonyle (aldéhydes et cétones). (Burton et al, 2011).
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Les protéines qui sont sensibles a 1’oxydation incluent les phosphatases, les kinases, les
facteurs de transcription et les enzymes métaboliques. (Deavall et al, 2012).

5-2 : L’ADN

Les ROS peuvent causer des dégats oxydatifs a I’ADN nucléaire. L'attaque sur I'"ADN
aboutit a I'oxydation de désoxyribose. (Sharma et al, 2012).

Le *OH et 1O, sont les principaux ROS affectant directement I’ADN. (Avery, 2011).

Les dégats d'oxydation d'/ADN comptent plus que celui d'autres macromolécules, parce
qu'ils peuvent mener aux mutations génétiques associees aux cancers. La modification oxydative
de ’ADN arrive en conséquence des dégats des bases de pyrimidines et de purines. Parmi les
bases oxydatives 8-hydroxy-2 ' - deoxyguanosine (8 oh dg) est le plus abondant, et il est accepté
comme marqueur sensible pour des dégats oxydatifs de I’ADN. (Negi et al, 2011). Le 8 oh dg
est formé apres que le radical hydroxyle est lié a C8 de la guanine. (Santo et al, 2016).

0 0]
N OH N
HNJj[N . HN HN
o T

8-hydroxyguanine

guanine (G) C8-OH-radical adduct (8.OH-G)

Figure N°7: La réaction de la base guanine avec le radical hydroxyle. (Jomova et al, 2011).

L'ADN mitochondrial est particulierement vulnérable a une attaque par les ROS, en raison
de sa proximité aux complexes. Les dommages de I'ADN mitochondrial sont vastes, méme dans
les conditions normales, et les mutations se produisent cing a dix fois plus que le taux observé
dans I'ADN nucléaire. (Burton et al, 2011).

5-3 : L'acide ribonucléique (ARN)

L'ARN est plus exposé aux dommages oxydatifs que I'ADN, en raison de sa nature simple
brin, I'absence d'un mécanisme de réparation active pour I'ARN oxydé, et moins de protection
par les protéines que I'ADN. (Phaniendra et al ,2015).

I1 est prouvé que I’ARN oxydé cause des erreurs dans la traduction, menant finalement a la
production de protéines anormales. Ces protéines peuvent étre responsables de la présence de
maladies neurodégenératives, comme la maladie d'Alzheimer. (Nie et al, 2013).

6- Les pathologies

Un dénominateur commun dans la pathogénie de la plupart des maladies chroniques est
I'engagement du stress oxydatif, affectant des processus cellulaires differents, comme la
prolifération, le métabolisme, la différenciation et la survie. (Gasparrini et al, 2017) et des
organes spécialisés ou les systemes, notamment les poumons, le foie et les reins, le systéeme
nerveux et le systeme cardio-vasculaire. (Palipoch et al, 2015).
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Tableau N°2 : Représente les différentes pathologies causées par les ROS. (Cillard, 2011).

sAthérosclérose Lésions de reperfusion

*Cancer post-ischémique (infarctus, AVC,
*Diabete greffe d’organes)

*Cataracte, DMLA *Hyperoxygénation (O, hyperbare)
*Maladie d’Alzheimer *Choc septique

*Vieillissement *Inflammation

/- Les systémes de défense antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui peuvent protéger les cellules des dégats causés
par des radicaux libres. Les antioxydants interagissent et stabilisent des radicaux libres et
peuvent empécher certains des radicaux libres de dégats pourrait autrement causer. (Shinde et al,
2012).

Les antioxydants existent dans les cellules vivantes, I'un ou l'autre enzymatique (le
superoxyde dismutase, le glutathion peroxydase et la catalase) ou non-enzymatique (comme le
glutathion et 1’acide urique) comme des boueurs de ROS, pour empécher les dégats oxydatifs des
membranes biologiques. A coté de ces antioxydants trouvés dans les cellules, les antioxydants
naturels existent dans les légumes et la majeure partie d'entre eux incluant la vitamine A, la
vitamine C, la vitamine E et les caroténoides. (Pieme et al, 2017).

7-1 : Les antioxydants enzymatiques

7-1-1 : Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) constituent la premiére ligne de protection contre les
dérivés radicalaires de I'oxygene. (Vergely et al, 2003). lls sont présents dans presque toutes
les cellules aérobies et dans les liquides extracellulaires. (Kabel et al, 2014).

Les SOD sont I'un des antioxydants les plus puissants, ils catalysent la conversion d'anions
superoxydes en dioxygene et en peroxyde d'hydrogene: (Belge, 2016).

20, +2H _S0by H,0,+0,. (Nimse et al, 2015).

7-1-2 : La Catalase
La catalase est une enzyme présente dans les cellules des organismes vivants. (Flora,
2009). Elle est considérée comme une enzyme peroxisomale se trouve aussi dans les autres
compartiments cellulaire. (Castaldo et al, 2016). La catalase catalyse la dismutation d'eau
oXygénée en eau et oxygene
2H,0, —cawlase - 24,0 + Q,. (Starlin et al, 2013).
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7-1-3 : Le systeme de glutathion

Le systeme glutathion inclut le glutathion, le glutathion réductase, le glutathion
peroxydase.(Mandal, 2012).

Le glutathion réductase (GR) est une oxydoréductase NADPH-dépendant, coopérant avec
la glutathion peroxydase. Il catalyse la conversion du glutathion oxydé (GSSG) a glutathion
réduit (GSH). (Csiszar et al, 2016).

La stabilitt des membranes cellulaires et subcellulaires dépend principalement du
glutathion peroxydase, et I'effet d'antioxydant protecteur de la glutathion peroxydase dépend de
la présence du sélénium. Donc il appartient & un groupe d'antioxydants sélénoenzymes qui
protégent les cellules des dégats oxydatifs. (Shazia et al, 2012).

Le GPx désintoxique le H20- et le ROO* utilisant le GSH comme un substrat. (Omodanisi
et al, 2017

1

o (SOD)

|02 E— H202

(G&ﬁp
t)

2H,0

Figure N°8 : L’activité de balayage radical de SOD, CAT et GPx. (Nimse et al, 2015).
7-2 : Les antioxydants non enzymatiques

7-2-1 : La vitamine C (I'acide ascorbique)

C’est un antioxydant que l'on trouve chez les animaux et les plantes, mais ne peut pas étre
synthétisé chez I'hnomme, et doit étre obtenu a partir de I'alimentation (Kabel et al, 2014). 1l est
généralement considéré comme I'antioxydant hydrosoluble le plus efficace dans le plasma
humain. (Vergely et al, 2003). C’est un cofacteur pour beaucoup de réactions enzymatiques
importantes. 1l fournit la protection contre le stress oxydatif en agissant comme un boueur des
ROS, directement ou indirectement en recyclant I'antioxydant liposoluble, 1’alpha-tocophérol (la
vitamine E). (Kirkwood et al, 2012). Dans les cellules, il est maintenu dans sa forme réduite par
la réaction avec le glutathion. (Kabel et al, 2014).

7-2-2 : Les caroténoides :

Les caroténoides sont un groupe de pigments naturels et sont synthétisés par les plantes et
les micro-organismes. (Mehta et al, 2015). L'activité antioxydante des caroténoides découle
principalement du fait de la capacité de la structure a double liaison conjuguée, a délocaliser les
électrons non appariés. A des concentrations suffisamment élevées, les caroténoides peuvent
protéger les lipides des dommages de la LPO. (Flora, 2009).
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Chapitre | : Le stress oxydant

7-2-3 : Coenzyme Q 10

CoQ10 (2,3 diméthoxy-5-méthyl-6-decaprényl benzoquinone) est une vitamine
liposoluble, un cofacteur essentiel dans la phosphorylation oxydative mitochondriale. 1l agit
comme un porteur d'électrons mobiles, en transférant les électrons du complexe | au complexe
I11 ou du complexe Il au complexe Ill. (Belviranli et al, 2015). 1l neutralise les RL méme apreés
leur formation. Un réle important de ce coenzyme est la régénération de la vitamine E. Ce
coenzyme est présent dans toutes les cellules et les membranes et joue un réle important dans
d'autres processus de métabolisme cellulaire. (Mehta et al, 2015).

7-2-4 : Les polyphénols et flavonoides

Les polyphénols sont synthétisés par les plantes, et constituent un groupe important de
substances naturelles présentes dans le régne végétal. lls présentent une activité antioxydante et
fournissent ainsi aux cellules de notre organisme une protection contre les agressions oxydatives.

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 5000
composés  différents. IlIs sont  genéralement des  puissants  antioxydants.
www.cari.be/medias/abcie_articles/149 produits.pdf.

La peroxydation lipidique est une conséquence commune de stress oxydatif. Les
flavonoides protegent les lipides contre des degats oxydatifs par des mécanismes divers :
(Kumar et al, 2013).

v" Le balayage direct des ROS.
L’activation d'enzymes antioxydants.
L’activité chélateur métallique.
La réduction des radicaux d’a-tocophérol.
L’inhibition des oxydases.
L’atténuation du stress oxydatif provoqué par I'oxyde nitrique.
L augmentation des niveaux d'acide urique.
L’augmentation des propriétés des antioxydants de faible poids moléculaire.

SRV NENENE NN

Les flavonoides sont capables de piéger les RL directement, par le don d'un atome
d'’hydrogéne. Les radicaux libres sont rendus inactifs selon la figure suivante, ou R*® est un
radical libre et FI-O est un radical phénoxyle flavonoide.

OH o
OH R RH i LOH
Fl F1
FI-OH FI-O~
o o
OH R RH i _O
Fl Fl
Fi-O” Fl-quinone

Figure N°9: Le piégeage des espéces réactives de I'oxygene par les flavonoides. (Prochazkova

et al, 2011).
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7-2-5 : Le Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide, formé par la condensation d'acide glutamique, de cystéine
et de la glycine :(y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine). On le représente de maniere simplifiée par
GSH ou GSSG. https://www.nutralica.eu/dossiers-scientifiques/antioxydants-le-glutathion-
réduit.ntml.Il peut réagir chimiquement avec O>*, *OH, H:O: et, donc peut fonctionner
directement comme un boueur de radical libre. Le GSH est recyclé par le glutathion réductase
(GR). (Sharma et al, 2012).

Dans la cellule, environ 90% du glutathion est situé dans le cytosol, 10% dans les
mitochondries et un petit pourcentage dans le réticulum endoplasmique. Environ 85% de
glutathion cellulaire total est libre et non lié tandis que le reste est lié aux protéines. (Main et al,
2012).

7-2-6 : Les oligo-éléments
Les oligo-éléments sont des cofacteurs enzymatiques impliqués dans toutes les grandes
voies métaboliques, notamment dans la protection contre les espéces radicalaires.

7-2-6-1 : Le sélénium
C’est un oligoélément essentiel, son importance chez I’homme est bien établie, et son
déficit a causé de graves effets sur la santé. (Tinggi, 2008).

7-2-6-2 : Le zinc

Le rble du zinc dans le systeme de défense d'antioxydant a été largement examiné. Car il
agit comme un régulateur pour plus de 200 enzymes, c’est un cofacteur pour les SOD. Donc ce
minéral protége les cellules contre des dégats oxydatifs. (Marreiro et al, 2017).

7-2-6-3 : Le cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD.
Cependant, en tant que métal de transition, il joue un réle important dans le déclenchement des
réactions de production des ROS (réactions de Fenton), et peut lorsque sa concentration est
élevée devenir pro-oxydant. (Haleng et al, 2007).
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Mn-S0D
(matochonddriag

Figue N°10: Les défenses anti-oxydantes dans I'organisme (Belge, 2016).

VitaminsCand E
B-carotene

Vitamin E + SOD + Glutathione Peroxidose
p-carotene +GSH

Figure N°11 : La localisation et I’effet des antioxydants au niveau cellulaire (Mandal, 2012).
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II- Lavitamine E

1- Historique de la vitamine E
En 1922, des chercheurs californiens ont découvert une substance liposoluble dans le
germe de blé et la laitue et I'ont baptisée « Facteur X ». lls ont déterminé que cette substance
était indispensable pour la reproduction des rats. Le Facteur X fut ensuite appelé vitamine E.
http://ods.od.nih.gov.

2- Définition de la vitamine E

La vitamine E est une substance organique sans valeur énergétique propre qui est
nécessaire a 1’organisme. Grace a ses propriétés biochimiques et métaboliques, elle peut étre
utilisée  dans  l’industrie = agroalimentaire =~ en  tant  qu’additif = alimentaire.
http://julientap.free.fr/travail_fichiers/vitamine_E.pdf.2004.

La vitamine E est un groupe d’antioxydants, solubles dans les lipides, trouvés dans toutes
les membranes cellulaires. (Grimm et al, 2016). Elle est capable d’empécher la peroxydation
lipidique. (Duncan et al, 2017). La vitamine E existe sous multiples formes naturelles, qui
comprennent : 1’a-tocophérol, le B-tocophérol, le y-tocophérol, et de 8-tocophérol ainsi que les
formes de tocotriénols de chacun d’entres eux. (Cook-Mills et al, 2010), elle est composé d’un
anneau cyclique 6-chromanol et d'une chaine latérale de 16-carbone .Cette chaine est saturee
pour les tocophérols et insaturée avec trois doubles liaisons pour les tocotriénols (les carbones 3,
7 et 11). La différence entre les deux structures est la position des substituant méthyle. (Suarez-
Jiménez et al, 2016). Le groupe hydroxyle dans la position 6 de I'anneau du chromanol est le
site actif impliqué dans la donation d'atome H, tandis que la chaine latérale est impliquée dans
I'amarrage des isomeéres dans la structure des lipides membranaires. (Amrogini et al, 2016).

CH,

R R2
CH3 o
H p
CH3 ¥
H &

CHy . Tocotriénol

Figure N°12 : La structure des différents isomeres de la vitamine E. (Landrier, 2011).

L’a-tocophérol est la forme prédominante de la vitamine E dans les tissus et le plasma
humain, elle est considerée comme l'antioxydant le plus effectif. (Sanchez-Sevilla et al, 2016).

L’a-tocophérol est connu pour influencer la perméabilité des membranes cellulaires, elle a
d'autres effets en raison de ses interactions spécifiques avec des protéines. (Urban et al, 2012).
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= Localisation dans les membranes cellulaires

Au niveau cellulaire, la vitamine E est présente a forte concentration dans les membranes
et surtout les membranes mitochondriales. La vitamine E est orientée, le noyau chromanol a la
surface de la cellule. http://www.pharmacorama.com/pharmacologie/medicaments-
vitamines/vitamine-e-tocopherol/, et grace a sa longue chaine lipidique, elle se fixe au sein des
membranes lipidiques, et sa fonction phénolique qui est responsable de son activité antioxydante.
Les acides gras insaturés, servent a la constitution de la structure interne des parois des cellules
et organes. http://julientap.free.fr/travail_fichiers/vitamine_E.pdf.2004.

Hydrophilic region

Hydrophobic region

Figure N°13: Lalocalisation d’a tocophérol dans la bicouche lipidique de la membrane.
(Raederstorff et al, 2015).

3- Propriétés physico-chimiques
Tous les tocophérols se présentent, a la température ambiante, sous la forme d’une huile
visqueuse de coloration jaune pale. Ils sont insolubles dans 1’eau, treés solubles dans les graisses,
les huiles et les solvants organiques. Ils sont peu sensibles a la chaleur, a la lumiére et aux acides,
mais tres sensibles a I’oxydation et aux bases.
http://julientap.free.fr/travail_fichiers/vitamine_E.pdf.2004.

4- Sources et apports nutritionnels
La vitamine E est largement répandue dans les produits naturels d’origine végétale ou
animale.
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Tableau N°3 : Les teneurs en vitamine E dans les aliments. (Daine, 2016).

Chapitre Il :  Vitamine E

Les aliments Teneur en vitamine E en mg pour
100 g d’aliment.
Huile de tournesol 75
Huile de noisette 49
Huile de colza 42
Margarine 27
Huile d’olive 25
Germe de blé 15
Amande 14,6
Noix, noisette. 3,5a8,5
Céreéales de petit-dejeuner 2a6,3
enrichies en vitamine E
Pruneau, abricot séché 2a4
Moule cuite, 2,1a3,9
Kiwi, péche, mdre 12a24
Avocat, olive 2a2/4
Brocoli cuit, épinard cuit la2
Sardine, maquereau ou 0,3a2
saumon cuit
Euf 1,3

Tableau N°4: Les apports nutritionnels conseillés en vitamine E. (Daine, 2016).

Apport conseillé en vitamine E
en mg par jour (1)

Nourrissons 4
Enfantsde 1 a 3 ans 6
Enfants de 4 a 6 ans 75
Enfants de 7 a9 ans 9

Enfants de 10 a 12 ans 11
Adolescents et Adultes 12
Femmes enceintes et 12

allaitantes

5- Le role de la vitamine E
Le role essentiel de la vitamine E dans le systeme de défense a été réevalué par le
(CEDS) Comité Européenne D'experts de la Sécurité, qui a conclu que le comité scientifique
indique que «la vitamine E contribue a la protection des constituants cellulaires des dommages
oxydatifs in vivo et in vitro. (Raederstorff et al, 2015).
Le caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer dans les membranes
biologiques riches en AGPI, ou elle joue un rdle protecteur efficace en empéchant la propagation
de la peroxydation lipidique induite par les ROS. (landrier, 2011).
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La vitamine E joue un rdle central dans la modulation de l'activité des enzymes, la
multiplication cellulaire, la réponse inflammatoire, la transduction de signal et I'expression des
génes. (Qu et al, 2016).

Une autre fonction antioxydante de la vitamine E est d’inhiber I'agrégation plaquettaire.
(Suarez-Jiménez et al, 2016), et elle est utilisée dans la prévention du cancer et le diabéte
(Liu et al, 2006 ; Boshtam et al, 2005 ; Suksomboon et al, 2011 ; Lippman et al, 2009).

L’a-tocophérol protége les lipoprotéines de basse densité (LDL). Vitamine E
WW\W.organostate .educ.

6- Biotransformation

Le parcours de la vitamine E aprés sa consommation orale suit en général la voie des
autres lipides. L’absorption exige la présence d'autres produits alimentaires riches en lipide
comme les acides gras. La digestion au niveau intestinale s’effectue a I’aide des enzymes
pancréatiques et suivie par la circulation et la distribution vers le foie et les tissus périphériques,
est la méme pour toute les formes de la vitamine E. Ces formes sont dégradées au niveau
hépatique par un mécanisme catalysé par le cytochrome P450. La discrimination entre les formes
différentes de cette vitamine en faveur d'a-tocophérol arrive principalement dans le foie par o -
TTP, qui protége a-TOH de la dégradation excessive et I'excrétion. (Schmélz et al, 2016), tandis
que les autres formes sont rapidement métabolisées et excrétées par le méme mécanisme des
acides gras a longue chaine et les xénobiotiques lipophiles. (Amrogini et al, 2016).

Tableau N°5 : Les besoins en vitamine E pour les différents acides gras insaturés présents dans
I'alimentation humaine. (Raederstorff et al, 2015).

Numéro de doubles liaisons acides gras vitamine E (mg/g acides
dans I’acide gras gras)
1 Acide oléique 0.075
2 Acide linoléique 0.5
3 Acide alpha linolénique 0.75
4 Acide arachidonique. 1

8- Mécanisme d’action de la vitamine E:
La vitamine E s’oppose a la peroxydation des acides gras en peroxydes par réactions
radicalaires.
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Figure N°14: L’action  anti radicalaire de la  vitamine E. http://
www.pharmacorama.com/pharmacologie/medicaments-vitamines/vitamine-e-tocopherol/
Pendant la peroxydation lipidique le peroxyle (LOO®) est produit. La vitamine E piége ce
radical avant qu'il attaque le lipide (LH) pour produire les hydroperoxydes (LOOH). Dans la
partie non-hydrophobe d’a-tocophérol, il y a le groupement hydroxyle (OH), dont l'atome
d'’hydrogeéne est facilement amovible. (Dhingra, 2014). Les tocophérols perdent cet atome, qui
est donné au peroxyle, et le radical tocophéroxyl est formé. (Szarka et al, 2012), ce radical
résultant est relativement stable et dans des circonstances normales, insuffisamment réactif pour
initier la peroxydation lipidique elle-mé&me, qui est un critere essentiel d'un bon antioxydant.

LOOQO*+ a-tocophérol-OH — LOOH + a-tocophérol-O® (Nimse et al, 2015)

CH,
HO
| CH,
5 S 5 \I/\/\[/\/\l’/
- CH, CH, CH, CH,
s Alpha Tocopherol
(Vitamin E)
(Lipid
R | Free
Radicals)
CH,
*“O
—a
| ony
HoC o
. CH, CH, CH, CH,
“"® Tocopheroxyl Free Radical
(Oxidized Vitamin E)

Figure N°15 : La forme oxydée de la vitamine E. (Biswas, 2016).

Le radical peroxyle va se combiner avec les acides gras de la queue de la vitamine E,
arrétant ainsi de retirer les électrons d'acides gras des membranes. Donc, la vitamine E, par suite
a ses caractéristiques structurelles, agit comme l'interrupteur de chaine. (Miguel et al, 2017). Le
taux de la réaction entre 1’a-tocophérol et le radical peroxyle est de plusieurs ordres de grandeur
plus grande que la réaction entre le radical peroxyle et les molécules de lipide. (Duncan et al,
2017).
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9- La régénération de la vitamine E :

Il existe de nombreux antioxydants cellulaires non protéiques, tels que les a-tocophérols,
la vitamine C et le glutathion. (Hopkins, 2017). Ces composés antioxydants sont le plus souvent
des nutriments essentiels car nous, les mammiféres, ne savons pas contrairement aux plantes
d’effectuer la synthése des vitamines. Toutefois, certains composés sont spécifiquement
syntheétisés par nos cellules comme le (glutathion). (Leverve, 2009).
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Figure N°16 : La régénération de la vitamine E par I’acide ascorbique.

La vitamine E radicalaire est régénérée par la vitamine C a I’interface cytosolique de la
membrane, et I’interaction entre 1’ascorbate (Asc) et le radical tocophéroxyl serait facilitée par le
positionnement d’un noyau chromanoxyle a proximité de la surface de la membrane, la queue du
tocophérol est bien ancrée dans la double couche lipidique et le noyau chromanol « flotte »
comme un cerf-volant au contact de I’interface phase aqueuse/phase lipidique afin de rendre

accessible a I’ascorbate. (Guilland, 2011).

Le réseau de balayage de la triade a-tocophérol-ascorbate-glutathion, permet de réduire
le radical tocophéroxyle par 1’Asc, tandis que le déshydroascorbate (DHA) est formé. (Szarka
et al, 2012). DHA est réduite a 1’ascorbate a nouveau par une réaction dépendante de la GSH-
catalysée par la réductase déshydroascorbate (DR).Au cours de cette réaction, le GSH est oxydé

en disulfure de glutathion (GSSG).

100 o-Tocopherol

LOOH o--Tocopherol Radical

Asc™ = DHA

Ascorhate

2 GSH

655G

Figure N°17 : Le réseau de balayage de la triade. (Hopkins, 2017).
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Figure N°18: L’ activité antioxydante et régénération de la vitamine E pendant la peroxydation
lipidique. Vitamine E WWW.organostate .educ.

10-  Lescarences en vitamine E:

L'absence ou le manque de la vitamine E peut mener a plusieurs dysfonctionnements et
méme des maladies. (Urban et al, 2012), incluant I'angine, I'nypertension, l'inflammation,
I'athérosclérose, purpura, D’ataxie, des troubles hématologiques, le diabete, la maladie
d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et le cancer. (Duncan et al, 2017).

La carence en vitamine E peut étre une carence d’apport (I’excés de graisses saturées dans
I’alimentation), une carence d’absorption (malabsorption digestive chronique comme dans la
maladie de Crohn, la lipo-protéinémie, la cirrhose éethylique, pancréatite) ou une utilisation
excessive (I’effort physique entraine une baisse temporaire de la vitamine E).
http://www.santenaturellement.com/Vitamine-E.htm

Le risque de surdosage semble faible, car I’exces de vitamine E peut s’excréter par la bile
hépatique, sous réserve de fonctions hépatiques normales. (Maton, 2015).
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1- Peroxydation lipidique

Les lipides sont une composante importante de I'alimentation, et constituants structurels et
fonctionnels des cellules dans les systémes biologiques. Cependant, ces substances sont sensibles au
phénomeéne de 1’oxydation par diverses voies. Leur stabilité a I'oxydation dépend d'un certain nombre
de facteurs intrinseques et extrinseéques, y compris la non - saturation de leurs acides gras,
la composition des composants mineurs, les conditions de I'environnement, les techniques de
livraison et de I'utilisation d'antioxydants, entre autres.

(Shahidi et al, 2010).

Les acides gras ont des fonctions importantes étant responsables de la fluidité de

membranes cellulaires, ils sont aussi des sources importantes d'énergie (Nowak, 2013).
2- Définition

Il y a longtemps qu’il a été reconnu que les concentrations ¢levées des radicaux libres,
peuvent infliger des dégats directs aux lipides. Les glycolipides, les phospholipides et le
cholestérol sont les cibles préférées d'endommagement radicalaire. (Ayala et al, 2014).

Quand les lipides non saturés sont oxydés sans sortie d'énergie, ils vont rancés en raison de
la détérioration oxydative, quand ils réagissent directement avecl’O2. Ce rancissement est connu
sous le nom de peroxydation par les biologistes et auto oxydation par les chimistes. (El-Beltagi
et al, 2013 ; Else et al, 2015). En effet il existe trois types de la peroxydation lipidique selon le
schéma suivant.
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(acide gras libre, triglycéride, phospholipide)

~
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Figure N°19 : Les principales réactions d’oxydation des lipides non saturés. (Cuvelier et al,
2012).

2-1- la peroxydation enzymatique : par les lipoxygénases, les cyclooxygénases et le
cytochrome C qui sont des enzymes importantes qui oxydent des acides gras in vivo. (Niki,
2008).

2-2- la photo oxydation : elle se produit lorsque I'oxygéne triplet et convertis en oxygéne
singlet, par I'exposition au rayonnement UV. L'oxygene singlet interagit avec des acides gras
polyinsaturés pour former les hydroxyperoxydes, qui initient la réaction d'auto-oxydation
(Frankel, 2005).

23


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AFereidoon%20Shahidi
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005273614003745

Rappels bibliographiques Chapitre 111 : Peroxydation lipidique

2-3 : La peroxydation non-enzymatique : La peroxydation lipidique est un processus
physiologique normal qui a lieu dans tous les tissus de lI'organisme vivants. (Simonov et al,
2015). Pendant le stress oxydatif, la peroxydation lipidique est une réaction en chaine menant a
la formation de composés actifs divers. (Singh, 2014). Elle est peut étre décrite généralement
comme une réaction sous laquelle les oxydants tel que les radicaux libres, attaquent les acides
gras contenant les doubles liaisons entre les atomes de carbone par I'extraction d'hydrogeéne.
(Ayala et al, 2014).

3- Les initiateurs de la peroxydation lipidique
Le processus de la peroxydation lipidique peut étre amorcé par une variété d'oxydants
radicalaires, y compris le H2O., le 02* et les *OH fortement réactifs, au cours des états
pathologiques, ou a partir de molécules non radicalaires tels que I'exposition a des
xénobiotiques, aux polluants environnementaux et par les métaux de transition comme le fer et
moins souvent le cuivre selon les équations suivantes : (Ramana et al, 2017; Gaschler et al,
2017).
La Production directe de radicaux alkyls.
Fe**+LH _ Fe*+L*+H"

La décomposition des hydroperoxydes en radicaux peroxyles ou alkoxyles

Fe’* + LOOH — Fe®* + LO® + OH-

Fe** + LOOH — Fe?* + LOO® + H*
Ou L’activation de I’oxygene moléculaire puis la production de I’oxygene singlet.

Fe*+ 0, — Fe*+ 02 —>1 0
(Mercan, 2010; Gad et al, 2015).

4- Les étapes de la peroxydation lipidique

Quand les ROS interagissent avec des AGPI, le processus de la peroxydation lipidique
s’initie en trois étapes: I’initiation, la propagation et la terminaison. (Yuksel et al, 2015).

L'initiation est le pas par lequel un radical d’acide gras est produit, le radical hydroxyle se
combine avec un atome d’hydrogene pour former de I'eau et un radical acide gras.

CH2+*OH ——» *CH+H20
http://www.cyberlipid.org/perox/oxid0006.htm Peroxidation Mechanisms.

Le radical acide gras n'est pas une molécule stable, donc il réagit aisement avec I'oxygéne
moléculaire, créant ainsi un radical peroxyl instable, qui réagit avec un autre acide gras
produisant un radical acide gras différent, et une molécule d'eau oxygénée. Ce cycle se propage
comme le nouveau radical acide gras réagit de la méme facon. Cela aboutit a une réaction en
chaine, c’est la seule fagon d’arréter une réaction radicalaire est pour deux radicaux pour réagir
et produire une espece non radicalaire. (Vasilaki et al, 2017).

ROO*+ROO*—> RO-OR+0>
R*+R—> R-R
ROO*+R* — RO-OR.
(Vishwanath et al, 2011).
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Figure N°20 : Le mécanisme de la réaction en chaine. (Madhura, 2015).
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Figure N°21: La peroxydation lipidique de 1’acide docosahexanoique (22¢) p 48. (EL-Beltagi
et al, 2013).
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» Processus de la peroxydation lipidique

Comme les AGPI sont plus vulnérables que les acides gras saturés, il est évident que le
pont méthyléne (RH) représente un site cible critique. La présence d'une double liaison adjacente
a un groupe méthyléene, rend la liaison méthylene CH plus faible et donc I'hydrogene plus
sensible a l'abstraction. Cela laisse un électron non apparié sur le carbone, formant un radical
carbone, qui est stabilisé par un réarrangement moléculaire des doubles liaisons, pour former un
diéne conjuguée, qui se combine alors avec I’oxygéne pour former un radical peroxyle ROO*
(Repetto et al, 2012).

NN AN —
. NN NN
Hydrogen abstraction l -H )

l O, uptake

L rearrangement W—A—/\

conjugated diene VT \—="\="" 1 peroxyl radical

http://www.cyberlipid.org/perox/oxid0006.htm Peroxidation Mechanisms.

Les radicaux peroxyles sont capables d'extraire un atome hydrogéne des lipides adjacents
pour former les hydroperoxydes. (Alzoghaib, 2013).

L'oxydation d’AGPI peut étre estimée par I'augmentation linéaire du taux d'oxydation avec
le nombre croissant des groupes de méthyléne actifs. (Miller et al, 2014).

La peroxydation lipidiqgue provoque la rigidité accrue de la membrane cellulaire,
diminution de ’activité des enzymes, détérioration de la perméabilité membranaire, changement
des centres hydrophobes de la structure des protéines, la mutagénicité, et Il'inhibition de la
synthese des protéines. (Nwosu et al, 2016).

5- Définition d’un biomarqueur

Les biomarqueurs sont définis comme les caractéristiques qui peuvent étre objectivement
mesurées et évaluées comme des indicateurs des processus biologiques normaux, des processus
pathologiques, ou des réponses pharmacologiques a une intervention thérapeutique. (Niki, 2008).

La peroxydation lipidique est un processus complexe allant de la formation des produits
primaires jusqu’a celle des produits secondaires. (Michel et al, 2008).

5-1 : Les produits primaires

5-1-1 : Les diénes conjugués
Les diénes conjugués sont parmi les premiers produits de la peroxydation des AGPI. Ils
sont des diénes dont les deux doubles liaisons sont séparées par une liaison simple selon le motif
-CH=CH-CH2—CH2-C=CH-. (Dubois, 2015).
La mesure des diénes conjugués est une méthode rapide réalisée par mesure
spectrophotométrique a 233 nm directement sur 1’extrait lipidique. (Eymard, 2003).
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5-1-2 : Les hydroperoxydes

La peroxydation lipidique est caractérisée par la présence des hydroperoxydes. Ces
molécules oxydées peuvent se décomposer en « produits secondaires » pour former des
aldéhydes comme le MDA, le 4-HNE ou des isoprostanes. (Michel et al, 2008).

5-2 : Les produits secondaires

5-2-1 : Le malondialdehyde (MDA)

Le MDA est un aldéhyde a trois carbones et a faible poids moléculaire, il peut étre produit
par différents mécanismes.

R CH CH CH, R I - Polyunsaturated fatty acid
J
R CH CH C'H R - Lipid free radical
|
23 CH CH CH R IIT - Lipid peroxyl radicall
L
L
R CH CH CH R IV = Lipid hydroperoxide
L
i
H CH CHy CH V - Maflondialldehyde
L :

Figure N°22: Les ¢étapes de la formation de ’'MDA a partir des acides gras. (Grotto et al,
2009).

I1 est considéré comme un produit final typique de la peroxydation lipidique d’AGPI et un
biomarqueur du stress oxydatif. (Chen et al, 2017).

Le MDA est connu étre mutagénique et cancérigéne dans la nature. Les changements de sa
concentration dans le plasma, peuvent étre utilisés comme un indicateur périphérique potentiel
pour étudier beaucoup d’états pathologiques. (Naduthota et al, 2017).

5-2-2 : 4-hydroxynonenal (4-HNE)

Le 4-HNE, est connu comme un produit de la peroxydation lipidique, qui se lie aux
macromolécules. (Jargensen et al, 2014).

Un aldéhyde amphiphile a neuf carbones, tiré de I'oxydation d'acides gras polyinsaturés,
comme 1’acide linoléique, 1’acide linolénique, ou I’acide arachidonique. Le 4-HNE est non
seulement un marqueur de stress oxydatif, mais peut contribuer aux maladies multiples, y
compris le cancer, I'athérosclérose et I'nypertension. (Xua et al, 2017). Il réagit avec plusieurs
biomolécules comme les phospholipides, les protéines et les nucléotides. (Pillon et al, 2012).

R
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Figure N°23: Les sources de 4-HNE.

Les concentrations de 4-HNE détectables dans le sérum humain dans des conditions non
pathologiques sont de 0,05 & 0,15 micromoles par litre. (Schwarzer et al, 2015).

5-2-3 : Les isoprostanes

Ce sont des eicosanoides cycliques formés d’une maniére non-enzymatique in vivo, lors de
la peroxydation lipidique des AGPI libres ou estérifies dans les phospholipides membranaires.
(Michel et al, 2008). Les isoprostanes sont des marqueurs du stress oxydant, mais ils sont aussi
les plus difficiles pour étre mesurer. (Janicka et al, 2010). Ils sont considérés pour étre I'étalon
dans la mesure systémique de la peroxydation lipidique dans le plasma et 1’urine des
mammiféres. (Labuschagne et al, 2013).

Les sources des radicaux libres pour la formation d'isoprostanes comprennent:
Lachaine de transport d'électrons mitochondriale, desenzymes P450 (O2* et *OH),
lipoxygénase. (Mahajan et al, 2014).

— Oxidative Stress

Arachidonic acid —— - /IsOoprostanes
liver kidney blood lung
8-114 ng/g (urine) 20-80 pg/ml (EBC, BALX
57-390 ng/g creatinine 5-60 pg/ml

Figure N°24: Les niveaux d’isoprostane dans des spécimens différents. (Janicka et al, 2010).
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6- Les mécanismes d’action des anti-lipoperoxydatifs

6-1: Les antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydantes primaires sont principalement préventives et ces enzymes
comme la SOD, la CAT, et la GPx peuvent décomposer les ROS et empécher l'initiation des
LPO. GPx et GST, qui catalysent la réduction GSH-dépendante de LOOH par leur activité
peroxydase, sont les majeurs enzymes de défense secondaire pour prémunir contre la LPO
induite par les ROS. (Halder et al, 2014).

L H LCo
el Nle el MO,

Figure N°25 : Les enzymes impliquées dans 1’élimination des hydroperoxydes. (Cillard et al,
2006).

6-2: Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques peuvent agir contre I’oxydation de deux maniéres
distinctes soit en protégeant les lipides cibles des initiateurs de 1’oxydation, soit en interrompant
la phase de propagation. Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs (ou retardateurs),
empéchent la formation ou piegent les ROS responsables de I’initiation de I’oxydation (Oz*
,105...). Dans le second cas, les antioxydants dits briseurs de chaines interceptent les radicaux
propagateurs de 1’oxydation (LOO¢) ou participent indirectement a I’interruption de 1’oxydation
radicalaire en chaine. (Laguerre et al, 2007).

6-2-1: Le mécanisme retardateur

La diversité des agents initiateurs de I’oxydation conduit a une multiplicité des voies
d’antioxydation préventives.
Les chélateurs des métaux de transition : Les chélateurs de métaux bloquent le cycle redox de
certains métaux, qui sont responsable de la production des radicaux libres. Ce sont des protéines
telles que la transferrine, la ferritine, la lactalbumine qui séquestrent le fer, la céruloplasmine et
I'albumine qui séquestrent le cuivre. Les flavonoides sont de bons chélateurs du fer, ce qui est un
des mécanismes de leur activité antioxydante.
http://www.academia.edu/11319555/les_antioxydants_dans_les_aliments_et_leurs_bienfaits
_chez_IHomme.

29



Rappels bibliographiques Chapitre 111 : Peroxydation lipidique

OH Chélation de métal de transition

- HO

+ M®T

OH O

Quercétine (flavonol)

Y

La figure N°26: Le mécanisme possible peut intervenir pour expliquer les activités
antioxydantes des polyphénoliques. (Bouguerne, 2012).

Les désactivateurs de I'oxygene singlet : lls peuvent agir par la désactivation chimique
pour donner un hydroperoxyde par la fixation sur une molécule telle qu'un acide gras.
10, + LOH — LOOH, ou les caroténoides. O + p-caroténe — O + p-caroténe.

Elimination des hydroperoxydes : Les hydroperoxydes (LOOH) peuvent étre réduits par
des enzymes. La glutathion peroxydase (GPx) élimine les hydroperoxydes organiques et le
peroxyde d'hydrogeéne (H20.).

Les piegeurs d’oxygene : Ce sont des molécules telles que les sulfites ou I’acide ascorbique
(CouLIBALY et al, 2011).

6-2-2 : Mécanisme briseur de chaines

Cette catégorie d'antioxydants va réagir le plus souvent avec les radicaux peroxyles
(LOQOe), interrompant ainsi la réaction de propagation de la peroxydation. Ces antioxydants
peuvent agir selon les mécanismes suivants:
Des donneurs d'hydrogéne, des antioxydants « sacrifiés» (Cillard et al, 2006) et les
mécanismes d'action mixtes des antioxydants, par I'exemple de l'acide ascorbique, qui est un
désactivateur de l'oxygene singlet, élimine l'oxygéne moléculaire ; il est aussi un donneur
d'’hydrogene aux radicaux lipidiques et aux radicaux tocophéroxyles pour régénérer le
tocophérol. Quant aux flavonoides, ce sont des chélateurs de métaux, piégeurs d'anions
superoxyde et donneurs d'hydrogene.
http://www.academia.edu/11319555/les_antioxydants_dans_les_aliments_et_leurs_bienfaits
_chez_IHomme.
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Figure N°27 : Le mécanisme de la régénération potentiel entre 1’a-tocophérol (a-TOH),
I’ascorbate (AscO-) et les flavonoides (FI) dans les systemes membranaires. (Laguerre et al,
2007).
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Figure N°28 : L'acide ascorbique peut enlever des ordures de 1'espéce radicalaire Re introduisant
et réduisant le radical tocopheroxyl. (EL-Beltagi et al, 2013).

7- Interactions des biomarqueurs

La peroxydation lipidique est une source endogene des aldéhydes, qui provoquent des
dégats oxydatifs aux macromolécules intracellulaires, comme I'ADN et les protéines. (Paal et al,
2016 ; Shibata et al, 2017).
7-1 : Interaction avec les macromolécules
7-1-1 : Les protéines

Les protéines sont les principales cibles de la réactivité avec les produits secondaires. On
estime que 1% -8% de la le 4-HNE formée dans les cellules modifiera les protéines par la
formation des adduits avec trois chaines latérales différentes, a savoir Cys, His et Lys (Il peut
interagir avec des groupes thiol (SH) et amino (NH 2) de ces acides aminés via I'addition de
Michael, ce qui entraine une liaison covalente entre le 4-HNE et I'acide aminé. (Perluigi et al,
2012).

Le 4-HNE peut modifier les structures des protéines grace a la formation de base de Schiff
avec des residus de lysyle, conduisant a la formation de pyrrole. (Pizzimenti et al, 2010).
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Figure N°29 : Représentative chimique d'interactions des aldéhydes dérivés de la peroxydation
lipidique (incluant le 4-hydroxy-2-nonenal et 1’acroléine) aux protéines par la formation de la
base de Schiff ou Michael adducts. (Vaishnav et al, 2010).

Le MDA est capable d'interagir avec des bases d'acides nucléiques pour former plusieurs
produits d'addition différents. (Pizzimenti et al, 2010).

7-1-2 : L’ADN

Les adduits d'/ADN avec des aldéhydes réactifs, fournissent une importante étiologie des
maladies génétiques humaines. Les produits d'addition d’ADN conduisent a des altérations dans
sa structure telles que les modifications des bases pyrimidines et purines. (Nam, 2011).

Il a été rapporté que le MDA réagit avec des bases d'ADN pour former une série d'adduits
comme deoxyadenosine (M1A) et deoxycytidine (M1C) et deoxyguanosine (M1G)
(Jetawattana, 2005).

(M 1G), un adduit majeur d'’ADN (dG) -MDA, est I'un des adduits les plus importants et se
révele étre un agent mutagene fort. (Nam, 2011).

Le taux élevé des ROS pourrait mener aux dégats d'’ADN directement, ou indirectement via
les sous-produits de la peroxydation lipidique, qui pourraient réagir avec I'ADN pour produire
I’exocyclique , y compris le 1, N6-etheno-2 '-deoxyadenosine (edA) et 1, N2-etheno-2 -
deoxyguanosine (edG). (Yu et al, 2016).

7-2 : Interaction avec les organites

Les produits secondaires formés pendant la LPO, sont bien connus pour avoir des effets
délétéres. Ils peuvent changer l'organisation biologique des membranes cellulaires et des
organites. (Scibior et al, 2013).
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Figure N°30 : Les effets du stress oxydatif et la peroxydation lipidique sur les cellules. (Fritz et
al, 2013).

7-2-1 : Le microsome
Les membranes microsomales sont particulierement susceptibles a la peroxydation

lipidique, par la présence des concentrations élevées d'acides gras polyinsaturés. Le fer réduit,
joue un réle important tant dans l'initiation que dans la propagation de la peroxydation lipidique
microsomale NADPH-dépendant. La peroxydation non enzymatique des membranes
microsomales arrive aussi, et est probablement obtenue par médiation en partie par les
hémoprotéines endogenes et des métaux de transition. (Gaschler et al, 2012).

7-2-2 : La mitochondrie

Le 4-HNE est un lipide actif électrophiles, en réagissant avec des protéines
mitochondriales, peut contribuer a un changement des fonctions mitochondriales. De plus, les
aldéhydes réactifs peuvent interagir avec mtDNA pour produire des mutations et, en
conséquence, des changements dans les protéines codées.

On a montré que la réaction de 4-HNE avec les membranes mitochondriales hépatiques,
aboutit au changement lipidique (lipide-lipide) et des interactions de lipide protéine. Ceci arrive
par une variété de mécanismes, y compris la trans-jonction de queues des lipides, qui limite la
mobilité des phospholipides dans la bicouche. (Barrera et al, 2016).
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Figure N°31: La peroxydation lipidique et la peroxydation-protéines par les produits primaires
de la peroxydation lipidique dans la mitochondrie. (Gaschler et al, 2012).

8- Les pathologies associées aux biomarqueurs

La génération des produits de la peroxydation lipidique peut étre effective dans I’influence
des maladies humaines diverses. (Ramana et al, 2017), comme les maladies cardiovasculaires,
le cancer, les maladies neurodégénératives et méme le vieillissement. (Masymas et al, 2017).

% Le cancer

L'initiation de cancer et la progression ont été liées avec la peroxydation lipidique, par des
mutations d'ADN croissantes, l'instabilité de génome et la prolifération cellulaire, comme le
produit MDA qui peut augmenter le risque de mutagenese. (Hilary et al, 2017). Le 4-HNE
affecte des sentiers cellulaires divers, qui changent la prolifération cellulaire et la survie, la
fonction mitochondriale et le métabolisme cellulaire et a ainsi a été associé a l'initiation et a la
progression du cancer. (Zimmermann et al, 2017).

Le 4-HNE réagit avec les quatre bases d’/ADN mais avec une efficacité différente: G> C>
A> T. Le 4-HNE-dG représente le meilleur biomarqueur des effets génotoxiques de la 4-HNE et
ces adduits se trouvent principalement dans I'ADN nucléaire. Un exemple classique de
pertinence étiologique de 4-HNE-dG dans les cancers humains est la mutation p53 induite par 4-
HNE-dG. P53 est un suppresseur de tumeur bien connu dans les cancers humains, en particulier
dans le carcinome hépatocellulaire. (Zhong et al, 2015).

% Maladies neurodégénératives

Quelques études montrent que le 4-HNE incite la mort neuronale et le dysfonctionnement
synaptique dans la pathogénie d’Alzheimer (Chen et al, 2016). Dans cette maladie, le peptide
- amyloide induit un stress oxydatif, ce qui entraine la formation de produits d'addition de 4-
HNE et I'accumulation de protéines modifiées. Le 4-HNE forme des adduits sur les résidus
Lysine de neurofilaments axonaux et induit un dysfonctionnement des ATPases de calcium
membranaire et des transporteurs de glucose et de glutamate, ce qui augmente l'afflux de
calcium, perturbe I'noméostasie synaptique du calcium et finalement conduit a I'apoptose
(Negre-Salvayre et al, 2008).
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Dans la maladie de parkinson, le 4-HNE réagit avec les protéines des neurones de la
substance noire. En outre, la modification induite par le 4-HNE et le peroxynitrite est associée
au défaut du systéme ubiquitine-protéasome qui conduit & I'accumulation des protéines modifiées
et contribue a la mort des cellules neuronales. (Negre-Salvayre et al, 2008).

9- La peroxydation lipidique dans le foie

Le foie est I'organe le plus volumineux de l'organisme humain, il est situé dans la partie
supérieure droite de I'abdomen. Joue un rdle central dans le métabolisme énergétique et il assure
des fonctions nombreuses, vitales a I'organisme. (Ciacio et al, 2015).

Les maladies du foie peuvent étre causées par des produits chimiques toxiques, des
médicaments et l'infiltration virale par I'ingestion ou l'infection. (Tsai et al, 2017).

L'exposition a des polluants divers et des xénobiotiques comme l'alcool, le paracétamol, le
tétrachlorure carbonique (CCls) endommagent le foie en produisant les ROS, qui est
extrémement toxique et produit des lésions dans le tissu hépatique par la liaison covalente et
I'oxydation dans la base d'’ADN, le lipide et la protéine, il peut aussi changer l'activité
fonctionnelle d'enzymes et des protéines structurelles. (Al-Seeni et al, 2016).
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Figure N°32: Le mécanisme général du stress oxydatif au niveau du foie. (Li et al, 2015).

9-1: Le mécanisme de I’induction de la peroxydation lipidique in vitro et in
vivo par
9-1-1: Le FeSOq

Le sulfate de fer est disponible comme une préparation de médicament, il est utilisé pour
le traitement et la prévention de 1’anémie ferroprive. ( Kheiri et al,2017)

Le fer est potentiellement toxique et son accumulation dans l'organisme aboutit a la
génération des ROS. Zhuo Z, 2016).

Le mécanisme majeur de I’hépatotoxicité¢ induit par le fer, semble étre di au stress
oxydatif pour augmentée la LPO hépatique. Le Fe?" réagit avec I'eau oxygénée qui est un réactif
essentiel dans la réaction fenton tirée par l'action du radical I’anion superoxyde, pour former le
*OH fortement réactif. En raison de son haut potentiel standard (Ghaisas et al, 2008; Sowmyaet
al, 2014 ; Peia et al, 2012), ce radical peut non-spécifiqguement oxyder des molécules lipidiques
dans la membrane cellulaire (des acides gras non saturés, les phospholipides et le cholestérol)
pour former le LOOH. (Zhuang et al, 2014).

R
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9-1-2: Le CCly

L’hépatotoxicité constitue un probléme répandu a travers monde entier. Le CCls est trouvé
aux niveaux bas dans l'air ambiant et lI'eau. L'exposition au CCls est connue pour aboutir a
I’hépatotoxicité aigue chez les humains et des animaux expérimentaux afin d’évaluer 1’activité
hepatoprotective des agents antitoxiques in vivo. (Bakr et al, 2017). Le CCls ne peut pas agir
isolément pour induire une cytotoxicité hépatique, ses métabolites sont responsables de la
peroxydation lipidique. (Khan et al ,2012).

C’est un hépatotoxine célébre qui est responsable des dégats hépatocellulaires.
(Hewawasam et al, 2016). Ces dégats surviennent en deux phases. La phase initiale implique le
métabolisme de CCLs par le cytochrome P450 aux radicaux trichlorométhyle et/ou
peroxyltrichlorométhyle (CCls®, CCL3O0*) métabolites fortement reéactifs. Ces radicaux peuvent
se lier aux molécules cellulaires comme les protéines, les lipides et les acides nucléiques,
promouvant la peroxydation lipidique et finalement a la nécrose cellulaire. La deuxieme phase
implique I'activation des cellules Kupffer, qui est accompagnée par la production de médiateurs
proinflammatoires. (Al-Rasheed et al, 2015 ; Rosa et al, 2010).
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Figure N°33: La chronologie des étapes menant a un changement des acides gras et a la
nécrose cellulaire par le tétrachlorure de carbone. (Myers et al, 2016).
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10- La phytothérapie

Les produits naturels, en particulier les plantes, ont été utilises pour le traitement de
diverses maladies de l'antiquité. Les gens de I'Egypte, de la Chine, de I'Inde et de la Gréce
utilisent des plantes terrestres comme des médicaments. (Ahmed et al, 2013).

10-1 : Qu'est-ce qu'une plante médicinale?

Une plante médicinale est une plante qui, dans un ou plusieurs de ses organes, contient
des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou précurseurs pour la synthése de
médicaments utiles. Cette description permet de distinguer entre les plantes médicinales, dont les
propriétés thérapeutiques et les constituants ont été établis scientifiquement, et les plantes
considérées comme médicinales mais qui n'ont pas encore été soumises a une étude scientifique
approfondie. (Sofowora et al, 2013).

Les phytothérapies tirées d'extraits des plantes sont de plus en plus utilisées, pour traiter
une large variété de maladies cliniques, avec relativement peu de connaissance sur leurs modes
d'actions. Jusqu'ici, il y a eu l'intérét considérable dans le réle de médicaments complémentaires
et alternatifs pour le traitement des pathologies du foie. (Quan et al, 2013)

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a rapporté que 4 milliards de personnes (80%
de la population du monde) utilisent des phytothérapies pour un certain aspect de services
meédicaux principaux. (Shakya, 2016).

Les herbes et les plantes peuvent étre traitées et peuvent étre prises de différentes maniéres
et formes, et comprennent I'nerbe entiere, le sirop, les huiles essentielles, les pommades, les
gommages, les gélules et les comprimés qui contiennent une forme brute ou en poudre I'herbe ou
son extrait sec. (Wachtel-Galor et al, 2011).

Récemment, [’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source
d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant.
(Athamena et al, 2010).

Dans les composés d'antioxydant, les flavonoides et les phénols ont le potentiel
antioxydatif considérable. Les composés phénoliques montrent I'activité antioxydante a cause de
la présence des groupes hydroxyles dans I'anneau conjugué dans leur structure, et par conséquent
ceux-ci peuvent empécher des maladies obtenues par médiation des radicaux libres. (Batool et
al, 2017).

Les flavonoides sont la famille de polyphénols hydrosolubles, largement trouvées dans les
plantes. Actuellement, plus de 8000 composés flavonoides ont été identifiés. (Magalingam et al,
2015).

Les classes les plus communes sont les flavones, des flavonols, des flavanones, des
catéchines, des isoflavones et des anthocyanidines, qui représentent autour de 80 % de
flavonoides.
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Figure N°34 : La structure des bases structurelles des groupes flavonoides principaux (flavan,
isoflavan et neoflavan) et des classes flavonoides pertinentes. La numérotation d'atome et la
nomenclature d'anneau sont aussi incluses. (Pinheiro et al, 2012).

10-2 : Intérét thérapeutique des plantes :

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer d’autres
antioxydants présents dans le corps. L’activité antioxydante des polyphénols peut s’exercer sur
les transporteurs des lipides et tout particulierement sur le « mauvais » transporteur du
cholestérol les LDL. IIs aident a combattre 1I’inflammation et réduisent la fragilité des capillaires
sanguins, les effets de diabéte et protégent la peau contre les rayons ultraviolets. (Boubekri,
2014).
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I-MATERIELS ET METHODES

1 : Matériels biologique

27 Rats de souche Albinos Wistar.
1-1  Entretien des animaux

Cette étude a été effectuée sur des rats femelles adultes de souche Wistar Albinos ; pesant
entre 100-170 g (au début de I’expérimentation), issus d’un ¢élevage au niveau de 1’animalerie de
I’Université des fréres Mentouri de Constantine. Tous les animaux ont été gardés dans des cages
dans les mémes conditions de température (22 + 2°C) et ont un acces libre a la nourriture et I'eau
du robinet servie dans des biberons ad libitum.

1-2  Reactifs et solvants
L’acide thiobarbiturique TBA.
L’acide trichloroacétique TCA.
Le n-butanol.

Le sulfate de fer FeSOA4.
Sodium dodecyl sulfate SDS.
1-3  Appareillage

Centrifugeuse Sigma.
pH-métre Hanna.
Spectrophotométre jenway 6315.
Bain marie memett.

2 : Méthodes

YV VYV VY

YV V VYV

2-1: Etude in vitro
L’expérimentation a été faite sur trois rats femelles & jeun sans aucun traitement. Le foie
est récupére apres le sacrifice des animaux.

2-2 : Etude in vivo
Les 24 rats sont répartis en 4 lots de 6 rats.

2-2-1: Prévention et induction de la toxicité

Les deux substances préventives que nous avons utilisées sont 1’extrait butanolique (n-
BuOH) a une dose de 200mg/kg et la vitamine E a la dose de 150mg/kg. Les deux substances
sont solubles dans I’eau distillée et administrées aux rats pendant 7 jours.

Le produit toxique utilisé pour produire la toxicité expérimentale (la peroxydation
lipidique) est le tétrachlorure de carbone (20%) qui est injecté par voie intra-péritonéale (IP) en
une seule dose de 2ml/kg dissous dans 1’huile d’olive.

2-2-2: Le traitement des animaux
» Lot N°1 (Témoin) : Les rats recevant quotidiennement par gavage de 1’cau distillée
2ml/kg pendant 7 jours; le dernier jour, aprés 6 heures elles ont recus par injection (IP)
I’huile d’olive.
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» Lot N°2 (CCl4) : Les rats recevant quotidiennement par gavage de 1’eau distillée 2ml/kg
pendant 7jours : le dernier, apres 6 heures elles ont recues par injection (IP) 2ml/kg de
CCl4.
» Lot N°3 (CCl4+Vitamine E) : les rats recevant par gavage pendant 7 jours la vitamine
E soluble dans 1’eau distillée; le dernier jour, aprés 6 heures elles ont recus par injection
(IP) le CCl4 (20%) a une dose unique 2ml/kg.
» Lot N°4 (CCl4+Extrait) : Les rats recevant durant 7 jours par gavage 1’extrait n-BuOH
soluble dans I’eau distillée; le dernier jour, aprés 6 heures elles ont regus par injection
(IP) le CCl4 (20%) a une dose unique 2ml/kg.
2-2-3: Sacrifice des animaux, récupération du foie
Cette opération est effectuée dans le but du dosage du MDA de nos rats : A la fin du
traitement, et aprés 24 heures, touts les animaux ont été sacrifiés a jeun a la fin de
I’expérimentation (jour 8), suivant les régles de 1’euthanasie par 1’anesthésie (le chloroforme). Le
foie prélevé en vue des dosages des parametres de la peroxydation lipidique (MDA) est
segmenté et conservé a -20°C.

2-2-4: Préparation de I’homogénat

Apres la dissection , le foie récupéré est rincé dans I’eau physiologique NaCl 0.9%, puis
coupé en petits fragments et pesés (0.5g) puis homogénéisé a 1’aide d” un homogénéiseur dans
5ml de solution tampon PBS( 10mM ,pH 7,4 ) contenant du KCI 150mM. En suite orienté vers la
centrifugation a 3000 tours /min pendant 15 minutes.

3 : Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidique est estimée par la détermination des quantités de
malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d’Ohkawa et al en 1979. Le MDA est I'un des
produits terminaux de 1I’oxydation lipidique (in vivo et in vitro) dans 1’état de stress oxydatif.

3-1: principe du dosage

Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100°c) entre une molécule de
I’MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment de couleur rose ayant
une absorbance maximale a 530 nm, et extractible par les solvants organiques comme le n-
butanol.

Q OH OH

le H O 0 ,_:.,_1-~._~____:._-_;-_\ 1

5° H 5 2H 57N oy o Ny~ .
TBA MDA Dérivé MDA (TBA).

Figure N°35: Le mécanisme de la quantification de la réaction de TBARS. (Schaur et al,
2015).
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3-1-1: Dosage de ’MDA in vitro

La peroxydation lipidique a été incitée dans le foie des rats en les traitants avec 0.5mM de
FeSO.. Le mélange de la réaction (0.5 ml d'homogénat, (50 pug/ml-500 pg/ml) d'extrait n-BuOH
(0,2 ml) ou de la vitamine E et 25 pl de FeSos) a éte incubé a 37°C pendant 30 min. Apres
l'incubation, on ajoute 1.5 ml de 20% d’acide trichloracétique, 0.2 ml (de 8.1 %) SDS et 1.5 ml
de TBA (0.8 %), le volume total est ajusté a 4 ml avec de I'eau distillée et incube a 95°C pendant
une heure. Aprés le rafraichissement, 4 ml de n-butanol ont été ajoutés, melangés bien et
centrifugés a 10,000 tours/min pendant 5 min. La récupération du surnageant a été récupéré et
I'absorbance est mesurée a 532nm.

3-1-2: Dosage de ’MDA in vivo

A 0.5ml de ’homogénat, on a additionné 0.5ml de TCA 20% et 1ml de TBA 0.67%. Le
mélange est chauffé a 100°C pendant 45min, refroidi puis additionné de 4ml de n-butanol. Apres
la centrifugation pendant 10 minutes a 3000tours/minute a 4°C, la densité optique est mesurée
sur le surnageant au spectrophotométre a 530 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions. Le MDA est exprimé en nmol/g de tissu de 1’organe étudié est a partir d’une gamme
préparée sous les mémes conditions avec une solution de «1, 1, 3,3-tetraetoxypropane » qui
donne le MDA aprés son hydrolyse.
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I1-Résultats

1 : Le marqueur du stress oxydant: le malondialdéhyde (MDA)

1-1: Invitro
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Figure N°36: Effet protecteur de I’extrait butanolique (n-BuOH) et de la vitamine E sur la
peroxydation lipidique hépatique induite par le FeSO4/H2O2 in vitro chez le rat.
¥ : Comparaison avec le groupe contrdle.

Afin d’étudier I’effet antioxydant d’une plante riche en composés phénoliques, une étude
utilisant le rapport du FeSO4/H20; in vitro a été effectuée sur I’isolat du foie visant I’évaluation
de I’effet hépatoprotecteur de 1’extrait butanolique (n-BuOH) de cette espece.

D’aprés les données illustrées dans la figure N°36, I’extrait n-BuOH a prouvé une
hépatoprotection en diminuant le taux du MDA provoqué in vitro par le FeSO4/H20; via une
concentration dépendante. A des concentrations inférieures de 100 pg/ml les pourcentages de
I’inhibition du MDA, sous I’action de I’extrait, sont identiques a ceux retenus pour la vitamine E,
utilisée comme contrdle positif.

L’inhibition maximale de la peroxydation lipidique manifestée par cet extrait a été
observée a 500 pg/ml (65.83 %). Ce résultat pourrait étre considéré comme comparable a celui
de la vitamine E (83.50 %).

L’effet protecteur de cet extrait se traduit également par la valeur de la concentration
inhibant 50 % du MDA (ICsp) qui était de 1’ordre de 154 + 27.41 ng/ml, une valeur qui pourrait
étre considérée comme semblable a celle enregistrée pour la vitamine E (114.01 £ 73.1).
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1-2 : in Vvivo
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Figure N°37: L’Effet protecteur de I’extrait butanolique (n-BuOH) et de la vitamine E sur la
peroxydation lipidique hépatocytaire induite par le CClsin vivo chez le rat.

¥ : Comparaison avec le groupe contréle, ¥ p< 0.05, ¥¥ p< 0.01

* : Comparaison avec le goupe traité, * p< 0.05, ** p< 0.01

Ce resultat encourageant ; nous a motivé a évaluer I’effet hépatopréventif de 1’extrait n-BuOH
contre 1’hépatotoxicité induite in vivo par le CCls.

La figure N°37 montre que le pré-traitement des rats par I’extrait N-BuOH a manifesté un effet
hépatoprotecteur significatif contre 1’hépatotoxicité induite par le CCls; cet effet se traduit par la
diminution du taux du MDA (63.79 %) par rapport aux témoins. Ce résultat pourrait étre
également comparable a celui retenu durant le traitement des rats avec la vitamine E (80.36 %).
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I11- Discussion

Dans la présente étude, on a étudié I’effet hépatoprotecteur d'un extrait butanolique d’une
plante médicinale (n-BuOH) et de la vitamine E, pour estimer expérimentalement la
peroxydation lipidique induite in vitro par le sulfate de fer (FeSOa4) et in vivo par le tétrachlorure
de carbone (CCla).

L’indicateur des dommages du foie que nous avons étudié est le MDA, pour juger de la
gravité de la lésion hépatique aigué. Le malondialdehyde est un produit dégradatif de la
peroxydation d'acides gras polyinsaturés dans la membrane cellulaire. La présence du MDA dans
I’homogénat est souvent un indicateur du stress oxydatif. (Alhassan et al, 2009). Il peut
détériorer quelques mécanismes physiologiques dans le corps humain, a cause de sa capacité de
réagir avec des molécules comme l'acide désoxyribonucléique et des protéines. (Jahromi et al,
2017).

L’augmentation du degré de la peroxydation lipidique est indiquée par l'augmentation
significative p<0,01 du niveau du MDA dans ’homogénat du foie.

La présente étude a été conduite pour évaluer 1’effet hépatoprotecteur d’un extrait n-BuOH
en le comparant avec la vitamine E, en utilisant de différentes concentrations (50ul-500ul) sur
I’isolat du foie, pour estimer la peroxydation lipidique in vitro par le biais du FeSO4 (0,5mM).

Les résultats observés montrent que, I’inhibition de la peroxydation lipidique a été évaluée
par la diminution du taux du MDA dans I’homogénat du foie aprés 1’administration de I’extrait
n-BuOH et de la vitamine E. Ces résultats pourraient étre justifiés par 1’action délétére du
systeme FeSO4/H,0;.

Les AGPI dans le tissu du foie sont tres sensibles a la peroxydation lipidique quand ils sont
exposes aux ROS produits par le FeSOa4. (Prasad et al, 2012).

Quelques études ont montré que le FeSO4 est utilisé comme une source de fer réduit (Fe?*).
(Seol et al, 2008).

Le mécanisme par lequel le fer peut causer cet effet délétere est que ce dernier peut réagir
avec l'eau oxygénée (H20.) pour produire le radical hydroxyle (*OH) via la réaction de fenton,
tandis que le superoxyde peut réagir avec le fer®* pour régénérer le fer>* qui peut participer a la
réaction Fenton. (Akomolafe et al, 2012).

La haute dose de fer pourrait mener aux changements dans le métabolisme des lipides. Il
peut étre dd a I'accumulation du fer dans le foie. (Pari et al, 2015).

Beaucoup d’études ont été faites dans le but d’atténuer la toxicité du fer dans le foie,
(Nagababu et al, 2010) ont utilisés I'eugénol pour inhiber chélation du fer obtenu par la réaction
de fenton.
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On a constaté d’apres la figure 36, que l'administration de 1’extrait n-BuOH et de la
vitamine E a inhibé la peroxydation lipidique a une concentration maximale observée a 500
ul/ml, d’une maniere significative de (65,83%) et de (83,50%) respectivement. Ce résultat
suggére que la réduction de la peroxydation lipidique peut étre due a 1’augmentation du statut
antioxydant de I’extrait n-BuOH et de la vitamine E.

Les composés phénoliques peuvent réduire le stress oxydatif, il a été démontré qu’ils
exercent des effets antioxydants par un certain nombre de mécanismes. (Thitimuta et al, 2017).

Leurs activités antioxydantes sont principalement dues a leurs propriétés
d’oxydoréduction, les capteurs de I’oxygene singlet qui peuvent jouer un réle important dans
I’adsorption et la neutralisation des radicaux libres. (Adithya et al, 2013).

En raison de leurs actions préventives, aussi bien que thérapeutiques puissantes, ces
composes phénoliques attirent I'attention par non seulement des scientifiques, mais aussi des
pharmacologues et des médecins. (Szymanska et al, 2016).

Les recherches sur des animaux ont montré que la vitamine E a la propriété
hépatoprotective. Sa capacité pour empécher des agents chimiques a incité I’hépatoxicité a été
démontrée par (Adikwu et al, 2012).

La vitamine E fonctionne comme un antioxydant brisant la chaine en cascade de la
peroxydation lipidique dans les membranes cellulaires, et aussi comme un boueur des ROS
comme l'oxygene singlet et le radical hydroxyle. (Ohta et al, 2015).

D’aprés nos résultats, I’effet protecteur de I’extrait n-BuOH et de la vitamine E est révélé
également par la valeur de la concentration inhibant 50% du taux du MDA (IC50) qui était de
I’ordre de (154+27,41 pg/ml) et de (114,01+£73,1 pg/ml) respectivement.

Selon (Oloyede et al, 2012), l'incubation de I’homogénat de foie en présence (de 60mM)
de sulfate de fer, provoque l'augmentation significative a 87 % du MDA. Les résultats n’ont été
établis qu’a une concentration de 3.33mg/ml a 40 mg/ml, I’extrait de M. Foetida a causé
I’inhibition de la peroxydation lipidique de 34.6 %, 35.0 % a une concentration de 13.3 mg/ml,
33.3mg/ml respectivement.

La vitamine E a été utilisée pour empécher I'oxydation des lipides induite par 10-1000 pM
de sulfate ferreux dans I’homogénat du foie des rats d’apres (Zhuang et al, 2014).

L’étude de ( Milchak et al, 2002) a examiné la toxicité aigué du sulfate ferreux sur les
suspensions d'hépatocytes des rats, la corrélation entre la peroxydation lipidique, et le réle de la
vitamine E dans la protection contre la toxicité du fer. Le traitement au sulfate ferreux (2,0-5,0
mM) entraine une peroxydation lipidique développée et le traitement par la vitamine E a réduit la
peroxydation lipidique a 39%.
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(Siahpoosh et al, 2016) ont utilisé différentes concentrations de I'extrait P. dactylifera pour
évaluer son effet sur le tissu hépatique des rats. Le contenu total en composés phénoliques,
flavonoides et proanthocyanidine a causé 1’inhibition de 50% de la peroxydation lipidique.

Pour assumer I’effet antioxydant des substances précédentes et les résultats ci-dessous, une
expérience in vivo a été réalisee, les rats soumis a une dose unique de 200mg/kg de poids
corporel de CCla, aprés un traitement préventif de 7 jours par 1’extrait n-BuOH et par la vitamine
E. Les résultats obtenus indiquent clairement, 1’augmentation significative du taux du MDA dans
le groupe traité par le CCls comparé avec le groupe témoin. Cette augmentation a été observée
apres lI'administration du CCls est peut étre due aux dommages des hépatocytes.

Ces résultats pourraient étre expliqués par le phénoméne des lésions au niveau des
membranes des hépatocytes, qui est d0 probablement a la bioactivation métabolique du CCls a
travers le cytochrome P450 en radical trichlorométhyle (CCls®) qui réagit rapidement avec
I'oxygene moléculaire (O2) pour former le radical peroxyltrichlorométhyle fortement réactif
(CCI300¢), qui reagit avec les lipides y compris les phospholipides membranaires pour former
les produits de la peroxydation lipidique. (Ritesh et al, 2015; Fu et al, 2010).

On a constaté que 1’administration orale et quotidienne de 1’extrait n-BuOH et de la
vitamine E a été reflétée biochimiquement par I'amélioration significative du taux du MDA par
rapport au groupe traité par le CCls, avec un pourcentage d’inhibition (63,79%) et (80,36%)
respectivement illustrés dans la figure 37.

Cela suggere que les deux substances étudiées ont pu protéger les hépatocytes des
dommages causés par le CCl..

Beaucoup d'études indiquent que les produits naturels de plantes médicinales (les
polyphénols et la vitamine E), indiquent la forte activité antioxydante qui pourrait agir contre
I’endommagement du foie par le CCls. (Yin et al, 2014).

Le traitement par l'extrait de P. atlantica a diminué le marqueur MDA, en indiquant que
cet extrait pourrait normaliser la fonction du foie. (Tolooei et al, 2015).

Selon I’¢tude de (Sadeghi et al, 2016), le traitement par I'extrait de fruits de Rosa canina
riches en composés phénoliques aux doses de 500 et 750 mg/kg a empéché l'augmentation des
niveaux du MDA sériques en raison de l'intoxication forte avec le CCls chez les rats.

Notre étude est en accord avec les résultats de 1’étude réalisée par (Eralp et al, 2016) qui
indigue que la vitamine E avait des effets positifs sur les lésions du foie.

Nos résultats sont corrélés avec ceux indiqués ci-dessous, qui ont démontré que 1’extrait n-
BuOH et la vitamine E sont responsables de ses effets protecteurs.
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On conclu d’aprés notre investigation que la vitamine E est le principal anti-oxydant le
plus efficace que I’extrait n-BuOH qui est riche en polyphénols notamment les flavonoides. Car,
On pense que son action est principalement de protéger les structures membranaires des cellules
contre les effets destructeurs des radicaux libres, pour empécher la peroxydation lipidique des
acides gras polyinsaturés notamment les phospholipides, incité in vitro et in vivo par le FeSO;4 et
le CCla.
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Conclusion

IV- Conclusion et perspectives

La peroxydation lipidique est le processus de dégradation oxydative d'acide gras
polyinsaturés, obtenue par médiation des radicaux libres, qui méne a l'accumulation de produits
cytotoxiques comme le malondialdéhyde (MDA).

Dans notre ¢étude, le prétraitement des rats par 1’extrait butanolique et la vitamine E, a eu
un effet antioxydant préventif de ces substances contre la peroxydation lipidique, induite in vitro
par le sulfate de fer (FeSO4) et in vivo par le tétrachlorure de carbone (CCls) dans le foie.
L’ hépato-toxicité a été confirmée biochimiquement par I’augmentation significative du MDA.

Les résultats obtenus montrent une efficacité comparable entre I’action anti-oxydante de
I’extrait butanolique et de la vitamine E. Cette derniére a manifesté un effet préventif majeur par
rapport a I’extrait butanolique, grace a sa capacité de piéger les radicaux peroxyles par le 1’ajout
d’atome d’hydrogene.

La présente étude fournit des preuves scientifiques supplémentaires, en vérifiant que
I’extrait butanolique et la vitamine E sont des antioxydants puissants capables de protéger le foie
des dommages induits par le FeSOs et le CCla.

Notre étude s’oriente vers les effets déléteres pouvant affecter les acides gras polyinsaturés,
lorsqu’ils sont exposés a cet état du stress oxydant important. Nos résultats nous permettent
d’ouvrir de nouvelles perspectives,visant a diminuer la production des dérivés toxiques de la
peroxydation lipidique, causee par les FeSO4 et CCls, qui peuvent donc endommager d’autres
organes vitaux notamment les reins et le cerveau.
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Résumé

Contribution a I’étude de I’effet oxydant par le sulfate de fer et le
tétrachlorure de carbone et I’effet protecteur et antioxydant d’un extrait
végétal butanolique et de la vitamine E.

Résumé

Le sulfate de fer (FeSO4) est utilise comme un additif dans les produits alimentaires et
aussi pour traiter I'anémie ferroprive, tandis que le tétrachlorure de carbone (CCls) est utilisé en
médecine comme un vermifuge. D’autre part, le FeSO4 et le CCls sont utilisés largement comme
modele d’évaluation de I’hépatotoxicité expérimentale.

Le but de notre étude est d’étudier 1’effet protecteur et antioxydant d’un extrait butanolique
(n-BuOH) de plantes riche en polyphénols et de la vitamine E, pour atténuer la peroxydation
lipidique induite in vitro par le FeSOs et in vivo par le CCls dans le foie des rats. Pour 1’étude in
vitro, des fragments du foie de rats ont été récupérés, afin de réaliser un traitement par 1’extrait
végétal butanolique ou la vitamine E et avec des concentrations différentes et I’addition du
FeSOs (0,5mM). Pour 1’étude in vivo, les rats Wistar Albinos (100-170g) recevaient
quotidiennement durant 7 jours I’extrait n-BuOH a une dose de 200mg/kg et la vitamine E a la
dose de 150mg/kg par gavage, le dernier jour aprés 6 heures, elles ont recu une dose unique de
CCls (20%) a raison de 2ml/kg de poids corporel par injection intra-péritonéale.

Le stress oxydatif induit par le FeSO4 et le CCls a été mis en évidence par 1’augmentation
de la peroxydation lipidique, a travers I’estimation de la concentration du MDA in vitro et in
Vvivo. Les variations ont été¢ améliorées apreés avoir administré 1’extrait n-BuOH de la plante ou de
la vitamine E, qui s’est traduit par une baisse et une diminution du taux du MDA in vitro
(65,83%) et (83,50%), et in vivo par la (63,79%) et (80,36%) respectivement.

Les résultats obtenus montrent bien que la dose de I’extrait n-BuOH 200mg/kg et la dose
de la vitamine E 150mg/kg ont assuré une hépato-protection significative p<0,01 contre les
dommages membranaires causés par le FeSO4 et le CCla.

Mots clés :
Extrait n-BuOH, Vitamine E, FeSO4, CCls4, Peroxydation lipidique.

49



Résumé

Contribution to the study of the effect oxidizing by the iron sulfate and
the carbon tetrachloride and the protective and antioxidant effect of a plant
extract butanoique and of the vitamin E.

ABSTRACT:

The iron sulfate (FeSO4) is used as an additive in foodstuffs and also to handle the
ferroprive anaemia, whereas the carbon tetrachloride (CCls) is used in medicine as a vermifuge.
On the other hand, the iron sulfate and the carbon tetrachloride are widely used as model of
evaluation of the experimental hepatotoxicity.

The purpose of our research is to study the protective and antioxidant effect of a butanolic
extract (n-BuOH) of plants rich in polyphenols and of the vitamin E, to limit the lipid
peroxidation caused by the FeSOs in vitro and by the CCls in vivo in rat’s liver. For the in vitro
study, fragments of liver were got back, to realize a treatment by the plant’s extract butanolic or
the vitamin E with different concentrations and the addition of the FeSO4 (0,5mM). For the in
vivo study, the animals weighed (100-170g) received daily (for 7 days) the n-BuOH extract in a
dose of 200 mg/kg and the vitamin E in the dose of 150mg/kg by force-feeding, the last day after
6 hours, they received a single dose of 20 % CCls (2ml/kg) of weight intra-peritoneally.

The oxidative stress caused by the FeSO4 and the CCls was highlighted by the increase of
the lipid peroxidation, through the estimation of the MDA concentration in vitro and in vivo. The
variations were improved where the n-BuOH extract of the plant or the vitamin E were
administered, which was translated by a reduction and by the decrease of the rate of the MDA in
vitro, (65, 83 %) and (83, 50 %), and in vivo (63,79 %) and (80, 36 %) respectively.

Our results show that the dose of the n-BuOH extract 200mg/kg and the dose of the
vitamin E 150mg/kg mean a significant hepato-protection p<0,01 against the membranes damage
caused by the FeSO4 and the CCls administration.

Keywords:
Extracted, n-BuOH, Vitamin E, FeSQO4, CCly, lipid Peroxidation.
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Théme : Contribution a I’étude de I’effet oxydant par le sulfate de fer et le tétrachlorure
de carbone et I’effet protecteur et antioxydant d’un extrait végétal butanolique et de la
vitamine E.

Nature du diplome : Master.
Domaine : Science de la nature et de la vie.
Mention : Toxicologie et sante.

Résumé :

Le sulfate de fer (FeSOg4) est utilisé comme un additif dans les produits alimentaires
et aussi pour traiter I'anémie ferroprive, tandis que le tétrachlorure de carbone (CCls) est
utilisé en médecine comme un vermifuge. D’autre part, le FeSO4 et le CCls sont utilisés
largement comme modéle d’évaluation de I’hépatotoxicité expérimentale.

Le but de notre étude est d’étudier I’effet protecteur et antioxydant d’un extrait
butanolique (n-BuOH) de plantes riche en polyphénols et de la vitamine E, pour atténuer
la peroxydation lipidique induite in vitro par le FeSOs et in vivo par le CCls dans le foie
des rats. Pour I’étude in vitro, des fragments du foie de rats ont été récupérés, afin de
réaliser un traitement par 1’extrait végetal butanolique ou la vitamine E et avec des
concentrations différentes et ’addition du FeSO4 (0,5mM). Pour 1’étude in vivo, les rats
Wistar Albinos (100-170g) recevaient quotidiennement durant 7 jours 1’extrait n-BuOH a
une dose de 200mg/kg et la vitamine E a la dose de 150mg/kg par gavage, le dernier jour
apres 6 heures, elles ont recu une dose unique de CCls (20%) a raison de 2ml/kg de poids
corporel par injection intra-péritonéale.

Le stress oxydatif induit par le FeSO4 et le CCls a été mis en évidence par
I’augmentation de la peroxydation lipidique, a travers I’estimation de la concentration du
MDA in vitro et in vivo. Les variations ont été améliorées aprés avoir administré 1’extrait
n-BuOH de la plante ou de la vitamine E, qui s’est traduit par une baisse de la
concentration inhibant (IC50) in vitro (65,83%) et (83,50%), et in vivo par la diminution
du taux du MDA (63,79%) et (80,36%) respectivement.

Les résultats obtenus montrent bien que la dose de I’extrait n-BuOH 200mg/kg et
la dose de la vitamine E 150mg/kg ont assuré une hépato-protection significative p<0,01
contre les dommages membranaires causés par le FeSO4 et le CCla.
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