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INTRODUCTION

Le foie est le plus grand organe interne. Il est brun rougeéatre, pese environ 1.5kg (chez
I’homme adulte). Il est situé derriére la cage thoracique en haut a droite de I'abdomen, entouré par
une capsule conjonctive (la capsule de Glisson) qui s’invagine dans le parenchyme hépatique. Cet
organe est responsable d’environ 500 fonctions corporelles, en premier lieu, Il joue un réle dans la
digestion, le métabolisme du sucre et des graisses et la défense immunitaire du corps. En deuxieme
lieu, il traite presque tout ce qu'une personne mange, respire ou absorbe la peau. Environ 90% des
nutriments du corps passent par le foie a partir des intestins. En troisiéme lieu, il convertit les
aliments en énergie, stocke les nutriments et produit des protéines sanguines. (Franciscus, 2015).
Enfin, et ce n’est pas le moindre rdle, le foie agit également comme un filtre et détoxifié 1’organisme

d’un grand nombre de substances endogénes et exogéne. (Baudin, 2017).

L’hépatotoxicité des xénobiotiques comprenant les médicaments, et les agents chimiques
est un probléme de santé publigue et constitue un véritable challenge pour les médecins, I’industrie
pharmaceutique, les agences de santé. (Larrey, 2009). Parmi ces xénobiotiques, on note 1’alcool
qui est une substance toxique liée a plus de 60 troubles différents. Selon les estimations, 1’alcool
provoquerait un dommage net représentant 3,7 % de I’ensemble des déces (OMS, 2007). L'éthanol
est principalement oxydé en acétaldéhyde par l'alcool déshydrogénase cytosolique et aux
concentrations plus élevées par le cytochrome P450 2EI microsomal. Le cytochrome P450 2EI joue
cependant un role important dans la maladie alcoolique, d'une part en raison de son indicibilité par
I'alcool, et d'autre part en raison de sa capacité a produire des radicaux libres. L'acétaldéhyde formé
a partir de I'éthanol, est une molécule trés réactive qui joue un rdle majeur dans la genése des lésions
cellulaires capable de générer une peroxydation lipidique responsable de lésions des organites et
des membranes cellulaires (Podevin et al., 2000).

Une maladie hépatique alcoolique peut étre décrite comme une maladie avec une atteinte de
la fonction hépatique a divers degrés aprés une consommation chronique et excessive d’éthanol.
Elle est caractérisée par différentes quantités de dép6ts lipidiques dans les hépatocytes. Les dépbts
de lipides dans plus de 5% des hépatocytes provoquent une dégénérescence adipeuse, tandis que la

participation de plus de 50% des hépatocytes conduit a une stéatose hépatique.
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La consommation d'alcool induit une augmentation de la concentration cellulaire en
nicotinamide adénine di nucléotide hydrate et une activité de l'acétaldéhyde déshydrogénase.
Menant a une surcharge sévere en acides gras libres, a une accumulation de triglycérides et a une
stéatose subséquente du tissu hépatique. Avec la consommation continue d'alcool, la stéatose peut
évoluer en stéatohépatite, qui peut provoquer une fibrose, une cirrhose et méme un carcinome
hépatocellulaire (Lee, 2014).

La phytothérapie constitue un des fondements de la medecine traditionnelle pratiquée a
travers le monde, par 1’utilisation des plantes comme sources de substances naturelles actives.
L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour sa diversité taxonomique vu sa position
biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique sub-saharienne. Elle
représente une plate-forme géographique trés importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine
de la recherche de molécules antioxydantes et ou thérapeutiques originaires de plantes. Ces plantes
ont pour longtemps servi a une grande tranche de population comme moyen incontournable de

médication.

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a étudier une plante endémique, qui est utilisée
en médecine traditionnelle dans certaines régions algériennes. Ce travail vise a évaluer I’effet
hépato-protecteur et antioxydant de cette plante chez un modele de rats hépatotoxiques par

I’administration de I’éthanol.

Notre travail sera présenté comme suit : une premiere partie est une collecte de plusieurs
données bibliographiques, composée de deux chapitres : le premier résume 1’anatomie et la
physiologie du foie, définie I’hépato toxicite, cite les différentes pathologies du foie, détermine la
relation entre 1’¢thanol et stress oxydatif, peroxydation lipidique, apoptose, nécrose et
inflammation, et expose les conséquences pathologiques de la consommation de 1’éthanol. Le
deuxieme chapitre, parle de la phytothérapie, de la variété des plantes médicinales avec leurs
différents groupes de principes actifs, leurs différents effets préventifs, et enfin il expose quelques
exemples de plantes a effet hépato-protecteur.

La seconde section décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail expérimental.
La troisiéme section de ce mémoire expose I’ensemble des résultats obtenus et la discussion. Cette
derniére comprend deux études : Etude in vitro et étude in vivo, dans la partie in vitro nous avons

déterminé la teneur en phénol et en flavonoides de I’extrait n-butanol de la plante. Egalement
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I’évaluation de ces activités antioxydantes en utilisant le test DPPH, test de phosphomolybdate et
le test du pouvoir réducteur FRAP. Dans L'étude expérimentale in vivo, nous avons évalué quelques
parametres biochimiques tels que 1’albumine,et le cholestérol total, également on a suivi le statut
oxydant et antioxydant a travers ses différents paramétres citant le MDA, GSH, GST, GPx, CAT et
SOD.

La realisation de ce modeste travail ouvre un vaste champ de questionnements et fait

intervenir a nos esprits plusieurs questions, notamment :

Est-ce qu’une dose de 3g/kg d’éthanol est létale ? Si non, quelles sont ses conséquences

pathologiques ?

Quel est le mécanisme d’action moléculaire par lequel 1’éthanol induit une hépatotoxicité ?

Est-ce qu’il existe un rapport avec le stress oxydatif ?

Est-ce que I’administration de 1’extrait n-butanol de cette plante peut étre associée a une

réduction ou élimination de la toxicité de 1’éthanol ?



La premiere section :
DONNEES

BIBLIOGRAPHIQUES




CHAPITRE 1 : ETHANOL ET MECAISMES MOLECULAIRES DE L’HEPATO TOXICITE

Données bibliographiques

I. LEFOIE
I.1-Rappels anatomiques et physiologiques

Le foie est une volumineuse glande annexe du tube digestif, qui sécréte la bile indispensable a
la digestion des graisses. 1l remplit également de nombreuses fonctions métaboliques vitales. Cet
organe pése environ 1500g, sa consistance est ferme, mais friable. Il est entouré d’une capsule

fibreuse mince et résistante la capsule de Glisson (Mellal, 2010).

vaing cave inferieur

vésicule biiaire

Figure 1 : Schéma anatomique du foie humain (Pujade-Lauraine et al., 2015).

Le foie est de couleur rouge brun, il présente 3 faces : face supérieure ou diaphragmatique,
face inférieure et une face postérieure (Mellal, 2010). Au niveau de la porte du foie, 1’artére
hépatique propre, la veine porte et le conduit hépatiqgue commun forment la « triade portale » qui se
divise en deux grands lobes (schunke et al., 2007). Le lobe droit qui est le plus grand, et le lobe
gauche et beaucoup d’anatomistes considerent que le lobe droit comprend un lobe carré inférieur et
un lobe caudé postérieur (Sherwood, 2012). Dans ces lobes on peut compter au total huit segments
plus ou moins indépendants les uns des autres sur le plan fonctionnel (schunke et al.,
2007).
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Le lobule est I’'unité fonctionnelle du foie de forme hexagonale qui contient les cellules
hépatiques (hépatocytes), des sinusoides sanguines, des espaces péris sinusoridaux (espaces de
Disse), des cellules endothéliales, des macrophages (cellules étoilées de Kupffer) et des cellules de
Ito (Bommas et al., 2008). Le foie recoit deux courants sanguins différents : celui de I’artere
hépatique et celui de la veine porte. Tout le sang du foie s’évacue ensuite a travers les sus-hépatiques

(Lacombe, 2015).

Espace de Disse

Cellule endothéliale

Lumiére du sinusoide

Figure 2 : Représentation d'une portion de sinusoide hépatique avec les différents types

cellulaires présents dans le foie et I'espace de Disse (Shoelson et al., 2006).

Le foie est la glande du corps humain qui produit la bile stockée dans la vésicule biliaire
(Bommas et al., 2008). Il intervient aussi dans le métabolisme des principaux nutriments (glucides,
lipides, protéines). Aussi bien il participe a la Détoxification de déchets et d’hormones ainsi que de
médicaments et d’autres composés organiques. Il joue un réle essentiel dans la synthese de protéines
plasmatiques, stockage de glycogene, de lipides, de fer, de cuivre et de nombreuses vitamines. En
plus il intervient dans I’élimination de bactéries et de globules rouges vieillis grace aux

macrophages résidents (Tortora et al., 2010).
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1.2-L’hépato toxicité

L’hépato toxicité est une lésion du foie associé a une insuffisance hépatique causée par
I'exposition a un médicament ou a tout autre agent non infectieux (Thonda et al., 2012). La
pathogenese de la plupart des lésions hépatiques est initiée par la conversion métabolique de
substances chimiques en espéeces intermeédiaires réactives, telles que des composés électrophiles ou
des radicaux libres (Gu et al., 2013). Les drogues sont une cause importante de lésion hépatique
(cocaine, alcool). Plus de 900 médicaments (paracétamol, ranitidine), toxines et herbes ont été
rapportés pour causer des dommages au foie. Infiltration graisseuse aigué, jaunisse cholestatique,
granulomes du foie, toxicité chronique, active hépatite, cirrhose du foie et tumeurs du foie (Pandit
et al., 2012).

1.3-Les pathologies du foie

1.3.1-La stéatose hépatique non alcoolique : se définit par I’accumulation excessive de
lipides dans le foie en absence de consommation importante d’alcool. Elle est considérée par
plusieurs experts comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique. La résistance a
I’insuline associée a ce syndrome augmente la lipolyse, ce qui entraine I’accumulation de lipides

dans le foie (Baillargeon, 2015).

1.3.2-La cirrhose : est le stade majeur du développement de la fibrose hépatique induite par
la plupart des maladies chroniques du foie. Elle est définie par 1’existence d’un trouble architectural
diffus du parenchyme hépatique caractérisé par I’existence d’une fibrose entourant des nodules

hépatocytaires dits de régénération (Friedman, 2003).

1.3.3-La fibrose hépatique : est définie par I'accumulation excessive de matrice extracellu-
laire dans le parenchyme hépatique. C'est la complication majeure de toutes les maladies chroniques
du foie, qu'elles soient d'origine alcoolique, virale, parasitaire, biliaire ou autre. Toutes les cellules
hépatiques sont concernées, mais les cellules péries sinusoidales ou cellules de Ito semblent jouer

un rdle majeur dans ce processus (Roseau et al., 1994).

1.3.4-La nécrose : est un type de mort cellulaire dépourvue des caractéristiques de I'apoptose
et de l'autophagie et qui est généralement considérée comme non contr6lée. Peut inclure des signes
de processus contrdlés tels que dysfonctionnement mitochondrial, génération accrue d'espéces
réactives de l'oxygeéne, eépuisement de I'ATP, protéolyse par les calpaines et les cathepsines et

rupture précoce de la membrane plasmique (Golstein et al., 2007).

_________________________________________________________________________________________________|
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1.3.5-Le cancer du foie : est un des cancers les plus fréquents au monde, son incidence est
en pleine expansion a cause de l'infection par le virus de I'hépatite C (merl, 2005). Il est défini
comme étant la multiplication de maniére incontrdlée des cellules anormales, la mutation de certains
geénes est a I’origine de leur apparition. Certains se développent d’emblée dans le foie. On parle de
tumeurs dites primaires, et certaines cellules cancéreuses migrent dans le sang jusque dans le foie.

On parle de métastases ou de tumeurs secondaires (Faivre, 2015).
1.4-L’Ethanol
1.4.1-Propriétés physico-chimiques de I'éthanol

De formule C2HsOH et de masse molaire 46, I'éthanol est totalement miscible a I'eau, mais peu
soluble dans les graisses. C'est un produit volatile a 78,5 °C, il est absorbé dans I'infrarouge a 3,4
um (liaison carbone hydrogene) et a 9,4% (liaison carbone hydroxyle). Ces deux dernicres
caractéristiques physico-chimiques sont mises a profit pour le dosage de I'éthanol dans l'air expiré.

Plus léger que I'eau, sa densité est de 0,79 (Goullé, 2015).
1.4.2-Métabolisme de I’éthanol

Environ 90% de l'alcool ingéré est métabolisé dans le foie. L'alcool est principalement oxydé
en acétaldéhyde par I’acétaldéhyde déshydrogénase (ADH) dans le cytosol des hépatocytes et il est
partiellement métabolisé par le cytochrome P450 et la catalase dans les microsomes et les
peroxysomes d'hépatocytes, respectivement. (ALDH) convertit 1’acétaldéhyde en acétate
principalement dans les mitochondries des hépatocytes (Jinyao, 2014).

Peroxysomes

Circulation

Catalase

Ethanol ADH Acétaldéhyde

Cytosol CH,CH,OH 7 ~ CH,CHO

NAD* NADH

cvmm\‘

‘ NADPH + H* + O, NADP* + 2 H,0 ’

Microsomes
Mitochondries

Figure 3 : Métabolisme hépatique de 1’éthanol (Teixeira-Clerc, 2015).
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1.4.3-Mécanismes de I’hépato toxicité induite par I’éthanol
1.4.3.1-Ethanol et stress oxydatif

L’induction d’un stress oxydatif est liée a une grande partie de la consommation de I’éthanol
qui résulte un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants, formant des especes réactives de

I’oxygene dites : « EAO ».

L’administration d’éthanol provoque une augmentation de la production hépatique des
dérivés réduits de 1’oxygéne O2'-, H202 et O'H au niveau de nombreux sites cellulaires, par

différents systémes enzymatiques (Nordmann et al., 1992). La formation des especes réactives de
I’oxygene suite au métabolisme de 1’éthanol peut avoir lieu dans le cytosol, la mitochondrie ou le

réticulum endoplasmique.

v Au niveau microsomal

Le systeme microsomal (MEOS) d’oxydation de I’éthanol une des trois voies du métabolisme
de I’éthanol en acétaldéhyde est situé dans le réticulum endoplasmique, lors de I’intoxication
chronique par I’éthanol, I’activité de la NADH réductase est augmentée et le cytochrome P450 2E1
induit au cours de métabolisme de 1’éthanol par le MEOS. Le mécanisme de production varie selon
les autres, pour les uns, la NADPH cytochrome P450 réductase est essentielle a la réduction de fer*

en fer?* pour déclencher ainsi une réaction de fenton (Sergent et al., 2001).

v" Au niveau mitochondrial
La chaine respiratoire mitochondriale utilise 1’O2 pour la production de I’ATP, qui résulte des

fuites électroniques lors du transfert des électrons par les complexes de la chaine respiratoire.

Pendant un traitement aigu et chronique par 1’éthanol, une augmentation de la production
d’anions superoxydes est observée dans la mitochondrie du foie des rats (Sinaceur et al., 1985 ;
Kukielka et al., 1994). Cette production est justifiée par I’augmentation du flux de NADH due au
métabolisme de 1’éthanol par I’alcool déshydrogénase (ADH) et I’aldéhyde déshydrogénase
(ALDH), et la diminution de I’activité des complexes de la chaine respiratoire et a la diminution du
systeme de défense représenté par le glutathion (GSH). L’augmentation du Facteur de nécrose
tumorale Alcoolique (TNFa) a souvent été décrite dans certaines conditions d’alcoolisation avec

une élévation de la synthése intracellulaire d’O2" (Hennet et al., 1993).
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v" Au niveau cytosolique

Une autre source importante de radicaux libres est représentée par 1’activation des cellules de
Kupffer consécutive a I’administration d’éthanol. Cette ¢élévation apparait liée a 1’activation de la
NADPH oxydase qui catalyse la formation d’O2. Cet anion superoxyde libéré a I’intérieur de la
cellule se dismute rapidement en H>O> ce qui conduit a des Iésions histologiques hépatiques séveéres
(Pertoft et al., 1987).

1.4.3.2-Ethanol et peroxydation lipidique

L’attaque oxydative des lipides membranaires est un processus de réactions radicalaires en
chaine appelé « peroxydation lipidique », au cours duquel les acides gras polyinsaturés entrant dans

la composition des phospholipides membranaires sont oxydés en lipoperoxydes.

La peroxydation des membranes va alterer leur fonctionnalité par modification de leur
perméabilité, de leur fluidité et perte d’activité d’enzymes et de récepteurs (Cillard, 2006; Sergent
et al., 2001). Les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de 1’attaque par le radical
hydroxyle capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour
former un radical diéne conjuguée, oxydé en radical peroxyle cette réaction est appelée la
peroxydation lipidique. La formation de réaction en chaine se fait par le radical peroxyle, se
transforme en peroxyde au contact d’un autre acide gras qui forme un nouveau radical di¢ne
conjuguée (Sahnoun, 1997). Les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d’évolution étre
réduits et neutralisées par la glutathion peroxydases ou continuer a s’oxyde et a se fragmenter en
aldéhydes acides et en alcanes de par leur volatilité, le radical peroxyle aprés évolution en un
peroxyde cyclique et coupure de la molécule peut libérer différents aldéhydes toxiques dont la
malondialdéhyde ou I’hydroxynonenal. Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines

circulantes ou les phospholipides des membranaires (Favier, 2003).
1.4.3.3-Ethanol, apoptose et nécrose

La consommation d'alcool augmente la perméabilité intestinale, ce qui entraine un afflux
accru de lipopolysaccharide (LPS) dans le foie. Le LPS active les cellules de Kupffer pour produire
du TNF. Le TNF se lie a son récepteur (TNFR1), qui recrute le TNFR domaine de la mort associée
(TRADD, RIP1, inhibiteur cellulaire des protéines d’apoptose 1 (CIAPL1 / 2), et complexe
d’assemblage de la chaine de 1’ubiquitine lin¢aire (LUBAC) et favorise 1’ubiquitination linéaire de
RIP1. Ceci conduit a I’activation de NF-KB par le recrutement dépendant de la chaine de

_________________________________________________________________________________________________|
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I’ubiquitine facteur de croissance transformant béta activé kinase 1 / protéines de liaison 2 (TAB2)
et 3 (TAB3) MAP3KY7, facteur de croissance transformant kinase 1 activée (TAK1), et le complexe
I-KB kinase (IKK). CYLD élimine la chaine d'ubiquitine de RIP1 et RIP1 désubiquitiné interagit
avec TRADD, une protéine associée a fas avec un domaine de mort (FADD™), la caspase-8, et les
régulateurs de I'apoptose de type CASP8 et FADD (CFLAR), aboutissant a une caspase-8
activation. Caspase-8 activée clive Bid pour activer la voie de I'apoptose mitochondriale et induire
I’apoptose. Elle clive également RIP1 et RIP3 pour inactiver la nécroptose induite par RIP1 — RIP3.
Lorsque les clAP sont épuisés et que la caspase-8 est inhibée, RIP1 et RIP3 interagissent via des
domaines RHIM de nécrosome de type amyloide. Les RIP1 et RIP3 auto- et transphosphorylés
recrutent ensuite des MLKL en aval pour initier la nécroptose. En absence de clAP, RIP1, RIP3,
TRADD, la caspase-8 et le CFLAR forment un complexe appelé le ripoptosome, qui active la

caspase-8 et I'apoptose et requiert I'activité de la RIP1 kinase (Nagy et al., 2016).
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Figure 4 : Les voies de I'apoptose et de la nécrose induites par I'alcool (Nagy et al., 2016).
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1.4.3.4-Ethanol et inflammation

L’alcool et 1’acétaldéhyde augmentent tous les deux la perméabilité intestinale et le taux de
(LPS) dans la circulation portale. Le LPS se lie au TLR4 et induit le phénotype pro inflammatoire
des cellules de Kupffer. L'acétaldéhyde et le LPS stimulent également les cellules
parenchymateuses et non parenchymateuses afin qu'elles produisent des cytokines et des
chimiokines pros inflammatoires. Le systéme immunitaire inné libere également des cytokines anti-
inflammatoires et hépato protectrices qui activent la signalisation STAT3 dans les cellules du foie.
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Figure 5 : L'alcool et la réponse immunitaire innée (Ceni et al., 2014).
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1.5-Les consequences pathologiques
1.5.1-L"hepatite alcoolique aigué (HAA)

Se caracterise par des Iésions de souffrance hépatocytaires (clarification, ballonisation des
hépatocytes) et par un infiltrat a polynucléaires neutrophiles au voisinage des hépatocytes altéres.
L'infiltrat & polynucléaires neutrophiles est fréqguemment associé a la présence de cellules

mononuclées et a une hyperplasie des cellules de Kupffer (Naveau, 2001).

1.5.2-Stéatose alcoolique

La stéatose est la conséquence d'une accumulation de triglycérides dans les hépatocytes. Ces
triglycérides sont issus de I'estérification a l'alcool de trois acides gras avec un glycérol-3-
phosphate. Les acides gras utilises pour la synthése des triglycérides hépatiques peuvent étre des
acides gras non estérifiés, issus de la lipolyse du tissu adipeux, et des acides gras néo synthétisés a
partir du glucose par la voie de la lipogenese hépatique. Les acides gras peuvent alors servir de
substrats pour produire de 1’énergie principalement par la voix de 3-oxydation mitochondriale. Elles
peuvent étre estérifiés et stockés sous forme de triglycérides dans des gouttelettes lipidiques ou
sécrétés dans le sang sous forme de lipoprotéines de tres faible densité (VLDL). La stéatose résulte
d’un déséquilibre de I’homéostasie lipidique hépatique associant un apport accru d’acides gras dans

le foie et une diminution de leur utilisation (Teixeira-Clerc, 2015).
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Figure 6 : Mécanismes de la stéatose alcoolique (Teixeira-Clerc, 2015).
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1.5.3-Fibrose alcoolique

L'acétaldéhyde est I'un des principaux médiateurs de la fibrogénese hépatique induite par
I'alcool. 1l provoque une synthese accrue des composants du collagéne et de la matrice
extracellulaire (MEC) par l'activation de la voie de signalisation du facteur de croissance
transformant (TGF) -p / SMAD3. De plus, les ROS issus du métabolisme microsomale de 1’éthanol,
dérivées de neutrophiles sont capables d'induire la peroxydation des lipides et les adduits de
protéines MDA / HNE dans les CSH, ce qui entraine une augmentation de la synthése de collagéne.
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Figure 7 : Mécanismes moléculaires de la fibrose alcoolique (Ceni et al., 2014).

1.5.4-Cirrhose alcoolique

La cirrhose alcoolique est une maladie de constitution progressive. Les principales causes
sont 1’acétaldéhyde et les ROS formés lors du métabolisme hépatique de 1’alcool. Les altérations
oxydatives des macromolécules cibles favorisent la progression vers la cirrhose alcoolique du foie
(Ratna et al., 2017).
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L'éthanol est d'abord métabolisé par I’(ADH) en acétaldéhyde cancérogéne, qui provoque des
dommages importants aux cellules en formant des adduits a I'ADN et aux protéines. Le CYP2E1
déclenche egalement la formation d'acétaldéhyde et d'espéces réactives de I'oxygene (ROS). Le
stress oxydatif secondaire a I'accumulation de ROS endommage les composants cellulaires par la
peroxydation des lipides et la mutagenése de I'ADN via la formation de produits d'addition et
l'altération des mécanismes de réparation. Les effets de 1’accumulation de fer et de lipides
habituellement observés dans les maladies alcooliques du foie participent également a
I’accumulation de ROS et aggravent encore les effets néfastes du stress oxydatif. De plus, 1'alcool
favorise I'inflammation via la translocation des bactéries intestinales et du lipopolysaccharide, qui
sont responsables de la production de cytokines et de chimiothérapies inflammatoires dans la
formation de ROS. L'acétaldéhyde modifie également le transfert de méthyle, conduisant a une
hypométhylation de I'ADN associée a des modifications de I'expression génique (génes d'oncogenes

et de génes suppresseurs de tumeurs) (ganne-carrig, 2019).
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Figure 8 : Les voies biologiques impliquées dans la carcinogenése hépatique a médiation par

I'alcool (ganne-carrié, 2019)
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I.5.5-Carcinome hépatocellulaire
I1-L ’utilisation des plantes médicinales

L’utilisation des plantes médicinales comprend la consommation des plantes entiéres, des
matieres végétales, des préparations a base de plantes et des médicaments a base de plantes. Par
utilisation traditionnelle, on entend une utilisation trés ancienne de ces plantes dont 1’innocuité et
I’efficacité ont été bien établies et qui sont méme parfois agrées par certaines autorités nationales

(Dutertre, 2011).
11.1-La phytothérapie

La Phytothérapie est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes
ou de préparations a base de plantes. Elles soient consommées ou utilisées en voie externe. On
distingue deux types de phytothérapies ; la phytothérapie traditionnelle et la phytothérapie clinique
(Chabrier, 2010).

11.2-Les plantes médicinales

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites

primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composes présents (Sanago, 2006).
11.3-Différents groupes de principes actifs des plantes médicinales
11.3.1-Principe actif

C’est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'Homme
ou l'animal. Le principe actif est contenu dans une drogue végétale ou une préparation a base de

drogue végétale (Chabrier, 2010).
11.3.2-Les groupes de principes actifs des plantes

Les éléments actifs qui sont I’origine des actions thérapeutiques des plantes, ont eté
récemment isolés et etudier. Donc il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour
comprendre comment elles agissent sur 1’organisme (Chevallier, 2001). Les plantes produisent des
métabolismes primaires entrant dans la fonction cellulaire vitale et elles synthétisent aussi beaucoup

de composés secondaires qualifiés, citant les :
I ——
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11.3.2.1-Les polyphénols : Les composés phénoliques, constituent I'un des groupes de
substances les plus largement distribués du regne végétal, avec plus de 8000 structures phénoliques
connues a ce jour. lls ont au moins un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyle, et
peuvent étre classes en tant que flavonoides et non-flavonoides. Ils participent a 1’élimination des
radicaux libres, la protection et la régéenération d'autres antioxydants alimentaires (par exemple, la

vitamine E) et la chélation de métaux pro-oxydants. (Lima et al., 2014).

11.3.2.2-Les flavonoides : sont des composés poly phénoliques comprenant 15 atomes de
carbone formant une structureCeCsCs, Soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3
carbones. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. 1ls ont des
roles variés dans les plantes en tant que métabolites secondaires, étant impliqués dans les processus
de défense contre les UV, la pigmentation, et la résistance aux certaines maladies. (Chira et al.,
2008).

11.3.2.3-Les tanins : sont des polyphénols solubles dans 1’eau que 1’on trouve dans presque
toutes les parties de la plante. Les propriétés des tanins sont basées sur leurs structures chimiques
comportant deux ou trois groupes hydroxyle phénoliques sur un noyau phénol. Elles ont un effet
antimicrobien lié a I'inhibition des enzymes microbiennes extracellulaires, telles que la cellulase, la

pectinase, la xylanase, la peroxydase, la laccase et la glycosyl transférase. (Marta et al., 2018).

11.3.2.4-Les saponines : constituent un groupe diversifié de glycosides métaboliques présents
dans de nombreuses plantes supérieures (Bhatia et al., 2015). Ce sont des composés
phytochimiques qui produisent une mousse lorsqu'ils sont dissous dans de I'eau (Bone et al., 2013).

11.3.2.5-Les glucosinolates : sont des composés biologiquement actifs de la famille des
plantes Brassicaceae, notamment le brocoli, le chou, le chou-fleur, la moutarde et le raifort. Leurs
effets bénéfiques sont, les fonctions régulatrices de l'inflammation, la réponse au stress, le
métabolisme de phase | et les activités antioxydantes, ainsi que les propriétés antimicrobiennes
directes. (Karyn et al., 2016).

11.3.2.6-Les anthraquinones : se présentent généralement sous leurs formes glycosidiques.

Ces composés conferent une couleur aux plantes et ont été largement utilisés comme colorants
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naturels. En outre, ils sont également utilisés comme laxatifs et possédent des activités

antifongiques et antivirales. (Simpson et al., 2017).
11.4-Différents effets des plantes médicinales

Plusieurs milliers de plantes sont utilisées par le monde. Leur champ d'action est vaste et
leur puissance varie. La plupart ont des effets spécifiques sur certaines parties de I'organisme et sont

reconnues pour pouvoir traiter divers cas (Chevallier, 2001).
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Figure 9 : Différentes plantes ont des effets sur le systéme circulatoire.

www.iesv.org.com.(2015-2016)
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Figure 10 : Différentes plantes ont des effets néphro et dermato-protecteurs.

www.iesv.org.com.(2015-2016)

11.5-Les plantes a effet hépato protecteur

Le mécanisme d'hépato protection par les composants des plantes exerce généralement de
multiples effets. Bien qu'ils montrent une hépato protection due a un effet antioxydant. Il existe
d'autres effets immunomodulateurs, antiviraux (Wiart et al., 2005) et anti-inflammatoires. (Sandur

et al., 2007). Parmi les plantes médicinales hépato protectrices, on cite les exemples suivants :
11.5.1-La feuille de Ceriops decandra

Prélevée dans la forét de mangroves de Pichavaram a Tamilnadu (Inde). Elle posséde une
activité protectrice contre 1’hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez les rats
Albinos Wistar, traités par I'extrait de feuilles de C. decandra contenant des doses faibles, moyennes
et élevées (respectivement 100, 200 et 400 mg kg-1 poids corporel). Des études in vitro ont été
effectuées avec les tests DPPH, HRSA, NO, FRAP et LPO. Les résultats présentent un niveau réduit
de propriétés enzymatiques, ce qui pourrait étre di a la stabilisation de la membrane cellulaire
hépatique, a l'inhibition de la peroxydation des lipides et aux propriétés piégeuses radicalaires. Donc
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la nature hépato protectrice de I'extrait de feuille de C. decandra pourrait étre expliqués par la
présence de métabolites secondaires uniques et a leurs propriétés antioxydantes tels que les groupes
phénoliques, d'alcaloides, de triterpénoides, de flavonoides, de catéchine et d'anthraquinone

(Gnanadesigan et al., 2017).

Figure 11 : la plante de Ceriops decandra, (www.toxiplant.fr.2018).

11.5.2-Aquilaria malaccensis (A. malaccensis) et Aristolochia longa (A. longa)

Sont des Plantes trés bien connues par leur utilisation dans la médecine populaire contre le cancer
dans plusieurs régions d’Algérie. A. malaccensis a de nombreuses activités biologiques, y compris
activité antimicrobienne, antitumorale, antioxydante. A. Longa a également plusieurs propriétés
thérapeutiques contre les insuffisances ovariennes, et des effets analgésiques, anti-inflammatoires,

anti-hyperglycémiants.

L’étude réalisée pour clarifier les effets protecteurs de (A. longa) et (A. malaccensis) vis-a-vis
de I'népatotoxicité aigué induite par une dose de plomb (10g/Kg de poids corporel) chez les rattes

Wistar albinos.

Les résultats révelent que le traitement au plomb a entrainé une augmentation significative des
taux sériques de GOT, GPT et ALP et de la concentration d’MDA dans le foie et I’activité de la

catalase. Egalement une modification de la fonction des différents tissus hépatiques.

_________________________________________________________________________________________________|
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Par contre, le traitement par A. malaccensis et A. longa a apporté une correction partielle des
parameétres précédents. Les observations histologiques confirment les effets hépatoprotecteurs de
ces deux extraits. Ceci démontre les effets bénéfiques du traitement par A. longa et A. malaccensis
sur les maladies induites par le plomb, stress oxydatif et Iésions tissulaires du foie (Derouiche et
al., 2017).

Figure 13 : la plante de Aquilaria malaccensis (Floraofsingapore.wordpress.com.2011).
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11.5.3-Alchemilla mollis (Buser) Rothm, du genre Alchemilla, est également utilisée en

médecine traditionnelle européenne, et pousse naturellement et largement en Turquie.

Une autre étude porte sur les effets protecteurs d’Alchemilla mollis vis-a-vis de 1’hépato
toxicité et I’hypoglycémie induites par le tétrachlorure de carbone sur des souris diabétiques induit
par I’alloxan. Les résultats de 1’activité hépato protectrice ont révélé que les taux sériques d'ALAT
étaient significativement réduits a la fois par les extraits de parties aériennes et de racines a des
doses de 100 mg / kg et de 200 mg / kg.

Parallelement, les résultats de L’examen histopathologique montrent que les parties
aériennes et les racines d’A. Mollis induisaient une récupération significative des dommages
cellulaires, par rapport au groupe du tétrachlorure de carbone. L’activité la plus significative a éte
observeée avec une dose de 200 mg / kg des extraits des parties aériennes de A. mollis. Donc il existe
des preuves d'une activité hépato protectrice d'A. Mollis sur le contenu phénolique de la plante, en
particulier dans le cas des flavonoides, qui possédent de puissantes propriétés anti oxydantes
(Ozbeka et al., 2017).

11.5.4-Les feuille de Coccinia indica

Coccinia indica est une plante appartenant aux cucurbitacene. Contient des matieres
premiéres importantes pour la production de médicaments, tels que des composes bioactifs comme
les métabolites secondaires dons la partie aérienne. Vinothkumar et al., 2019 ont étudié I'activité
hépato protectrice de I'extrait de feuille de C. indica (400 mg / kg de poids corporel / par voie orale
/ jour pendant 7 jours) ; contre les effets toxiques induits par 1’énalapril (1,5 g/ kg de poids corporel
/ par voie orale) chez des rats albinos femelles.

L’¢étude histologique du foie des animaux traités par I'énalapril (1,5g9/kg de poids corporel)
amontré une dégénérescence et une nécrose des hépatocytes graves dans la zone centriozonale. Des
cellules inflammatoires ont également été observées dans la triade. Une section hépatique de rats
traités par 1’énalapril et I'extrait d'éther diéthylique de feuille de C. indica, a montré une réduction
de la zone nécrosee et des infiltrats inflammatoires dans la zone centriozonale avec disparition de
I'infiltrat inflammatoire autour triade de portail. Egalement a la méme tendance, une augmentation
significative des niveaux de bio marqueur enzymatique, notamment de la GPT, GOT, GGT, ALP,
LDH et de la bilirubine totale chez les animaux traités a 1’énalapril. Donc L’effet hépatoprotecteurs,
antioxydant et anti inflammatoire de 1’extrait de feuille de C indica pourrait étre expliqué par la

_________________________________________________________________________________________________|
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présence de métabolites secondaires uniques et a leurs propriétés tels que les glucides, les
glycosides, les alcaloides, les tanins et les flavonoides (Vinothkumar et al., 2019).

11.5.5-Le Thé vert

Le thé vert est un produit non oxydé et non fermenté pour inactiver les enzymes oxydantes.
Il contient plusieurs polyphénols, principalement des catéchines, également les antioxydants
comme les vitamines ont diverses activités biologiques. Aussi le stress oxydatif semble-t-il atténué

par les antioxydants nutritionnels non enzymatiques tels que la vitamine ¢

Tahoun et al., (2018) ont étudiés les effets histopathologiques, hépatoprotecteurs et
biochimiques du stress oxydant due a la toxicité du fénitrothion (10 / kg de poids corporel / par voie
orale) chez des rats albinos traités par un extrait de feuille de thé vert (3%) et une dose de vitamine
C (29/1) pendant 6 semaines. Les résultats obtenus ont révélé une augmentation significative du
malondialdéhyde (MDA), associée a une diminution significative des valeurs des parametres
antioxydants (SOD, GSH, CAT et TAC) comparés au témoin. Par contre I'administration d'extraits
de thé vert et de la vitamine C a entrainé une augmentation significative du SOD, GSH, CAT et
TAC, dans les groupes traités avec le fénitrothion et le thé vert et les groupes traités par le

fénitrothion et a la vitamine C par rapport au groupe traité par fenitrothion

L’étude histopathologique a révélé que le foie des rats administré le fénitrothion présentait
une congestion des vaisseaux portaux, un canal biliaire et une dégénérescence hydropique des
hépatocytes et de grandes zones de nécrose coagulante infiltrées par des lymphocytes dans la région
portale. Donc I’extrait de thé vert diminue le stress oxydatif hépatique, probablement en raison de
ses propriétés antioxydantes et des polyphénols qui éliminent les radicaux libres. (Tahou et al.,
2018).

11.6-Plantes médicinales et hépato toxicité de I’éthanol
11.6.1-La préparation polyherbale

Les formulations polyherbales sont considérées meilleures qu'une simple herbe. Par conséquent,
les paramétres biochimiques et les études histopathologiques révelent que Herbal Preparation (HP-
4) est une formulation polyherbale d’extrait de feuilles d’Aloe vera, de Bacopa monniera, de

Moringa oleifera et de rhizome de Zingiber officinale offrant des effets hépatoprotecteurs
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synergiques dus aux divers composés phytochimiques présents dans le produit, contre

I’hépatotoxicité induite par 1'alcool. (Padmanabhan et al., 2014).
11.6.1.1- Aloe vera L. (syn. : Aloe barbadensis Miller)

Est une plante vivace et succulente appartenant a la famille des Liliacées. L'Aloe Veraleaf
posséde de nombreuses activités pharmacologiques telles que purgatif, antibactérien, anticancéreux,
antifongique et antioxydant, (Patil, 2010). Dans I'étude rapportée par Saka et al., 2011, I'effet
hépatothérapeutique d'Aloe veramay est apporté par ses propriétés antioxydantes de ses principes
bioactifs par le biais de mécanismes de stabilisation de la membrane. Cette étude constitue
¢galement la preuve pharmacologique et 1’appui de 1’utilisation médicinale traditionnelle de la

plante dans le traitement des lésions hépatiques induites par 1’alcool. (Padmanabhan et al., 2014).

Figure 14 : La plante de /’aloe vera (Leech, 2017).

11.6.1.2-Bacopa monniera

Appartient a la famille Scrophulariaceae, est une petite plante herbacée qui pousse dans les
zones marécageuses et humides des régions tropicales. C'est une herbe rampante avec de
nombreuses branches, de petites feuilles charnues oblongues. La tige et les feuilles de la plante sont
largement utilisées comme extraits aux propriétés anti-ulcérogenes, anticancéreuses et hépato

protectrices (Padmanabhan et al., 2014).
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Figure 15 : la plante de Bacopa monniera. (Www.aquaticmag.com.2019).

11.6.1.3-Moringa oleifera Lam

Est I’espece géographique la plus répandue de la famille des Moringacées. Présent
principalement dans les pays asiatiques ; a des vertus medicinales et nutritionnelles. Les feuilles
sont trés nutritives comparées a d’autres parties également bénéfiques, sources de protéines, de -
caroténe, de vitamines A, B, C et E, de riboflavine, d’acide nicotinique, d’acide folique, de
pyridoxine, d’acides aminés, de minéraux et de divers composés phénoliques (Fakurazi et al.,
2012). Dans une étude rapportée par (Nadro et al., 2006) sur I'extrait des feuilles de Moringa
oleifera contre I'népato toxicité induite par I'alcool, on a conclu que le prétraitement de I'extrait
protégeait le foie contre les dommages aigus provoqueés par l'alcool. Tandis que le post-traitement
avec l'extrait présenté effet thérapeutique. Cela signifie que les propriétés a la fois préventives et
curatives sont démontrées, ce qui a éte attribué a la richesse de I'extrait des feuilles en antioxydants

présenté de maniére dose-dépendante (Nador et al., 2006).
11.6.1.4-Zingiber officinale Roscoe

Ou communément appelé « gingembre » appartient a la famille des Zingibéracées. La partie
largement utilisée est le rhizome dans les médecines traditionnelles. 1l a été utilisé pour traiter les
maux de téte, les rhumatismes, les brilures, 'ulceére peptique, la dyspepsie, la dépression,
I’impuissance et les maladies du foie (Patil, 2010). Dans le rhizome de gingembre frais, les

_________________________________________________________________________________________________|
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composés polyphénoliques gingerols se présentant sous la forme de 6-gingérol, Le 8-gingérol et la
zingérone sont les composants actifs responsables a 1’hépatotoxicité a cause de leur effet

antioxydant (Saka et al., 2011).

Figure 16: zingiber officinale (http://www.alvita.com/herbal-teas.html).
11.6.2-Les graines de citrouille (Cucurbita pepo L.)

Elle constitue une source riche en acides gras insaturés, antioxydants et de fibres, connues pour
leurs activités antiathérogenes et hépato protectrices. L huile de graines de citrouille comprend les
acides gras suivants : palmitique, stéarique, oléique et linoléique, et les principaux nutriments de
I'huile de graine de citrouille sont : acide gras oméga 6, oméga - 9, les phytostérols, et des

antioxydants tels que les caroténoides, la vitamine A et la vitamine.

L’évaluation des effets protecteurs et antioxydants de I'huile de citrouille contre I'hépato
toxicité et le stress oxydant induits par I'alcool chez les rats albinos a été réalisée en donnant de
I'alcool éthylique absolu (10%) dans de I'eau de boisson pendant 15 jours avant I'expérience. La
dose d’huile de citrouille a été ajustée & 50mg/ kg et administrée quotidiennement pendant 4
semaines. Les résultats ont affirmé une augmentation marquée des activités sériques de (ALT),
(AST), (ALP) et (yGT). En ce qui concerne le stress oxydatif et le systéme de défense antioxydant,
il a été enregistré une diminution des activités de la GST et la catalase chez les rats traités par I'alcool

_________________________________________________________________________________________________|
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était potentiellement supérieure a la normale par rapport au traitement préalable a I'huile de
citrouille. Cependant, bien que la peroxydation lipidique soit élevée chez les rats traités par 1’alcool,
le prétraitement a 1’huile de citrouille a entrainé une diminution détectable du taux de peroxydation
lipidique. Donc Les composants naturels des plantes contenus dans la citrouille pourraient améliorer
le foie contre la toxicité hépatique induite par I'alcool et le stress oxydatif. Donc 1’effet améliorant
de I'nuile de citrouille (Cucurbita pepo L.) contre I'népato toxicité et le stress oxydatif induits par
I'alcool chez le rat Albinos. (Abou Seif, 2014).

Figure 17 : cucurbita pepo L (various, 2013).

11.6.3-Silybium marianum

Silybium est un membre de la famille des Asteraceae, une plante connue dans le monde entier,
aux graines noires et brillantes. Des extraits de graines de Silybum marianum ont été utilisés en
médecine traditionnelle pour le traitement des maladies du foie, les maladies du foie et des voies
biliaires. Das et al., 2006 ont examiné I'effet de la silymarine, médicament hépato protecteur, sur
les paramétres biochimiques, en particulier le statut antioxydant des rats exposés a I'éthanol avec

une dose de 1.6g/kg de poids corporel/jour pendant 4 semaines. Les résultats ont démontré que le
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superoxyde dismutase (SOD) et de la glutathion-s-transférase (GST) ont été significativement
augmentées, alors que les activités du catalase, glutathion réductase (GR) et GPx (glutathion
peroxydase) et le contenu en GSH ont été considérablement réduites suite a I'exposition a I'éthanol.
Mais la silybine a permis d’inverser ces changements. 1l a également été observé que I'abstinence

d'éthanol pourrait aider a la régénération hépatique (Das et al., 2006).

Figure 18: silybium marianum (www.amazon.com).
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MATERIELS ET METHODES

Partie pratique
I-MATERIELS

I.1-Matériels végetal
I.1.1-Préparation de I’extrait n-butanol

L’extraction ou les différentes étapes de la préparation des phases chloroformique, acétate
d’¢éthyle et n-butanolique de la partie aérienne de la plante sont réalisées au niveau de 1’unité de
recherche : Valorisation des Ressources Naturelles et Analyses Physico-Chimiques et Biologiques,
Faculté des Science Exactes, Université Freres Mentouri Constantine 1. L’extraction est réalisée

suivant un protocole bien défini est détaillé de I’unité de recherche.

Les parties aériennes (feuilles, tiges et fleurs) des deux plantes ont été coupées en petits
morceaux et mises a macérer dans un melange méthanol-eau (7 : 3) pendant sept (07) jours, cette
opération est répétée trois fois avec renouvellement de solvant. Aprés concentration a une
température n’excédant pas 40°C, nous avons obtenu un résidu sirupeux, qui est dilué avec 1500
ml d’eau distillée. La solution obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation.
Cette décantation permet le dépdt de la chlorophylle, des cires, du sable...etc. Apres filtration, la
phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction liquide-liquide dans une
ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et de polarité croissante en
commengant par 1’éther de pétrole, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle, et le n-butanol. Les trois
phases organiques récupérées ont été sechées, concentrees sous pression réduite a sec et pesées. La

phase n-Butanol obtenus des deux plantes a été utilisée dans cette étude.

|.2-Réactifs

Les solvants organiques utilisés dans les différents compartiments de cette étude sont de
grade analytique (Le méthanol, le chloroforme, et ’acétate d’éthyle) ont été fournis par Sigma-
Aldrich. L’éthanol par Honeywell et le n-butanol par PROLABO.

Les différents acides sont : Le Tricholoroacide Acétique (TCA), I’acide sulfurique et I’acide

ascorbique et I’acide gallique sont achetées de Sigma.

Les réactifs chimiques sont: le DPPH diphénylpicryl B hydrazyl, le Molybdate
d’ammonium, le Folin-Ciocalteu (FCR) et le trichlorure d’aluminium ont été fournis par Sigma-

Aldrich, le Ferricyanide de Potassium par UCB Belgique.
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Les sels sont : Bicarbonate de sodium, Chlorure de Sodium (NaCl), potassium Phosphate

dibasique (K2HPOas), Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4) ont été fournis par
Honeywell-Fluka<Sigma-aldrich<Vel.

D’autres produits chimiques utilisés : la quercétine, le Chlorure de fer (Fecls), le
butylhydroxytoluene (BHT) et le BHA. Chlorure de potassium (KCI) Par Vel, acétate de sodium
(CH3COONa) par Merck, aluminium chlorure par Chiminova, sodium phosphate monobasic
(NaH2PO4) et TRIS par Sigma-aldrich.

1.3-Matériels Animal et entretien des Animaux

L’étude a été réalisée sur des rats males de souche Wistar Albinos, pesant entre 250 et 300g
(au début de I’expérimentation), issus par €levage au niveau de I’animalerie de 1’Université des
fréres Mentouri Constantine 1, logés dans des cages en matiere plastique ayant un couvercle en

acier inoxydable ou chaque cage regroupe 4-5 rats. IIs ont libre accés a I’eau et a la nourriture.

Avant leur utilisation les rats ont subi une période d’adaptation de 3 semaines au niveau de
I’animalerie a une température constante (22 = 2) °C et soumis a un cycle de lumiére/obscurité de
12/12h pour le respect de leur horloge biologique. Ils ont été traités conformément au principe et
directive énoncés dans le manuel sur le soin et 1’utilisation des animaux d’expérimentation.
L’identification individuelle des rats se fait par numérotation au niveau de la queue a l'aide d’un

marqueur permanent.
II-METHODES
I1.1-Etude in vitro
11.1.1- Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux se fait a travers le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un
acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit lors de I'oxydation des phénols en milieu alcalin,
en un mélange d'oxydes bleu de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration
produite, dont I'absorption maximum a environ 760-765 nm est egale a la quantité de polyphénols
présents dans les extraits végétaux (Boizot et al., 2006).
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Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de spectrophotométrie, suivant le

protocole de Wong et al., 2006. 125 pul d’extrait végétal dilué dans le méthanol et mélangé avec
500 ul d’cau distillée et 125 ul de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) tout a été ajouté successivement.
Apres 5 minutes, on ajoute 1250 pul de 2% de carbonate de sodium (Na2COs) et 1000 pl d’eau
distillée. Apres une incubation du mélange réactionnel pendant 90 minutes a température ambiante

et a I’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 760 nm.

La courbe d’étalonnage est réalisée par 1’acide gallique a différentes concentrations (O-
500 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
présentés en mg d’équivalent d’acide gallique par 1g poids sec de I’extrait (mg EAG/1g Exst).

Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

11.1.2- Détermination des Flavonoides

La teneur en flavonoides de la phase n-butanol des deux plantes (A et B) est effectuée par
la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) (Quitter et al., 2000). La coloration jaunatre
observée dans cette méthode est due a la formation d’un complexe entre le chlorure d’aluminium
et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. 1ml d’extrait préparé dans
du méthanol est ajouté a 1ml de AICI3-6H20 (Solution méthanolique de 2%). Aprés 1 h d'incubation

a température ambiante, 1’absorbance est lue a 415 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par la quercetine a différentes concentration
(0- 100pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en mg d’équivalent de quercetine par 1 g poids sec de I’extrait (ug EQU/1gEXxst). Toutes
les mesures sont répétées 3 fois.

11.1.3- Evaluation du pouvoir anti radicalaire (DPPH)

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode utilisée dans I’analyse de ’activité
antioxydante. La présence de ces radicaux DPPH*® Donne lieu & une coloration violette foncée de la
solution. La réduction des radicaux DPPH* par un agent antioxydant entraine une décoloration de
la solution (Molyneux, 2004). Le changement de couleur peut étre suivie par spectrophotométrie a
517nm et de cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre

déterminée (Popovici et al., 2010 ; Molyneux, 2004).
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Dans notre étude, ce test a été réalisé selon la méthode de (Kuramasamy et al., 2007).

Bri¢vement, 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a été mélangé avec 1ml de
différentes dilutions des extraits de plante (0-1 mg/ml). Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri
de la lumiere a la température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée a 517 nm

contre un témoin composeé de 1ml de la solution de DPPH et de 1ml de méthanol.

Les échantillons, les témoins (I’acide ascorbique, la quercétine, le BHA, le BHT, et le
torolox) et le banc sont préparés dans les mémes conditions opératoires. La décroissance de
I’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre La réalisation de la cinétique de cette activité
permet de déterminer les concentrations qui correspondent a 50 % d’inhibition (ICsp). La valeur
d’ICso la plus faible correspond a I’efficacité de I’extrait la plus élevée. La valeur de 1’ICsp est
exprimée en ug/ml (3 répétitions pour chaque concentration).

11.1.4- Dosage de la capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

Le test est basé sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent sous la forme d'ions
Molybdate MoO4? a molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de 'extrait ou d’un agent antioxydant.
Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/Mo (V) a un pH
acide (Prieto et al., 1999). On mesure 1’augmentation de la coloration du complexe molybdeéne (VI)
en présence d’antioxydant. A la différence des autres tests, ce test permet non seulement de
quantifier I’apport de I’activité¢ antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres composés

antioxydants tel que les vitamines (C, E...).

La méthode consiste a introduire dans un tube 200 pl de chaque extrait a différente
concentrations mélangés a 2000ul d’un réactif composé de H.SO4 (0,6 M), de Na:PO4 (28 mM) et
du molybdate d’ammonium (4 mM). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a 95°C pendant
90 minutes. Apres les avoir refroidis, I’absorbance est mesurée a 695 nm. Le témoin est constitué

de 200 pl de méthanol mélangé avec 2000 pl du réactif mentionné ci-dessus.

Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent acide ascorbique par gramme de matiére seche de I’extrait
(mg EAA/g Exst).
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11.1.5- Dosage du pouvoir réducteur (FRAP)

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe®*) en ion ferreux (Fe?*).
Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al., 2001). La présence des
réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe**/complexe Ferricyanide
a la forme ferreuse. Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en Mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung
et al., 2002). En effet, le systéme FeCls/KsFe(CN)6 confere a la méthode la sensibilité pour la
détermination « semi quantitative » des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction

redox (Amarowicz et al., 2004).

Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Oyaizu, 1986. Dans un tube
a essai en verre contenant 200 ul de solution d’échantillon a différentes concentrations, ont été
ajoutés 500 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) puis 500 ul de potassium hexacyanoferrate
[KsFe (CN) 6] 1% dans I’eau distillée. L’ensemble est chauffé & 50°C au bain marie pendant 20
minutes. Un volume de 500 ul d’acide trichloracétique (10%) est ensuite ajouté et le mélange est
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Un aliquote de 500 ul de surnageant et transféré dans
un autre tube auquel ont été ajoutés 500 pl d’eau distillée et 100 pul de FeCls 1% fraichement préparé
dans de I’eau distillée. Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions en

remplagant I'extrait par le méthanol.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre le blanc en utilisant
I’appareil (UV-VIS spectrophotometre). Le contrble positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard; 1’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions
que les échantillons. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés.

I1.2- Etude in vivo
11.2.1-Induction de I’hépatotoxicité par I’éthanol

Pour produire le modele hépatotoxique, nous avons utilisé une seule dose de I’éthanol (30%) a

(3 g/kg) administrée par gavage chaque jour pendant 15 jours.
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11.2.2- Traitement des animaux
Les rats sont divisés en 6 groupes de 6 rats comme suit :

Groupe 01 : Sain témoin ou contrdle(S) : recoit chaque jour I'eau distillée et apres une heure I’eau

physiologique par gavage, le volume dépend du poids corporel de chaque rat.
Groupe 02 : éthanol (ET-OH) : recgoit chaque jour une dose de 3g/kg d’éthanol par gavage.

Groupe 03 : éthanol + extrait 200mg/kg (ET-OH +p200) : recoit chaque jour une dose de 3g/kg

d’éthanol et apres une heure 200mg/kg d’extrait par gavage.

Groupe 04 : témoin + extrait 200mg/kg (S+p200) : recoit chaque jour 1’eau distillée et aprés une

heure 200mg/kg d’extrait par gavage.

Groupe 05 : éthanol + extrait 100mg/kg (ET-OH +p100) : recoit chaque jour une dose de 3g/kg

d’éthanol et aprés une heure 100mg/kg d’extrait par gavage.

Groupe 06 : témoin + extrait 100mg/kg(S+p100) : recoit chaque jour 1’eau distillée et apres une

heure 100mg/kg d’extrait par gavage.

La mesure du poids des rats est effectuée a jeun, de fagon réguliére ; avant le début du traitement

puis aprés chague semaine de traitement puis le jour du sacrifice.

11.2.3- Dissection des rats, prélevement du sang et des organes

Aprés 15 jours de traitement, les rats ont été par la suite sacrifiés par anesthésie en utilisant le
chloroforme et la collecte du sang s’effectue a partir de la veine porte dans des tubes (héparinés,
EDTA) centrifugé a 6000 tours/minute pendant 15 minutes puis le sérum est récupéré et utilisé pour
les dosages des parameétres biochimiques.

Au moment du sacrifice les organes (foies, coeur, cerveau, et reins) sont récupérés, rincés par
I’eau physiologique salin 0.9 % puis pesés, aliquotes et conservés a -24°C pour des études

ultérieures.

11.2.4- Préparation des fractions cytosoliques

0.5 g de foie (une aliquote) est additionné a 3ml de solution tampon Tris-EDTA phosphate 0.1M

pH ; 7.4 contenants du KCI 1,15M, le mélange est homogénéisé a 1200 tours/minute par un
I ——
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homogénéiseur de dounce. L’homogénat est ensuite centrifugé a 1000 tours/minute pendant 15

minutes a 4°C. Le surnageant est récupéré puis centrifugé a 9600 tour /minute pendent 45 minutes
a 4°C, La fraction cytosolique est récupérée et utilisée pour les dosages du taux de
molonyldialdéhyde (MDA), le taux du glutathion réduit (GSH) et I’activité de la catalase (CAT).

11.2.5-Méthodes de dosages des parametres biochimiques du sang
11.2.5.1- Dosage de I’albumine

L'albumine se lie au vert de bromo crésol (BCG) a pH 4,2. ce qui entraine un déplacement.
Le dosage d’albumine est mesuré au niveau d’hopital cité EI-Bir en utilisant des bandelettes

commerciales.

11.2.5.2- Dosage du cholestérol

Le dosage du cholestérol est réalisé selon la méthode de (naito,1984). Le cholestérol
présent dans 1’échantillon donne lieu a un composé coloré, L’intensité de la couleur formée est

proportionnelle a la concentration de cholestérol présent dans I’échantillon testé.

11.2.6-Méthodes de dosage des parameétres du stress oxydant
11.2.6.1- Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est I’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres. Dans notre étude, le taux du MDA hépatique
a éte évalué selon la méthode d’Ohkahawa et al., 1979. En milieu acide et a chaud (100°C) une
molécule d’MDA est condensée avec deux molécules de 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour

former un complexe coloré en rose, absorbant a 530 nm.

A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) de foie nous avons additionné 0.5 ml
d’acide trichloracétique (TCA) 20% et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67%. Le mélange est
chauffé a 100°c pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. Apreés
centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/min, la densité optique est déterminée sur le surnageant
au spectrophotometre a 520 nm. La quantit¢ du MDA dans 1’échantillon est exprimée en

nmol/gramme de tissu (foie).
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11.2.6.2- Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du GSH est réalisé selon la méthode colorimétrique d’Ellman, 1959. Son
principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5,5’-Dithiobis2-nitrobenzoique
(DTNB), libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB).

A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) du foie nous avons additionné 0.5 ml
d’acide trichloracétique (TCA) 10% puis centrifugé a 2000 tours/min pendant 5 minutes. Ensuite,
a 1.7 ml du tampon phosphate 0.1 M, PH :8 nous avons additionné 0.2 ml de surnageant et 0.1 ml
du réactif d’Ellman 0.1M. La lecture de la densité optique est effectuée apres 5 minutes a 412 nm

contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA 10%.

11.2.6.3-Evalulation de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

Le principe repose sur la disparition de I’'H202 a 25°c par la présence de la source
enzymatique dans la fraction cytosolique. La méthode utilisée est basée sur la propriété de la
catalase a dégrader le péroxyde d’hydrogéne H202 (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue

du changement d’absorbance a 240 nm chagque minute dans un intervalle de temps de 2 minutes.

11.2.6.4- Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a ét¢ mesurée par la méthode de
(Flohe et Gunzler, 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH). La densité optique a été mesurée a 412 nm et

l'activité de I’enzyme GPx a été exprimée en umol GSH/mg protéine).
11.2.6.5- Dosage de I’activité de la SOD cytosolique
L’activité de la SOD cytosolique est déterminée selon la méthode de (Marklund, 1985).

Le principe repose sur la capacité de I’inhibition de I’autoxydation du pyrogallol par la SOD.
Prélever un volume de 20l de la fraction cytosolique de 1’échantillon (foie), ajouter 4ml de tric
HCL et 40ul de pyrogallol (20Mm) puis lire la DO a 420 nm apres 1 min et 3 min. contre un blanc

prépare dans les mémes conditions.

35



MATERIELS ET METHODES

Partie pratique

11.2.6.6- Dosage de P’activité de glutathion s-Transférase (GST)

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase est déterminée selon la méthode de
(Habig et al., 1974). Le principe est basé sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat,
le CDNB 1-Chloro2,4 dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutahion (GST), la conjugaison
entraine la formation d’une nouvelle molécule : 1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzene permettant
de mesurer D’activité de GST. La valeur de la densité optique mesurée est directement

proportionnelle & la quantité de conjugué forme elle-méme li¢e a I’intensité de I’activité GST.

Le dosage consiste a faire reagir 25ul du surnageant avec 100l du mélange CDNB (30mM)
,100% | GSH (30mM) et 2.5 ml de BPS. La lecture des absorbances est effectuée chaque min
pendant 3 minute a une longueur d’onde de 340 nm pendant 3 min contre un blanc contenant 25 pl

d’eau distillée remplacant de surnageant.
11.2.6.7- Dosage de protéine totale

Le dosage des protéines totales est réalisé par la méthode de (Koller, 1984) en utilisant un
kit commercial (Spinreact). Les protéines de I'échantillon donnent une couleur violette/bleue avec
le réactif de Biuret. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de

protéines totales dans I'échantillon.
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I- RESULTATS DE L’ETUDE IN VITRO

I.1-Teneur des extraits en polyphénols et en flavonoides

Au cours des derniéres années, un grand nombre de plantes naturelles ont été essayées pour
éliminer les dommages hépatiques. Et les composés bioactifs responsables du soulagement du stress
oxydatif sont généralement indistinctement attribués aux composés de polyphénols et de
flavonoides. Ces derniers, ont été considérés comme les composés les plus importants et les plus
répandus dans le régne végetal (Yadav et al., 2016). Les polyphénols naturels constituent le plus
grand groupe de composés phytochimiques et attirent de plus en plus I'attention en tant qu'agents

potentiels pour la prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif (Li et al., 2014).

De nombreuses expériences in vitro ont prouvé que les composés phénoliques étaient
généralement des contributeurs majeurs aux capacités antioxydantes des plantes (Li et al., 2014 ;
Bousaha et al., 2015 ; Mohamadi et al., 2015 ; Bekhouche et al., 2018).

Dans notre étude réalisée in vitro, et menée sur le dosage des composés phénoliques et des
flavonoides totaux, 1’extrait n-butanol des deux plantes (A et B) montre une grande richesse envers

ces composes. Nos données sont en accord avec ceux publiés par (Costa et al., 2016).

Taux des polyphénols en mg EAG/ g Ext
250
208,5454545
200
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69,35353535
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0 I T
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Figure 19 : Teneurs en polyphénols totaux de la phase n-butanol des deux extraits (A et B)

Les résultats sont exprimés en mg €quivalent d’acide gallique par g de I’extrait sec (mg EAG/1g

Ext).
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D’aprés les résultats, on peut constater que les extraits des deux plantes étudiées, sont riches

en polyphénols mais avec des quantités différentes. La (figure 19) montre que 1’extrait n-butanol de
la plante B possede la plus haute teneur en polyphénols par rapport a la plante A. les valeurs des
polyphénols de I’extrait des deux plantes A et B sont (208.54 et 69.35 mg EAG/g Ext)

respectivement.

Taux des Flavonoides mg EQU/g EXT

51,53

37,47

30 -

20 A

10 -

Plante A Plante B

Figure 20 : teneur en flavonoides des extraits n-butanol des deux plantes (A et B).

Les résultats sont exprimeés en pg d’équivalent de quercétine/mg d’extrait

L’évaluation quantitative des flavonoides montre que I’extrait n-butanol de la plante A
contient une quantité importante en flavonoides égale & 51.53 pg d’équivalent de quercétine/mg
d’extrait par rapport a la plante B qui est moin riche en flavonoides avec une quantité de ~ 37.47

ug d’équivalent de quercétine/mg d’extrait.

Parmi les bioactivités notables des composés phénoliques, les activités antioxydantes ont été
largement étudiées, y compris I'élimination des radicaux libres, I'inhibition de I'oxydation des
macromolécules tel que les lipides, la réduction de la formation d'hydroperoxyde. Ces activités sont
principalement dues a leurs propriétés rédox, qui leur permettent d'agir en tant qu'agents réducteurs,
donneurs d'hydrogene et agents d'extinction de I'oxygene (Yadav et al., 2016 ; Li et al., 2014).
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De nombreux facteurs influencent I'accumulation phénolique chez les plantes, méme si

certains sont plus importants que d'autres. 1l a été démontré que le stress hydrique et d'autres facteurs
de croissance exogénes, I'exposition a diverses sources de lumiére et la présence de pressions
fongiques ou prédatrices altéraient la biosynthése des plantes. Egalement leur utilisation est
délimitée par plusieurs facteurs comprenant : la culture, la période de culture, les facteurs
climatiques, I'humidité, la luminosité, la partie de la plante, le procédé de transport, le stockage, le
processus de séchage et le processus d'extraction, qui peuvent éventuellement modifier la

composition du produit, affecter directement son rendement. (Costa et al., 2016).

I.2- Le piégeage du Radical DPPH

En régle générale, I'activité antioxydante des composes bioactifs est due a leurs effets anti-
radicalaires. (Kazeem et al., 2012). Le DPPH est un radical libre, stable a la température ambiante,
qui produit une couleur violette dans une solution de méthanol. Il est réduit en présence d'une
molécule antioxydante, donnant lieu a des solutions d'éthanol non colorées ou jaunes. L’effet de

I’antioxydant sur le piégeage des radicaux du DPPH est di a leur capacité a donner de 1’hydrogene

(Glauco et al., 2008).

La méthode du DPPH est indépendante de la polarité du substrat. Les graphes ci-dessous
représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur en fonction de la concentration de
chaque extrait. D’aprés les résultats représentés dans la (figure 21), il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec I’augmentation de la concentration soit pour le standard

(I’acide ascorbique) ou pour les extraits des 2 plantes (A et B).
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH" par des antioxydants de références (acide

ascorbique) et les deux extraits testés.
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On a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les 2 extraits (A et B)

était inférieur a celui du standard pour toutes les concentrations utilisées. Ceci est en accord avec
les résultats de (Bougandoura et al., 2012) qui ont démontré que les molécules antioxydantes telles
que I’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en

raison de leur capacité a céder 1’hydrogéne.

La capacité antioxydante des extraits a été déterminée a partir de 1'ICsg, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’ICs est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est grande. Nous avons déterminé pour chaque extrait, sa ICso.
A partir des équations des régressions linéaires des graphes. Les valeurs sont représentées dans le

tableau suivant :

Tableau 1 : le pouvoir antioxydant (exprimeé par ICso (en pg /ml)) de I’antioxydant de référence
(AA) et des extraits testés (A et B) :

IC50 +Ecart type (En pg /ml)
Acide ascorbique 8,40+ 0,06
Plante A 303,5+3,06
Plante B 37,02 £ 0,95

En ce qui concerne les extraits des deux plantes, I’extrait n-butanol de la plante B présente
une ICso (de I’ordre de 37.02 + 0,95 pg /ml) largement inférieur a celui de I’extraits n-butanol de la
plante A. Ce résultat pourrait s'expliquer par l'augmentation des composés phénoliques et
flavonoides dans les échantillons de la plante B (Tuyen Thi et al., 2017). La présence des
polyphénols qui semblent étre des donneurs efficaces d’hydrogéne au radical DPPH, en raison de
leur structure chimique idéale riche en groupements hydroxyles responsables de la stabilisation des
radicaux libres. Nos résultats sont en accord avec (Athamena et al., 2010).

1.3-Capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

Le test de phosphomolybdate d’ammonium est aussi utilisé pour déterminer la capacité
antioxydante totale ; il est basé sur la réduction d’ions Mo®* en ions Mo®* par les antioxydants
contenus dans I’extrait. Par conséquent, il y a formation d’un complexe phosphate-Mo®* de couleur
verdatre, en milieu acide, dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en antioxydants.

(Prieto et al., 1999).
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Les valeurs obtenues lors de la mesure des activités antioxydantes des extraits des plantes A

et B par le test de phosphomolybdate d’ammonium sont illustrées dans la figure (22).
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Figure 22 : Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale des extraits des

plantes A et B (Moyenne * Ecartype, n=3).

Les résultats de la figure (22) indiquent clairement que les extraits des plantes A et B ont
une capacité antioxydante permettant de réduire les ions Mo®" en ions Mo®*:

Les résultats montrent aussi que de la plus faible concentration (100 pg/ml) a la plus forte
concentration (600 pg/ml). L’extrait de plante B posseéde une activité antioxydante plus élevée
que la plante A. (59.93 vs 27.40 31 EQ ug Acide Ascorbique) et (190.66 vs 96.31 EQ g Acide
Ascorbique) respectivement.

Cette variance d'activité entre les deux plantes renvoie a la différence entre la composition
chimique de chaque plante et la teneur en éléments phénoliques. Ceci est en accord avec les résultats
de (Jayaprakaska et al., 2008 ; Heim et al., 2002) qui ont démontré que 1’activité antioxydante
dépend de la teneur en composés phénoliques et la position des groupements hydroxyles et
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généralement, les polyphénols avec un nombre élevé de groupements hydroxyles présentent

I’activité antioxydante la plus élevée. Due a leur pouvoir de donner plus d’atomes pour stabiliser

les radicaux libres (Torres et al., 2007).
1.4-Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power)

L’activité antioxydante de I’extrait n-butanol, de la plante a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. Il s’agit d’une technique rapide, facile et reproductible, qui mesure la puissance
des substances a réduire le fer ferrique Fe**en fer ferreux Fe?*, I'un des mécanismes antioxydants.
La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle. Egalement il existe une relation directe entre les activités antioxydantes et

la puissance de réduction des composants des plantes. (Bentabet et al., 2014).
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Figure 23 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits par la méthode FRAP

D’aprés nos résultats, nous remarquons que la capacit¢ de réduction du fer est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons. L’extraits de la plante A
présente des activités antioxydantes nettement inférieures a celle de la référence (I’acide
ascorbique)et I’extrait de la plante B .Par contre ce dernier a la concentration de 980 pg/ml, présente

un pouvoir réducteur (DO=2.2) beaucoup plus important que celui de I’acide ascorbique et celui
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de I’extrait de la plante A(DO=0.5).donc, Si nous classons nos extraits selon la puissance de

réduction de fer par rapport a 1’acide ascorbique, nous obtiendrons 1’ordre suivant : I’extrait

B > D’acide ascorbique > I’extrait A.

La capacité réductrice des extraits peut étre due a la presence de groupement hydroxyle dans
les composes phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les
antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants. (Bougandoura
et al., 2013 ; Cristiane et al., 2015).

II- LES DOSAGES REALISES IN VIVO
I1.1-dosage des parametres biochimiques

11.1.1- Evaluation de la concentration sérique de I’albumine

L’albumine est une protéine synthétisée par le foie et localisée dans les tissus hépatiques et est
libérée dans le plasma sanguin dont le role est de surveiller la fonction de I’organe (Kamoun et al.,
2016 ; Debebe et al., 2017). La figure (24) représente la variation de la concentration sérique
d’albumine chez des rats traités avec 1’éthanol et des rats traités avec 1’éthanol plus I’extrait n-

butanol de la plante B par rapport aux témoins.
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Figure 24 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanol de la plante (100 et 200 mg/kg) et
1’éthanol (3g/kg) sur la concentration sérique de I’albumine chez les Albinos Wistar. Les valeurs

sont des moyennes + Ecart type.
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Dans notre étude, en comparant le groupe traité par 1’éthanol, on note une augmentation
(4.20 %) de la concentration sérique de 1’albumine par rapport au groupe sain. Ces résultats sont en
accord avec ceux publiés par (Seo et al., 2018), qui ont aussi enregistré des résultats similaires et

ils ont constaté que I'administration d'éthanol a induit de l1égéres augmentations d’albumine sérique.

Aussi bien en a enregistré également une diminution (5.17%) chez le groupe traité par
I’extrait par rapport aux groupe traité par I’éthanol uniquement. Ces données sont conformes aussi
avec celles publiées par (Seo et al., 2018). Par contre ces mémes résultats sont contradictoires avec
ceux présentés par (madrigal et al., 2015), qui ont constaté que les rats traités avec 1’éthanol
présentaient une diminution de la concentration sérique d'albumine. Ces études démontrent un effet
hépatotoxique de 1’éthanol. La diminution de I'albumine sérique est peut-étre directement liée a une
diminution de I'ATP generé dans le foie, cet effet est dd a la consommation d'éthanol. D’aprés ces
résultats on remarque que les deux traitements : par 1’éthanol et 1’extrait n-butanol de la plante

n’avaient aucune influence sur la concentration sérique de I’albumine.

11.1.2- Evaluation de la concentration sérique du cholestérol total

Le cholestérol est un composant clé des membranes cellulaires qui module la structure et
I'organisation de la bicouche lipidique, y compris la formation de ce que I'on appelle les radeaux
lipidiques (Drotningsvik et al., 2018). La consommation chronique d‘alcool entraine des
modifications du métabolisme des lipoprotéines et constitue donc un puissant inducteur

d'hyperlipidémie chez les animaux et chez I'homme.
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Figure 25 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanol de la plante (100 et 200 mg/kg) et
I’éthanol (3g/kg) sur la concentration sérique du cholestérol total chez les rats Albinos Wistar. Les

valeurs sont des moyennes + Ecart type.

Dans cette étude, on a marqué une augmentation a 1’ordre de 10.52% du taux du cholestérol
chez les rats traités par 1’éthanol en la comparent avec celle marqué chez le groupe des rats sains.
Ces résultats sont en accord avec ceux de (Li et al., 2015). Selon (Chae-Young et
al., 2016), I’augmentation du taux de cholestérol et de TG peut étre I’indice d’une stéatose hépatique
alcoolique, due a une modification du potentiel rédox NADH/NAD* dans le foie en raison d’une
consommation chronique d’éthanol qui augmente la mobilisation des acides gras des tissus adipeux
et le processus de lipogenése. La présence d'acides gras dans le foie facilite la formation de TG et
de phospholipides. De plus, I’alimentation en alcool augmente la synthése du cholestérol, diminue
la B-oxydation des acides gras par la mitochondrie et atténue la sécrétion de lipides sous forme de

sérum ou de bile.

En outre, I’augmentation des taux du cholestérol dans le sérum et le tissu hépatique induite
par 1’éthanol a été supprimée par 1’administration de I’extrait n-butanol de la plante. Cette
diminution est a I’ordre de 7.93%. Ce qui confirme I’amélioration du profil lipidique des rats traités
par I’éthanol, et qui représente un bon signal envers la diminution de I’hyperlipidémie. Ces résultats

sont en accord avec les travaux de (Hyoung et al., 2014). Concernent le groupe des rats sains,
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I’administration de la méme dose de 1’extrait pendant 15 jours n’a pas un effet sur le profil lipidique

ou la concentration sérique du cholestérol total. La présente étude révéle la capacité de 1’extrait n-

butanol a moduler le profil lipidique modifié par I’éthanol.

11.2- Influence de I’administration de I’extrait et 1’éthanol sur les Parameétres de stress

L'alcool est absorbé dans le sang et est principalement métabolisé par le foie par deux voies.
Ces voies générent des sous-produits potentiellement dangereux, tels que des molécules hautement
réactives appelées radicaux libres ou especes réactives de I'oxygéne (ROS). Ces derniers provoquent

un stress oxydatif et sont capables d'attaquer les membranes cellulaires et les biomolécules.

Le stress oxydatif se produit lorsque la production de ROS dépasse le niveau auquel les
mécanismes de défense antioxydants naturels du corps peuvent faire face ; causant des dommages
aux macromolécules telles que les lipides. Ceci est souvent caractérisé par un niveau élevé de
malondialdéhyde (MDA), une chute de I’activité de la GST, épuisement complet du GSH et
diminution des activités enzymatiques de la SOD et la CAT dans le foie et le sérum (Cao
et al., 2015 ; Macdonald et al., 2010).

I1.2.1-Variation de la concentration hépatique en malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéhyde est un composé hautement réactif résultant de la peroxydation lipidique
d'acides gras polyinsaturés. C'est I'un des marqueurs clé du stress oxydatif (Seena et al., 2015).
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Figure 26 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanol de la plante (100 et 200
mg/kg) et I’éthanol (3g/kg) sur le taux d’MDA hépatique chez les rats Albinos Wistar. Les valeurs

sont des moyennes + Ecart type.

Pour cette étude, le dosage d’MDA a été déterminée sur la fraction cytosolique du foie. Nous
avons constaté que chez les rats traités par 1’éthanol, 1’hépatotoxicité provoquée est associée a une
peroxydation lipidique exprimée par I’augmentation du taux d’MDA au niveau hépatique a I’ordre

de 80.18% par rapport aux témoins.

Ces résultats sont en accord avec ceux publié par (Cao et al., 2015), qui ont expliqué cette
augmentation par la présence en exces des ROS, responsables d’un épuisement des défenses
antioxydantes endogenes conduisant a des effets délétéres sur les hépatocytes. Ces ROS induites
par I’éthanol réagissent également avec les acides gras polyinsaturés, entrainant des lésions des

membranes cellulaires.

(Lietal., 2018), ont également considéré le contenu en MDA comme indicateur de la gravité
des dommages hépatiques dues a sa modification de la perméabilité de la membrane, induisant ainsi

une série de réactions physiologiques et biochimiques.
I ———
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De nombreuses études expérimentales ont montré les effets bénefiques de I’administration

des extraits de plantes, dans la prévention de 1’hépatotoxicité et sur la balance oxydant/antioxydant.
Nos données ont montré qu’un traitement de 15 jours par I’extrait n butanol de la plante a baissé le
taux d’MDA avec un pourcentage de (9.52%) par rapport aux témoins traités par 1’éthanol. Ceci
peut étre dd a I'augmentation du statut antioxydant, et également la présence de flavonoides pourrait
étre directement liée a I’effet hépato protecteur et antioxydant de la plante. Ce présent résultat
prouve I’efficacité de 1’extrait a inhiber la peroxydation lipidique provoquee par la surproduction

des radicaux libres induite par 1’éthanol.
11.2.2-Activité de la Glutathion-S-Transférase (GST) hépatique

La glutathion S-transférase (GST) est l'une des enzymes de détoxification polyvalentes
parmi les enzymes de phase I1, impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques. Elle joue un role
majeur dans la protection cellulaire contre le stress oxydatif. (Dasari et al., 2017).

Les GST ont été regroupées en 8 classes, a savoir Alpha, Mu, Pi, Théta, Sigma, Zeta, Kappa
et Omega, chez les mammiferes. (Choi et al., 2019). Il existe des GST cytosolique, mitochondriales
et membranaires, mais la désintoxication est la fonction clé des GST cytosoliques (Dasari et al.,
2017).

Dans notre étude (Figure 27), nous avons constaté une chute de de I’activité de la GST chez
les rats recevant 1’éthanol. Cette diminution est a I’ordre de (69.81%) dans le foie par rapport au
groupe sain témoin. Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par (Song et al., 2018) qui ont
constaté que I'exposition a I'éthanol altere les mécanismes enzymatiques et non enzymatiques qui
protégent les cellules contre les ROS, telles que la GST. De méme (Yuanheng Guo et al., 2017),
ont aussi enregistré des résultats similaires et suggerent que I’administration de 1’alcool réduisait

considérablement 1’activités de GST et il devient un indicateur important d’une hépatotoxicité.
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Figure 27 : Influence de I’administration de 1’extrait n-butanol de la plante (100 et 200
mg/kg) et I’éthanol (3g/kg) sur I’activité de la Glutathion-S-Transférase (GST) hépatique chez les
rats Albinos Wistar. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type.

Par contre, nous avons remarqué une augmentation de I’activité de la GST de (79.16 %)
chez le groupe éthanol traité par I’extrait n-butanol de la plante par rapport au groupe traité
uniquement par 1’éthanol. Ces résultats suggerent que le traitement par 1’extrait n-butanol favorise
I’activité antioxydante, et la réaction de conjugaison catalysée par la GST peut former des produits
moins réactifs et facilement excrétés sous forme des groupes thiol. Ces données sont conformes
avec celles publiées par (Dogan et al., 2019).
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11.2.3-Evaluation de I’Activité de la catalase (CAT) et la (SOD) hépatique

La SOD et la CAT sont deux enzymes appartenant aux systemes antioxydants. La SOD est un
ubiquitous Chain Breaking antioxydant, trouvé dans tous les organismes aérobies. C'est une
métalloprotéine largement distribuée dans toutes les cellules et joue un réle protecteur important
contre les dommages oxydatifs induits par les espéces réactives de I’oxygene (ROS). La SOD
convertit I'ion superoxyde (O2") a I'hydrogéne peroxyde (H20>) et le peroxyde d’hydrogéne ainsi
formé est dégradé par CAT et GPx. La CAT est une hémoprotéine présente dans tous les organes
des animaux et des humains. Elle est particulierement concentrée dans le foie et les érythrocytes.
L’anion superoxyde et le radical hydroxyle sont connus pour causer des blessures marquées aux
tissus et aux organes périphériques. Donc, le scavaging des anions superoxydes et les radicaux
hydroxyles sont probablement 1’un des mécanismes de défense les plus efficaces contre une variété
de maladies (Sathiavelua, 2009).

Dans la présente étude, Une réduction de I’activité de la catalase de (48.99%), et de ’activité
de la SOD de (39.51%) a été observée lors du traitement des rats par 1’éthanol a une dose de 3g/kg,
par rapport a celle enregistrée chez des rats sains témoins. Cette diminution entraine I'accumulation
de I’anion superoxyde et H2O-, qui produisent des effets délétéres tels que la peroxydation lipidique
accrue et la diminution des activités des enzymes antioxydantes et la perte des cellules responsables
du bon fonctionnement de la membrane (Pushpakiran, 2004). Ce résultat est similaire aux résultats
des travaux de (Lee, 2004). Qui a également rapporté que la SOD hépatique et I’activité de la CAT
étaient évidemment diminué chez les rats traités par I'éthanol. Cette diminution de I’activité de SOD
peut étre associée a 1’élévation de la concentration intracellulaire de H20> a la suite d’inactivation
de la CAT. Et peut étre due a l'inactivation oxydante de I'enzyme (SOD) a la suite de la génération
excessive des especes réactives d'oxygene, ou la génération du radical a-hydroxy éthyle qui inactive
la SOD. La diminution de la I’activité de la CAT peut étre due a I’épuisement ou a l'inhibition de

I'enzyme suite a l'augmentation de production de radicaux libres.
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Figure 28 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanol de la plante (100 et 200
mg/kg) et I’éthanol (3g/kg) sur ’activité de la catalase hépatique chez les rats Albinos Wistar. Les

valeurs sont des moyennes + Ecart type.

En outre, I’administration de 1’extrait a permis une augmentation de I’activité de la catalase
de (34.08%) et de la SOD de (51.38%) par rapport aux rats traités par 1’éthanol. Ce qui prouve son
efficacité a améliorer le statut antioxydant. Ceci est en accord avec les travaux de (kowti et al.,
2013) qui ont relié les propriétés hépato protectrices et antioxydantes de leur extrait a sa richesse
en flavonoides et de composés phénoliques. Concernent le groupe des rats sains, I’administration

de la méme dose de I’extrait pendant 15 jours n’a pas altéré 1’activité hépatique de la catalase et de
la SOD.
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Figure 29 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanol de la plante (100 et 200

mg/kg) et I’éthanol (3g/kg) sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) hépatique chez les

rats Albinos Wistar. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type.

11.2.4-Evaluation du taux GSH et de I’Activité de la (GPx) hépatique

La production excessive des radicaux libres épuise les défenses antioxydantes. Ces derniéres

sont des molécules qui inhibent ou limitent les réactions des radicaux libres et leurs dégats

cellulaires. Parmi ces antioxydantes le glutathion peroxydase GPx; ce sont des enzymes

tétramérique a selénium qui peuvent réduire le peroxyde d’hydrogene H2O> en eau, en utilisant les

capacités réductrices du couple glutathion/glutathion disulfure (GSH/GSSG). Elles permettent

également de limiter la propagation des réactions radicalaires en chaine, en réduisant les peroxydes

instables en acide gras hydroxylés. Ce systéme ne fonctionne que si le GSSG formé est

continuellement réduit en GSH, ce qui est assuré par la glutathion réductase en présence de NADPH
(Matés et al., 1999 ; Lacolley et al., 2007).
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Le glutathion réduit (GSH) est I'un des antioxydants biologiques endogenes non enzymatiques

les plus abondants présents dans le foie. C’est un tripeptide intracellulaire contenant trois acides
aminés (L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine), impliqué dans la detoxification des xénobiotiques, des
ROS et des peroxydes. Il agit également comme un substrat essentiel pour les enzymes
antioxydantes, notamment GPx et GST (Narasimha et al., 2017).

Dans la présente étude, I’administration de 1’éthanol a des rats males de la souche Wistar Albinos
a provoqué une diminution de I’activité de la GPx (32.81%) et de taux du GSH (62.5%). Cette
diminution entraine 1’accumulation des espéces réactives de 1’oxygene. Il a été rapporté que les
ROS affectent I'oxydation des protéines, I'oxydation des lipides, les dommages causés a I'ADN,
I'inactivation d'enzymes et I'épuisement de diverses enzymes antioxydantes. Ces résultats peuvent
conduire a des stades précoces de la maladie et du dysfonctionnement du foie (Choi et al.,
2016).
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Figure 30 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanol de la plante (100 et 200
mg/kg) et 1I’éthanol (3g/kg) sur ’activité du glutathion peroxydase (GPx) hépatique chez les rats
Albinos Wistar. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type.
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Partie pratique
Nos résultats sont en accord a I’étude menée par (Cao et al., 2015) qui a montré que ’activité

de la GPx et de taux du GSH étaient évidemment diminué chez les rats traités par 1’éthanol. Cette
diminution de I’activité de la GPx peut étre associée a I’induction du cytochrome P450 qui produit
une quantité importante de H2O,. Ou a I’inactivation de la GPx a la suite d’une surproduction des
ROS. Concernant la diminution de taux du GSH hépatique peut étre provoquée par la réquisition
directe de GSH par le GPx pour piéger des radicaux libres formés par I’administration de 1’éthanol

ou peut étre due a I’inhibition de la biosynthese du GSH au niveau génétique.

Par contre I’administration de I’extrait n-butanol de la plante a permis une augmentation a 1’ordre
de (14.67%) de I’activité de la GPx et de (40%) du taux de la GSH chez les rats recevant 1’éthanol.
Ceci est en accord avec 1’étude de (Fakurazi et al., 2012), qui ont associé les propriétés
antioxydantes et hépatoprotectrice de leur extrait a sa richesse en flavonoides et en composés
phénoliques. Concernant le groupe des rats sains, ’administration de la méme dose de 1’extrait

(200mg/kg) pendant 15 jours n’a pas altéré I’activité hépatique du GPx et le taux du GSH.
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Figure 31 : Influence de I’administration de 1’extrait n-butanol de la plante (100 et 200 mg/kg)
et I’éthanol (3g/kg) sur le taux du Glutathion réduit (GSH) hépatique chez les rats Albinos Wistar.
Les valeurs sont des moyennes + Ecart type.

54



RESULTATS ET DISCUSSION

Partie pratique

11.2.5-Dosage des protéines totales
Les protéines sont des composes organiques macromoléculaires, répartis largement dans
I’organisme, elles fonctionnent comme des éléments structurels et de transport, elles sont divisées
en deux fractions, globulines, et albumines. Ces derniéres sont synthétisées par le foie et libérées

dans le plasma sanguin dont le role est de surveiller la fonction de 1’organe (Kamoun et al., 2016).

Dans la présente étude, Une diminution du taux des protéines totales de 9.15%, a été
observée lors du traitement des rats par 1’éthanol a une dose de 3g/kg, par rapport a celle enregistrée
chez des rats sains témoins. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par (AKUBA et al.,
2015 ; madrigal et al., 2015) qui ont constaté que cette hypoprotéinémie peut étre due a une
insuffisance de la synthése des protéines, et la diminution de I’albumine est peut-étre directement
liée a une diminution de I'ATP généré dans le foie. Cet effet est dii a I’exposition chronique de 1

‘éthanol qui provoque des maladies au niveaux hépatique.

Par contre, I’administration de I’extrait a permis une augmentation du taux des protéines
totales de 20.14% par rapport aux rats traités par 1’éthanol. Ces données sont conformes avec celles
publiées par (Zahid et al.,2018), qui ont relié les propriétés hépato protectrices et antioxydantes de

leur extrait a sa richesse en flavonoides et de composés phénoliques.
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Partie pratique
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Figure 32 : Influence de I’administration de 1’extrait n-butanol de la plante (100 et 200 mg/kg) et
I’éthanol (3g/kg) sur la concentration des protéines totales hépatique chez les rats Albinos Wistar.

Les valeurs sont des moyennes + Ecart type.
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Conclusion

De nombreuses études ont mis en évidence que le métabolisme de 1’alcool contribue a la
formation d’espéces réactives de I’oxygene (ERO) : I’anion superoxyde conduisant, en présence
d’eau oxygénée (H20>) et de fer, a la formation de radicaux hydroxyles, et hydroxy-éthyles formes
par le CYP2EI1. Les ERO peuvent provenir de I’activité microsomale liée au CYP2EI, de la chaine
respiratoire mitochondriale, lors de la régénération du NADH, H*, de I’activité de la NADPH
oxydase, de I’oxydation de I’acétaldéhyde par la xanthine oxydase et de 1’activation des cellules de
Kupffer. Les ERO produits réagissent avec les macromolécules et peuvent par conséquent oxyder
les lipides, I’ADN ou les protéines cellulaires. Ils sont ainsi a I’origine de 1’oxydation des acides
gras polyinsaturés contenus dans les membranes cellulaires qui menent a la formation de
Lipoperoxydes. Ils modifient alors les caractéristiques de la membrane et perturbent ses fonctions.
(Attignona et al., 2015).

Egalement, la mort hépatocytaire, les lésions de stéatohépatite alcoolique comportent des
corps de Mallory, une fibrose ou une cirrhose (due a I’activation des cellules péri sinusoidales et la
synthése de collagene par ces cellules), et un filtrat inflammatoire a polynucléaire. En sus de leurs
effets directs sur le pore de transition de perméabilité, les ERO pourraient contribuer a ces lésions
par 2 mécanismes : par peroxydation lipidique (la formations des aldéhydes ; MDA et 4HNE), et
par synthése accrue de cytokines. (Fromonty et al., 2000).

Dans la partie in vitro de notre étude, 1’évaluation quantitative des polyphénols totaux par
la méthode de Folin-ciocalteu a révélé la présence des quantités importantes en polyphénols dans
I’extrait n-butanol des deux plantes étudiées. De méme, nous avons dosé les flavonoides par la
méthode d’AlCIz qui nous a menées a conclure que I’extrait des 2 plantes est également riche en

flavonoides. Ainsi que le test du DPPH a validé sa capacité a piéger ce radical libre.

L’ensemble de nos travaux in vivo a permis de souligner que I’administration de 1’éthanol a
une dose de (3g/kg) chez des rats du genre Albinos Wistar, provoque une hépatotoxicité qui s’est
traduite par une augmentation du profil lipidique « cholestérol » Ainsi qu’un effondrement du statut
antioxydant hépatique été observé, Elle est caractérisé par une augmentation du malondialdéhyde
(MDA) issue de la peroxydation lipidique, une déplétion des agents antioxydants comme le
glutathion (GSH), le glutathion peroxydase (GPx) et GST et une inhibition fonctionnelle de la
catalase et la SOD.

I ——
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En outre, les résultats indiquent que 1’extrait n-butanol de la plante offre une protection
efficace contre le stress oxydant dans le tissu hépatique induit par la consommation chronique de
I’éthanol. Cette protection se traduise par la diminution du taux de cholestérol et le taux d’MDA, et

I’augmentation du niveau des enzymes antioxydantes (GSH, GPx, GST, SOD et CAT).

L’ensemble de nos travaux a permis de souligner les effets bénéfiques de 1’administration
de I’extrait n-butanol de la plante choisie dans 1’amélioration du statut oxydant et du profil lipidique
et soutiennent plus ou moins son utilisation, en Algérie, en médecine traditionnelle dans le

traitement des maladies alcoolique du foie.
Apres la réalisation de ce modeste travail, encore il reste un sujet de discussion.

Au premier temps, il serait bien de confirmer nos résultats par la réalisation des coupes
histologique pour observer l'ultrastructure des tissus et des cellules hépatiques des différents lots, et
réalisé des études avec des différentes doses afin de trouver la dose préventive ou thérapeutique
adéquate de la plante. En fin d’autres investigations sont nécessaires pour explorer exactement les

mécanismes moléculaires intervenant dans les effets pharmacologiques observés.
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RESUME

Evaluation des activités antioxydantes et I’effet hépato-protecteur de I’extrait

n-butanol d’une plante endémique : les tests in vitro et in vivo.

Résumé

L'hépatotoxicité est un effet indésirable causé par plusieurs xénobiotiques, dont I'éthanol.
Dans cette contribution, nous nous intéressons a 1’évaluation de 1’activité hépatoprotectrice et
antioxydante de 1’extrait n-butanol d’une plante endémique Vvis-a-vis de la toxicité induite par
1’éthanol.

Le travail a été effectué sur six groupes comprenant chacun six rats : le premier est considéré
comme témoin, gavé quotidiennement par I'eau distillée et apres une heure d'eau physiologique. Le
second a eté traité avec I'éthanol a une dose de 3 g / kg de poids corporel. Un troisieme groupe a
recu I’éthanol a la méme dose et au bout d’une heure, 1’extrait n-butanol de la plante (200 mg / kg).
Un quatrieme groupe a recu I'eau distillée et une heure aprés, une dose d'extrait de plante (200 mg
/ kg) a été administrée. L'avant-dernier groupe a recu I'éthanol (3 g / kg) et au bout d'une heure,
I'extrait de n-butanol (100 mg / kg). Le dernier groupe a recu de I'eau distillée et au bout d'une heure
I'extrait (100 mg / kg).

Le traitement par I'éthanol pendant 15 jours a provoque une hépatotoxicité en augmentant
le cholestérol total sérique et le MDA hépatique, et en supprimant le systéme de défense hépatique
des antioxydants, notamment (SOD, CAT, GPx, GSH et GST).

D'autre part, I’extrait n-butanol de la plante a également entrainé une nette amélioration du
statut antioxydant dans le foie. En effet, la diminution du cholestérol, MDA, de (7,93%), (9,52%)
et l’augmentation du GSH de (40%).¢galement 1’augmentation significative de [’activité
enzymatique de SOD, CAT, GST et GPx de (51,38%), (34,08%), (79,16%), (14,67%)

respectivement.

En conclusion, la consommation d'éthanol semble confirmer la génération de stress oxydatif
dans le foie de rat. Les résultats suggérent que I'extrait n-butanol de la plante contenait une grande
quantité de composés flavonoides et de polyphénols totaux. Cela justifie son effet hépato
protecteurs en modulant les processus d'oxydoréduction, en activant les enzymes antioxydantes et
en diminuant la peroxydation des lipides. Cela en fait un candidat thérapeutique pour les troubles

et Iésions du foie et pour d'autres pathologies liées au stress oxydatif.

Mots clés : éthanol, stress oxydant, extrait de n-butanol, hépatotoxicité, activité

antioxydante,poyphénols.
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RESUME

Evaluation of the antioxidant activities and hepatoprotector effect of n-butanol

extract from an endemic plant: in vitro and in vivo tests.
Abstract

Hepatotoxicity is an adverse effect caused by several xenobiotic including ethanol. In this
contribution, we are interested in evaluating the hepatoprotective and antioxidant activity of the n-
butanol extract of an endemic plant against ethanol-induced toxicity.

The work was carried out on six groups, each included six rats: the first one served as a
control which was daily gavaged by distilled water and after one-hour physiological water. The
second was treated with ethanol at a dose of 3g/kg body weight. A third group received ethanol at
the same dose and after one hour the n-butanol extract of the plant (200 mg / kg). A fourth group
received the distilled water and after one hour a dose of the plant extract (200 mg / kg) was
administered. The penultimate group received ethanol (3g/kg) and after one hour the n-butanol
extracts (100 mg / kg). The last group received distilled water and after one hour the extract
(100mg / kg).

Ethanol treatment for 15 days elicited hepatotoxicity by increasing serum total cholesterol
and livers MDA, and suppressing hepatic antioxidant defense system including (SOD, CAT, GPx,
GST).

On the other hand, the n-butanol extract of the plant also resulted in a marked improvement
in antioxidant status in the liver. Indeed, the decrease in cholesterol, MDA, by (7.93%), (9.52%)
respectively and the increase in GSH by (40%).in addition, a significant increase in enzymatic
activity of SOD, CAT, GST and GPx by (51.38%), (34.08%), (79.16%), (14.67%) respectively.

In conclusion, ethanol consumption appeared to confirm the generation of oxidative stress
in rat’s liver. The results suggest that the n-butanol extract of the plant contained a large amount of
flavonoid compounds and total polyphenols. This justifies its hepatoprotective effect by modulating
the oxidation-reduction processes, activating antioxidant enzymes and decreasing lipid
peroxidation. This makes it a therapeutic candidate for liver disorders and lesions and for other

pathologies related to oxidative stress.

Key words: ethanol, oxidative stress, n-butanol extract, hepatotoxicity, antioxidant activity,

polyphenols.
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Théme : Evaluation des activités antioxydantes et I’effet hépato-protecteur de I’extrait n-butanol d’une
plante endémique : les tests in vitro et in vivo.
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Mention : Toxicologie.

L'hépatotoxicité est un effet indésirable causé par plusieurs xénobiotiques, dont I'éthanol. Dans cette
contribution, nous nous intéressons a 1’évaluation de 1’activité hépatoprotectrice et antioxydante de I’extrait n-butanol
d’une plante endémique Vvis-a-vis de la toxicité induite par 1’éthanol.

Le travail a été effectué sur six groupes comprenant chacun six rats : le premier est considéré comme témoin,
gavé quotidiennement par I'eau distillée et aprés une heure d'eau physiologique. Le second a été traité avec I'éthanol &
une dose de 3 g / kg de poids corporel. Un troisiéme groupe a recu 1’éthanol a la méme dose et au bout d’une heure,
I’extrait n-butanol de la plante (200 mg / kg). Un quatriéme groupe a recu l'eau distillée et une heure apres, une dose
d'extrait de plante (200 mg / kg) a été administrée. L'avant-dernier groupe a recu I'éthanol (3 g / kg) et au bout d'une
heure, I'extrait de n-butanol (100 mg / kg). Le dernier groupe a regu de I'eau distillée et au bout d'une heure I'extrait (100
mg / kg).

Le traitement par I'éthanol pendant 15 jours a provoqué une hépatotoxicité en augmentant le cholestérol total
sérique et le MDA hépatique, et en supprimant le systeme de défense hépatique des antioxydants, notamment (SOD,
CAT, GPx, GSH et GST).

D'autre part, I’extrait n-butanol de la plante a également entrainé une nette amélioration du statut antioxydant|
dans le foie. En effet, la diminution du cholestérol, MDA, de (7,93%), (9,52%) et I’augmentation du GSH de (40%)
¢galement 1’augmentation significative de ’activité enzymatique de SOD, CAT, GST et GPx de (51,38%), (34,08%),
(79,16%), (14,67%) respectivement.

En conclusion, la consommation d'éthanol semble confirmer la génération de stress oxydatif dans le foie de rat.
Les résultats suggérent que I'extrait n-butanol de la plante contenait une grande quantité de composés flavonoides et de
polyphénols totaux. Cela justifie son effet hépato protecteurs en modulant les processus d'oxydoréduction, en activant|
les enzymes antioxydantes et en diminuant la peroxydation des lipides. Cela en fait un candidat thérapeutique pour les
troubles et Iésions du foie et pour d'autres pathologies liées au stress oxydatif.
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