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‘T’ Résumé H

Le foie, organe clé du métabolisme, assure la détoxification de nombreuses
I substances, dont les alcools. 1’éthanol est métabolisé principalement en i
‘T’ acétaldéhyde puis en acétate, via des enzymes hépatiques. H

i A une sur dosage d’éthanol entraine une accumulation d’acétaldéhyde toxique i
H et une production excessive de radicaux libres, provoquant un stress oxydatif H
H hépatique. Ce stress oxydatif endommage les cellules du foie par la peroxydation H
| lipidique, I’oxydation des protéines et de I’ADN, contribuant a des Iésions ]
I cellulaires. |

H Certains antioxydants d’origine végétale, montrent un effet protecteur contre H
H ce stress oxydatif. C’est ce que nous avons prouvé dans I’étude que nous avons H
H menée par utilisation de ’extrait butanolique de Syz A et de Ros O , ¢’est a travers H
I la régulation de ’activité enzymatique (AST, ALT,PAL ) et le bilan lipidique ]
l (CHOL-T, HDL, LDL) sériques ont été dosées. et I’évaluation de (MDA, CAT, ]
SOD) et I’¢tude histologique.

I Gréace a la richesse de L’extrait Syz A en eugénol, qui posséde des propriétés ]
antioxydants, antimicrobiennes et anticancéreuses et 1’extrait Ros O, grace a ces
ﬂ“" composés phénoliques tels que 1’acide rosmarinique et le carnosol, posseéde des H
‘T activités antioxydantes, anti-inflammatoires. H

En conclu que les deux extraits utilisé elles a un effet protecteur contre la
toxicité hépatique induite par I’éthanol. ¥
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I Abstract I

ﬂ% The liver, key organ of metabolism, ensures the detoxification of many substances, H
W’ including Alcohols.ethanol is mainly metabolized into acetaldehyde and then into H
I acetate, via hepatic enzymes. Il

H Overdose of ethanol leads to the accumulation of toxic acetaldehyde and excessive H
H production of free radicals, causing hepatic oxidative stress. This oxidative stress H
| damages liver cells through lipid peroxidation, oxidation of proteins and DNA, H
I contributing to cellular injury. |

H Some plant-derived antioxidants show a protective effect against this oxidative stress. H
| This is what we demonstrated in the study we conducted using the butanolic extract of )
| Syz A and Ros O, through the regulation of enzymatic activity (AST, ALT, PAL) and ]
| the measurement of serum lipid profile (CHOL-T, HDL, LDL), as well as the evaluation ]
of (MDA, CAT, SOD) and histological study. Thanks to the richness of Syz A extract in -
eugenol, which possesses antioxidant, antimicrobial, and anticancer properties, and Ros i
O extract, thanks to its phenolic compounds such as rosmarinic acid and carnosol, it has 7
antioxidant and anti-inflammatory activities. )

We conclude that both extracts used have a protective effect against ethanol-induced i
liver toxicity °}
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Fig : Figure.
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MDA: Malondialdéhyde. il

MEOS: Systéme microsomal d’oxydation de 1’éthanol (Microsomal ethanol oxydizing )
system). -

MPO: La myeéloperoxydase. ]
NADPH: Nicotinamide adénine dinucleotide phosphate. l
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I ONOO:Anion peroxynitrite. H
I ONOOH: L’acide peroxynitreux. H

ROO:Radical peroxyle.

S ROOH: Peroxide organique. i
U ROS: Espéces réactives de ’oxygéne (Reactive oxygen species) H
Ros O :Rosmarinus officinalis L.
Syz A : Syzygium aromaticum.
SOD :Superoxyde dismutase.
| TBA: Acide thiobarbiturique ( Thiobarbituric acid). ]
TCA: Acidetrichloroacétique.
H TBARS : Les acides thiobarbiturique. H
TNFa: Facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor necrosis factor alpha).
i UCP: Proteine decouplante (UnCoupling Protein). i

UV: Ultrat violet.

U.,o ViT E :Vitamine E. ”

‘ |
%uo XO: xanthine oxidase.
102.: Oxygene singulet.
02" : Anion superoxyde. ;
OH-: Hydroxyle Radical.
4-HNE: 4-hydroxynonenal. i



03— 05— 05— 05— 65— 65— 03— 05— 6y 05— O O;——— O;——— i 05— O;—— O;——— 0;——— 6;—— O;—— 0;—— 0;—— 0;—— o;—— o,

o e e e Qe Qe e e e e e e e e e S e e e e e e — g — o — o

Introduction




introduction

Introduction :

Grace a une organisation histologique particuliere, le foie permet I’assimilation de la
plupart des nutriments et ’élimination des €léments toxiques ou pathogenes provenant du
tractus digestif. Par ailleurs, la synthése hépatique de la bile autorise 1’absorption des lipides.
Le foie joue aussi un role important dans de nombreuses fonctions physiologiques car ¢’est un
lieu de synthése et/ou de stockage majeur pour de nombreux éléments, notamment des

protéines, des glucides, des vitamines et des ions[1].

La maladie alcoolique du foie (MAF) englobe un spectre delésions hépatiques allant de la
simple stéatose, touchant presde 90 % de consommateurs chroniques et excessifs d’alcool,a
I’apparition progressive d’une fibrose hépatique puis d’unecirrhose dans 20 % des cas, avec
ensuite son cortege de complications telles que ’hypertension portale, I’insuffisancehépatique
et le carcinome hépatocellulaire [2].

Le terme alcool désigne au sens strict une famille de molécules organiques comprenant
un groupement hydroxyle (OH") mais, dans son acception populaire, il est synonyme d’alcool

¢thylique ou éthanol. Une consommation réguliére d’alcool fait partie des habitudes de
nombreux individus, puisque, selon ’enquéte de santé¢ Belge de 2013, 82 % de la population
belge (de 15 ans et plus) consomme des boissons alcoolisées et 14 % boit de 1’alcool quoti-
diennement, un taux en constante progression (8 % en 1997) [3]. Une bonne connaissance du

métabolisme de I’alcool constitue un préalable nécessaire avant d’envisager ses différents

effets [4].

Le stress oxydatif induit par l'alcool est lié au métabolisme de I'éthanol. Trois voies
métaboliques de I'éthanol ont été décrites a ce jour dans le corps humain, impligquant les
enzymes suivantes : l'alcool déshydrogénase, le systeme microsomal d'oxydation de I'éthanol
(MEOQOS) et la catalase. Chacune de ces voies pourrait produire des radicaux libres qui
affectent le systeme antioxydant. La voie classique du métabolisme de I'éthanol, catalysée par
l'alcool déshydrogénase pour former de l'acétaldéhyde, entraine la formation de radicaux

libres. Des modifications concomitantes sont observées dans les taux de NADH et les rapports

redox NADH/NAD+ [5 ,6].

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Les médicaments
a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées par 1’étude
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ethnobotanique des plantes. L’ Afrique dispose d’une diversité importante de plantes
médicinales. Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la
grandemajorité des populations rurales en Afrique, ou plus de 80% de cette population s’en

sert pour assurer les soins de santé[7].

Parmi les composeés bioactifs dans les extraits des plantes médicinales, les polyphénols,
notamment les flavonoides, se distinguent par leurs nombreuses activités biologiques
largement étudiées.Les polyphénols, dont les flavonoides, sont des composés bioactifs
présentant un certain nombre d'activités biologiques déja étudiées [8]. Les flavonoides sont
notamment réputés pour leurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires, et leur relation

structure —activité a été largement caractérisée [9] .

Objectif de ce travail et la connaissance de 1’effet protecteur des plantes médicinales vis-

a-vis I’hépatotoxicité induite par 1’éthanol chez les rats albino Wistar .

Dans ce cadre, notre étude c’est portée sur deux plantes médicinales largement utilisées
pour leurs propriétés préventifs , appartenant a deux familles botaniques différentes :
Syzygium aromaticum (Syz A )de la famille des Myrtaceae, et Rosmarinusofficinalis (Ros

O)de la famille des Lamiaceae.
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Chapitre | : Anatomie et physiologie du foie

1.Le foie

1.1. Définition du foie

Le foie est I'organe glandulaire le plus volumineux du corps[10],cette glande occupe de
nombreuses fonctions capitales sur le plan physiologiquequi en font un organe indispensable a
la vie[ 11].annexe de l'intestinmoyen, le caractére le plus général du foie est donc d'étre un
organe pigmenté et chargé de réserves de graisse et de glycogéne[12]. Il est responsable a la
synthése dela plupart des protéines du plasma sanguin, la conjugaison et I’élimination de

meétabolites toxiques, le stockage de vitamines[11].

- Staphragm

\
Right triangutar /"‘—_\
ligament
| Left trfangular

ligament

Figure 01 : Schéma anatomique du foie [13].

1.2. Rappel Anatomique
1.2.1.Description

Le foie est le plus dense de tous les visceres [14] ,d'un poids supérieur a 2 kg [15],la couleur
du foie est rouge brun plus ou moins foncé[14] , le foie occupe la totalité de 1’hypochondre

droit, une grande partie de 1’épigastre, et une toute petite portionde I'hypochondre gauche

[11].
1.2.2.Fixité de foie

Le foie est solidement amarré aux parois abdominales et aux organes de voisinage par des

replis péritonéaux et par la veine cave inférieure [11,14].
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veine cave inférieur

lobe droit lobe gauche

L astomac

angle colique

vésicule biliaire gauche ligament falciforme
angle colique
droit duodénum canal biiaire {(en vert)

vésicule biliaire

Figure02 :Schéma anatomique du foie [16].
1.2.3.Morphologie externe

Le foie est un organe dont la forme peut s'adapter en fonction des structures
environnantes, telles que les parois de I'abdomen et les autres organes voisins. Il est enveloppé
par une fine couche de tissu fibreux, appelée la capsule de Glisson.

_qui se prolonge a l'intérieur du foie par les gaines fibreuses périportales entourant les
vaisseaux portaux ou pédicule glissonien.Ce pédicule est composé de la veine porte, I’artére

hépatique et le canal biliaire [11,17]

_ Le foie est divisé par le ligament falciforme en deux lobes : le lobe droit, qui représente

environ 60 % de sa taille, et le lobe gauche, qui constitue les 40 % restants [11].
1.2.3.1.La face supérieure ou diaphragmatique

Le foie est moulé sur le diaphragme, large dans sa partie droite, progressivement effilé vers la
gauche, il présente, a I'union de ses deux tiers droites et de son tiers gauche (Fig 03),
I’insertion du ligament suspenseur on falciforme repli péritonéal sagittale qui relie le foie au

diaphragme[18].
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Diaphragme Ligament coronaire
Ligament Ligament
triangulaire triangulaire

droit gauche

Lobe
gauche

Ligament
falciforme

Ligament
Lobe rond

droit .
Vésicule biliaire

Bord antéricur

Figure 03 :Face supérieure [19].

1.2.3.2.Une faceinférieure ou viscérale

Au contact des viscéres abdominaux et rétropéritonéaux, elle est marquée par de nombreuses

empreintes :

- Empreinte de I’angle colique droit- Empreinte rénale (p6le supérieur du rein droit)-
Empreinte surrénale droite- Empreinte vésiculaire (fosse vésiculaire) avec souvent un feuillet
qui la relie et la solidarise au foie- Empreinte duodénale- Empreinte cesophagienne-
Empreinte gastrique [11].

Empreinte
Veine Lobe Area Conduits du reir
rle Wwdé nuda heépatiques droit

Artére Ligament rond
hépatique & fissure carre

Figure04 : Vue inférieure du foie et de la vésicule biliaire [20].
1.2.3.3.La face postérieure

Elle est pratiquement verticale et se moule sur la face antérieure (Fig 05) et la veine cave et

sur la convexité de la colonne vertébrale [18]. Elle est marquée par la présence de deux sillons
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* Un sillon vertical droit, ou se loge la veine cave inférieure amarree au foie par les veines

sus-hépatiques.

* Un sillon vertical gauche, qui prolonge le sillon d’Arantius [19].

Figure 05 : Vue postérieure de foie [20].

1.2.4.Vascularisation hépatique

On sait que le foie posséde deux ordres de veines, la veine porte, formant le systeme afférent,
et les veines hépatiques, formant le systéme efférent Les ramifications de la veine porte,
entourées par la capsule de Glisson, n'adhérent pas a la substance hépatiquedont elles sont
séparées par une couche de tissu cellulaire dans lequel rampent les branches de l'artére
hépatique, les conduitsBiliaires.Ainsi que les nerfs, il en résulte que, quand on vient a
couperces veines, elles se rétractent de maniére que le rapprochement de leurs parois obstrue

la lumiere du vaisseau [21].

Lobe aront Ligamentfalcaforme

Lobe gauche
Veésicule bihaire

Antere hepatque
Canal cholégoque

Veine cave Veine porte

Figure06: Vascularisation [22].
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1.2.4.1. La vascularisation afférente

Est représenté par l'artére hépatique, issue du tronc ceeliaque, et par la veine porte, formée
par la réunion des veines mésentériques supérieure et inférieure et de la veine splénique,
elles pénetrent dans le foie au niveau du hile et restent paralléles l'une a l'autre pour subir une
premiere ramification sur une portion dite conductrice,puis une arborisation terminale, sur

une portion parenchymateuse, en bronches de ler ,2eme et 3 ordre[15].

a- Portale :La veine porte améne le sang revenant du systéme digestif chargé en nutriments.
Elle chemine dans le pédicule hépatique et se divise plusieurs fois dans le parenchyme
hépatique pour alimenter chaque segment.

La veine porte donne :
- Une branche portale droite, qui dessert les segments I, V, VI, VIl et VIII.

- Une branche portale gauche, qui se subdivise en veine transversale puis ombilicale et dessert

les segments I, 11, 111 et V.
Le segment | est alimenté par des rameaux issus des branches portales droite et gauche[11].
b- L'artére hépatique :

assure l'apport d'oxygéne et de métabolites aux hépatocytes. Tout le sang veineux de la cavité
abdominale est drainé par la veine porte qui se trouve interposes entre deux systéme
capillaire : l'un artério-veineux au niveau des visceres, l'autre veino-veineux dans le foie

réalisant un systeme porte veineux [15].
1.2.4.2. La vascularisation efférente

Est assurée par les veinules sus -hépatique terminal dans lesquelles les capillaires sinusoides
se jettent directement.Leur paroi n'est constituée que par une couche de cellules endothéliales
fenestrées reposant sur quelques fibres de collagéne et d'élastine.Ces veinules se rejoignent
pour formes les veine sus-hépatique, au nombre de trois, qui gagnant la veine cave inférieure
[15].

* Veineuse :Le retour veineux se fait par 3 veines qui réinjectent le sang filtré par le foie dans
la circulation systémique. Elles drainent les différents segments hépatiques puis sejettent dans

la veine cave inférieure :
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- Veine hépatique droite : draine les segments V, VI, VII et VIII.
- Veine hépatique moyenne : draine les segments I, 1V, V et VIII.
- Veine hépatique gauche : draine les segments 11, 111 et 1V [11].
1.2.5. Segmentation hépatique

L’anatomiste Couinaud a séparé¢ le foic en 8 unités fonctionnelles indépendantes les unes des

autres [23] Lobe gauche est constitué des segments Il + I11.

*Le segment IV (lobe carré) est situé entre le lobe gauche et le foie droit.Le foie droit est
constitué des segments V et VIII (antérieur droit) et de segments VI et VII (posté-rieur
droit).*Le segment | (lobe caude) est vascularisé par diverses branches de la veine porte et de
la veine caveinférieure. Il augmente de taille en cas de syndrome de Budd-Chiari, son
drainage se fait par plusieurscanaux hépatiques. Il est situé entre : en avant, la bifurcation

portale et le sillon veineux d’ Arantius;en arriere, la capsule postérieure du foie [24].

*Segments |1 et 111 :Ces segments forment le lobe gauche, dont I’apport sanguin est assuré par
les branches du segment II et du segment III, le plus souvent séparées I’une de 1’autre, et qui
partent du bord gauchede la branche porte gauche. La vascularisation artérielle dessegments 11
et III est assurée par des branches de I’artére hépatique moyenne ou par des branches de
I’artére hépatique gauche (naissant de I’artére gastrique gauche). Le drainage veineuxde ces

deux segments se fait par la veine hépatique gauche [25].

*Segment 1V :il regoit des branches portes de la portion hilaire de I’originede la branche porte
gauche, ainsi que de la branche porte gauchesur toute sa longueur jusqu’a sa terminaison.
Certaines branchespeuvent méme naitre de 1’origine de la branche droite, dans 20 %des cas.

Typiguement, ces branches portes du segment IV sontmultiples [26].

*Secteur antérieur droit (segments V et VIII) :Cette portion du foie droit est vascularisée par
des branches portes sectorielles antérieures droites, qui donnent des branchesascendantes pour

le VIII et, au méme niveau, des branches quidescendent vers le segment V [27].

*Secteur postérieur (segment VI et VII) :Le secteur postérieur droit contient le segment VI
(en bas) et lesegment VII (en haut, au-dessus du plan de la bifurcation porte) ;la branche porte
sectorielle postérieure nait de la branche portedroite et se divise en V, pour donner des

branches descendantesvers le VI et ascendantes vers le VII. Le drainage veineux se faitpar la
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veine hépatique droite. Il faut noter, chez 15 a 20 % des su-jets, une variante anatomique
fréquente, avec une veine hépatiquedroite accessoire drainant le segment VI. Cette veine
hépatique accessoire se jette dans la veine cave inférieure, a peu prés a la hauteur de la
bifurcation portale [28] (Fig07).

Veine sus-hépatique
sagittale (dans la grande -
scissure)

Veine sus-hépatique
gauche

Veine sus-hépatique Canal
droite hépatique
gauche
Canal latéral droit Canal
hépatique

Canal paramédian
droit

droit
Ligament rond

Vésicule

Figure 07: Anatomie segmentaire du foie [ 29].

1.3. Les voies biliaires

La bile est un liquide biologique intervenant principalement dans la digestion des
composes Lipidiques [11] .La bile s‘écoule dans le foie vers le tube digestif en empruntant les
voies biliaires extra-hépatiques, principale et accessoire [15] .La bile est secrétée par les
hépatocytes, emprunte des canaux biliaires intra-hépatiques puis des canaux extra-hépatiques

avant d’étre déversée dans le duodénum [11].
1.3.1.Les voies biliaires intra-hépatiques

Elles cheminent au sein du parenchyme hépatique, parallelement aux rameaux intra-
hépatiques de la veine porte et de ’artére hépatique. L’ensemble veine porte, artérehépatique
et canal biliaire forme les pédicules glissoniens. Ces canaux convergent et forment le conduit
hépatique droit et le conduit hépatique gauche. Ces deux conduits principaux émergent du

foie au niveau du hile hépatique [11].
1.3.2.Les voies biliaires extra-hépatiques

*La voie biliaire principal :comprend le canal hépatique, avec ses deux branches d'origine
droite et gauche qui naissent de la confluence des canaux biliaires inter-lobulaires , et le canal

cholédoque qui prolonge le précédent.
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* La voie biliaire accessoire : branché sur la précédente, comprend la vésicule biliaire et le

canal cystique.

_ La vésicule biliaire est un réservoir, placé sous la face inférieure du foie, ayant une forme

allongé de 8 a 10 cm de longueur.

_ Le canal cystique relie le col de la vésicule, avec lequel il forme un angle tres aigu au canal

hépato-cholédoque . D'une longueur de moyenne de 3 cm [15] .
1.4.Histologie de foie

1.4.1.0rganisation générale

L’organisation du foie permet en effet de définir trois zones spécifiques:

*Dans la zone 1: (péri-portale), les hépatocytes synthétisent activement du glycogéne et des

protéines plasmatique, la concentration en oxygéne du sang des sinusoides est élevée
* La zone 2 : est la région intermédiaire

* La zone 3(drainage veineux central) :est la région ou la concentration en oxygene est la
plus basse. La zone 3 exerce un r6le de détoxification. Les hépatocytes susceptible d'étre

altérés par I'hnypoxemie [30].

Canal bikaire

Une branche de la veine porte Une branche de I'artére hépatique

Veinule centrolobulaire

Une branche
de l"artere
hepatique

[V S

Figure 08 : L’organisation histologique et fonctionnelle du lobule hépatique [30].
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1.4.2. Les cellules composantes de foie
*a. Les cellules parenchymateuses
-Les hépatocytes :

Les hépatocytes remplissent la majorité des fonctions associées hépatiques, constituent 65 a
70% du nombre total des cellules et équivalent a 80% du volume total du foie. Ce sont des
cellules de grandetaille mono ou binucléées. Les hépatocytes sont organisés en cordons (ou
travées) de la périphérievers le centre du lobule. Ces cordons sont longés par les capillaires
sinusoidaux de telle sorte quechaque hépatocyte soit en contact avec une sinusoide par
I’intermédiaire de ’ECM de I’espace de Disse. Cette organisation permet aux hépatocytes

d'acquérir une polarisation complexe, une multipolarité [31] .

Les hépatocytes présentent en effettrois domaines : Apical (canaliculaire), latéral et basal

(sinusoidal).

La ségrégation desdomaines mentionnés est assurée par des desmosomes, des jonctions
adhérentes et des jonctionsserrées. Les domaines latéral et apical sont engagés par les
jonctions entre des hépatocytes adjacentsvia des principes d’occlusion et de jonction serrees

[zona occludin 1 (ZO - 1)] [32].

*Le domaine basolatéral : contient de nombreuses microvillosités et fait face a l'es pace de
Disse cette domaine participe a I'absorption de substances transportées par le sang et a la
sécretion de protéines plasmatiques (comme l'aloumine ,le fibrinogéne ,la prothrombine ,et les

facteurs de coagulation ( 'V, VII,1X).

*Le domaine apicale :délimite le canalicule biliaire, une dépression en forme de rigole bordée
par des microvillosités et scellée latéralement par des jonction serrées pour empécher la fuite
de la bile [30] .

En plus de la polarité des hépatocytes, leur fonctionnalité dépend de leur emplacement

physique dansle lobule dans lequel se constitue un gradient de nutriments et d’oxygene [33] .

Ce gradient est connusous le nom de zonation métabolique et aboutit a la distinction de trois
zones : zones péri-portale (zone 1), péricentrale (zone 2) et péri-veineuse (zone 3) [34]
(Fig09).
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des enzymes insérées dans la membrane du réticulum endoplasmique lisse sont impliquées
dans les mécanismes suivants :(1) la synthése de cholestérol et des sels biliaires, (2) glucuro-
conjugaison de la bilirubine, des stéroides et des médicaments, (3) dégradation du
glycogéne en glycose [30].

ulum

Figure 09 : Domaine apical et baso-latéral des hépatocytes [30].
*b.Les cellules non parenchymateuses
-Les cellules endothélialessinusoidales du foie (LSEC) :

Sont des cellules spécialisées qui séparent les hépatocytes et les cellules étoiléeshépatiques
du sangen provenance de Iintestin et du tissu adipeux viscéral [35,36]. En
conditionsphysiologiques, les LSEC contribuent a I’homéostasie du foie par leurs propriétés

anti inflammatoires et anti fibrogéniques [35].

Les LSEC représentent 15 a 20% des cellules du foie, équivalent a 3% du volume total du
foie [36].

Elles ont un cytoplasme fenétré et perméable présentant des pores de 50 a 250 nm de
diamétre qui leur permettentd’agircomme un filtre permettant la libre diffusion
bidirectionnelle des solutés (hormones, lipides, macromolécules) entre le sang et les
hépatocytes [37].Cette caractéristique permet un échange plus efficace entre la circulation
sanguine et les hépatocytes, conférant un réle important aux LSEC dansle métabolisme
lipidique, la coagulation, la régénération et la réponse immunitaire et inflammatoire [38, 39].
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- Cellules de Kupffer :

Macrophage bordant, appartenant au systéme réticulo-histocytaire originaire de la moelle
osseuse ;elle a un rble de phagocytose des bactéries, virus, particules étrangeresetdébris
cellulaires. Elle assure la destruction des hématies usées ou anormales et récupere
I'némoglobine;elle catabolise I'némoglobine et libére I'néme dont elle extraitla bilirubine et le
fer [40].Elles jouent un réle important dans la modulation des réponses systémiques aux
infections séveres et au contrble des réponses immunitaires contre les antigénes provenant de
I’intestin. D’autre part, ’activation des KC peut étre déclenchée lors d’une lésion hépatique

induite par des produits chimiques ou des substances toxiques [41].
- Cellules a granulation :

Ces cellules sont les moins nombreuses de la paroi sinusoide. Ce sont de gros lymphocyte

granuleux qui agissent comme cellules tueuses naturelles [40].
- Cellules péri-sinusoidales (d'Ito) :

Dans des conditions normales, les cellules étoilées du foie stockent la vitamine A liposoluble
dans leur cytoplasme et produisent des fibres de collagéne et des composants de la matrice
extracellulaire qui se déposeront dans espace péri-sinusoidal de Disse et autour de la veine

centrale du lobule hépatique [30].
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Figure 10 : Population cellulaire hépatique [42].
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1.5. Les fonctions du foie
1.5.1.Epuration

Le foie est l'organe central de détoxification permettant a 1’organisme d’éliminer des
substances endogenes ou exogeénes (dites Xxénobiotiques). Alors que les substances
hydrosolubles peuvent étre directement éliminées par les reins, les substances lipophiles
doiventau préalable étre transformées par le foie. Classiquement ce processus de
transformation est divisé en trois grandes phases et a lieu au niveau des hépatocytes:

* La phase I : permet I’hydroxylation du composé a éliminer.

* La phase Il : la conjugaison de ce dernier avec une protéine. Ces deux étapes permettent de
transformer le composé souvent tres hydrophobe en une molécule hydrosoluble plus facile a

éliminer.

* La phase III : consiste en I’excrétion active de ce dernier, a laide de
transporteurstransmembranaires,soit dans le flux sanguin afin d’étre éliminé au niveau rénal,
soit dans la bile pour étre éliminé via les feces, apres secrétion de la bile au niveau de
I’intestin [43].

1.5.2. Production des acides biliaires et excrétion de la bile :

Le foie est responsable de la production de la bile qui joue un réle essentiel dans
I’émulsification et 1’adsorption des graisses alimentaires par I’intermédiaire des acides
biliaires élaborés par leshépatocytes a partir du cholestérol [44]. La bile est composée d’eau,
d’électrolytes, d’acides et de selsbiliaires, de bilirubine conjuguée, et de graisses (cholestérol,
glycérides, phospholipides) [45], puis modifiée par sécrétion et réabsorption d’ecau et
d’¢lectrolytes par les cholangiocytes. Elle est sécrétéeen continupar le foie et stockée dans la
vésicule biliaire, qui la libére dans I’intestin aprés un repas afin de faciliter 1’absorption
intestinale des lipides et assurer I’homéostasie du cholestérol et 1’élimination de la bilirubine

conjuguée et des xénobiotiques detoxifiés [46].
1.5.3. Fonction métabolique :
1.5.3.1. Nutriments

A. Les lipides pénétrent dans le foie par des vaisseaux lymphatiques, principalement sousla

forme de triglycérides. Ces derniers sont hydrolysés en acides gras libres et en glycérol pour
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produire de 1’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) ou de lipoprotéines libérées
dans la circulation sanguine. Le foie fabrique également du cholestérol et des phospholipides,
éléments essentiels pour la synthése des sels biliaires, des hormones stéroidiennes et des
membranes cellulaires [47].

B. Le foie synthétise de nombreuses protéines plasmatiques, comme 1’albumine, qui
permetletransportde nombreuses molécules et de nombreux médicaments. Quelquesacides
aminés non essentiels ainsi que 1’aspartateamino transférase (AST),I’alanine amino
transférase (ALT), lelactate déshydrogénase, la gamma glutamyl transpeptidase et la
phosphatase alcaline sont également synthétisés au niveau hépatique [48].

C. Le foie joue un rdle primordial dans le maintien de la balance glycémique
del’organisme.En effet, duglucose hépatique peut étre libéré dans la circulation sanguine
encas d’hypoglycémie ou étre stocké en cas d’hyperglycémie. Il est soit relargué dans
lacirculation sanguine par glycogénolyse, soit conservé dans le foie sous forme de

glycogenepar un processus appelé glycogénogenese [49].
1.5.3.2. Activation de la vitamine D

La vitamine D, ou vitamine D3, est une vitamine lipophile permettant
notammentl’absorptiondu calciumau niveau intestinal et sa réabsorption au niveau rénal. Elle
participedonc a la minéralisationosseuse et a la contraction musculaire. Aussi
nommeéecholécalciférol, la vitamine D3se forme majoritairement au niveau cutané sous
I’action desrayons ultraviolets B. Néanmoins, sous cette forme, elle est inactive et deux
hydroxylationssont nécessaires : au niveau hépatique,pour former la 25-hydroxy-vitamine D,
puis auniveau rénal, pour synthétiser la 1,25-hydroxy-vitamine D.Uniguement sous cette

derniéreforme, appelée calcitriol,la vitamine D exerce son effet hypercalcémiant [50].
1.5.4. Synthese protéique :
a. Facteurs de coagulation

L’hémostase correspond a la capacité de I’organisme a réagir en cas de lésions d’un territoire
vasculaire ou d’hémorragies spontanées, ou encore pour limiter I’extension d’un caillot. Elle
est divisée en trois processus distincts qui sont, chronologiquement, I’hémostase primaire, la
coagulation et la fibrinolyse. La coagulation permet la formation d’un caillot de fibrine par

une cascade de réactions enzymatiques faisant intervenir différents facteurs dits de
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coagulation. Tous ces facteurs sont synthétisés par le foie et certains nécessitent la présence
devitamine K pour leur synthése. Le foie joue donc un réle essentiel dansl’hémostase. Chez
un patient insuffisant hépatique,une surveillance accrue de la coagulationest, de ce fait,

indispensable [51].
b.Facteur de croissance de type insuline-1(IGF-1)

IGF-1est un peptide de soixante-dix acides aminés synthétisépar le foie.Néanmoins, d’autres
cellules de I’organisme peuvent le sécréter.La synthése del’IGF-1, de structure proche de celle
de I’insuline, est sous I'influence de I’hormone de croissance et de 1’état nutritionnel. L’IGF-1
stimule la prolifération et la différenciation de nombreux types cellulaires, comme les cellules
cartilagineuses, les cellules productrices destéroides, les cellules musculaires, les cellules
rénales et pulmonaires. Ce peptide estégalement responsable d’effets métaboliques par
induction d’une hypoglycémie, d’une hausse de I’anabolisme protéique et d’'une augmentation
de la lipogenése avec diminution des triglycérides, des corps cétoniques et des acides gras

libres au niveau plasmatique [52].
1.5.5. Stockage :
A .Glycogéne

Le glycogene représente la principale forme de stockage du glucose de ’organisme. En effet,
la glycogénogenése est une voie métabolique permettant la transformation du glucose
englycogéne lors d’une élévation de la glycémie.Stockédansle foie et les muscles striés
squelettiques.En revanche, d’autres types de sucres provenant de la digestion,comme le
fructose ou le galactose,peuvent étre transformés en glycogéne mais uniquement au niveau
hépatique. En cas de jeline prolongé ou d’hypoglycémie, la glycogénolyse s’active et permet
de mobiliser le glycogene qui se retrouve sous forme de glucose disponible pour I’organisme

[49].
B .Vitamines

Le foie stocke une grande quantité de vitamines : les vitamines lipophiles de types A, D, E, K
et les vitamines B hydrophiles, notamment la vitamine B12. Les réserves hépatiques en
vitamines B et D sont estimées a quelques mois alors que le stock de vitamine A est suffisant

pour plusieurs années [50].
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Figure 11: Les différentes fonctions du foie [53].

2.Hépatotoxicité et Ethanol

2.1. Pathologie du foie
2.1.1. Lésion hépatite :

A .Stéatose :est un motif de consultation fréquent pour augmentation de la gamma GT et des
transaminases avec un foie hyperéchogéne. Elle traduit un déséquilibre entre la synthese
hépatocytaire des triglycérides a partir d’acides gras et leur sécrétion hors des hépatocytes
sous la forme des triglycérides. Lastéatose est le plus souvent macro-vacuolaire,

asymptomatique (alcoolisme)[24].

B.Neécrose hépatique :La nécrose hepatique implique la mort des hépatocytes, elle peut étre
focale (centro-lobulaire-mediane, ou périphérique) ou generalisée: c'est la plupart du temps

une lésion aigué (mort cellulaire ou tissulaire) [54].

C.Choléstase :La réduction de l'activité d'excrétion biliaire de la membrane canaliculaire

semble étre le mécanisme prédominant de la Cholestase [54].

D .Cirrhose: (atrophiques et hypertrophiques) : Ces états de sclérose sont terminaux; ils
résultent des agressions multiples et entretenues depuis de longues années (congestions et
pléthores répétées, hépatites infectieuses ou autres, etc.). Cependant l'alcoolisme, le sucrisme,
le tabagisme en sont les causes profondes. Le foie cirrhotique peut étre petit ou gros.
Atrophique, Il est dur, et I'abdomen est énorme (ombilic déplissé). La rate est également trés
grosse, et la circulation de retour en surface de I'abdomen est intenso (par suite du blocage

intra-hépatique) [55].
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E. Fibrose :La fibrose hépatique est définie par I'accumulation excessive de matrice
extracellulairedans 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. Son expressionultime est la cirrhose, processus irréversible, cause de morbidité et de

mortalité importante [56].

2.1.2. Hépatique toxique :

A. Hépatite alcoolique

L’ hépatite alcoolique fait partie d’un spectre deforme grave (définie par I’association a une

encéphalopathiehépatique ou avec un score pronostique de Maddrey > 32), et en I’absence de
traitement, la mortalité est élevée, avoisinant les 50% asix mois [57]. Les MAFs englobe un
spectre de lésions hépatiques allant de la simple stéatose, touchant présde 90 % de
consommateurs chroniques et excessifs d’alcool,a D’apparition progressive d’une fibrose
hépatique puis d’unecirrhose dans 20 % des cas, avec ensuite son cortége de complications
telles que I’hypertension portale, I’insuffisancehépatique et le carcinome hépatocellulaire [2].
L'alcool ethylique entraine trois types de lésions hepatiques : I'hépatite, la stéatose, et la

cirrhose, ces trois lésions sont souvent associées [58].
B. Hépatite médicamenteuses

Les medicaments représentent une cause fréquente d’hépatite aigué, en particulier chez les
sujets de 50ans. lls peuvent étre toxiques directement ou par lintermédiaire de leurs
métabolites. Les lésions hépatiques induites par les médicaments sont treés variées : hépatite
aigué ou chronique, cirrhose, stéatose, lésions vasculaires ou tumeurs [59].Les
médicamentspeuvent reproduire toute la pathologie hépatique, car toutesles celluleshépatiques
(hépatocytes, cholangiocytes, cellules endothéliales, cellule de I1to) peuvent étre affectées
[60].

2.2. Hépatotoxicité

Le foie assure une grande partie du métabolisme des xénobiotiques, ces substancesétrangeres
apportées par I’alimentation ou ’environnement ; grice a son équipementenzymatique,sa
localisationanatomique et sa vascularisation abondante. Ses particularités en font pourtant une

cible privilégiée pour des composés ou des métabolites toxiques [61,62].
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Les hépatotoxicités liées aux xénobiotiques, comme les médicaments,les substances d’origine

naturelle et les agents chimiques, constituent une cause importante d’atteinte hépatique [63].
2.2.1. L’éthanol
2.2.1.1. Définition :

L’éthanol, 1’alcool ou encore ’alcool éthylique sont toutes les trois des appellations qui
désignent la méme molécule qui est composée de deux atomes de carbone (C), six atomes
d’hydrogéne (H) et d’un atome d’oxygene (O).Les formules brutes et semi-développées de la
molécule d’éthanol sont respectivement le C2H60, le C2H50H et leCH3-CH2-OH(Figurel2)
[64].

Figure 12 : Structure de la molécule d’éthanol [65].
2.2.1.2. Propriétés de I’éthanol

L’éthanol est de formule semi-développée CH3-CH2-OH et de masse molaire 46,07
g.mole—1. Dans les conditions normales, 1’éthanol est un produit stable, il possede les
propriétés générales des alcools primaires, il peut réagir vivement avec les oxydants puissants
I’éthanol est un liquide mobile, incolore, volatil, d’odeur plut6t agréable et décelable dés 84
ppm. Il est miscible a I’eau, le mélange se fait avec dégagement de chaleur et contraction du
liquide. L’éthanol est également miscible a la plupart des solvants usuels, il est un bon solvant
des graisses. L’éthanol peut étre commercialisé sous forme anhydre ou a différentes

concentrations dans 1’eau [66].
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2.2.1.3. Toxicocinétique / Métabolisme :

*L’éthanol est rapidement absorbé par voie orale et respiratoire et peu par contact cutané. Il
est distribué dans tous lestissus et fluides de 1’organisme, notamment le cerveau et lefoie, et
est principalement éliminé par une métabolisationoxydative dans le foie produisant
transitoirement de I’aldéhyde puis de ’acide acétique [67].

*L’éthanol absorbé diffuse rapidement et presque uniformément dans tout I’organisme en
raison de sa grandesolubilité dans I’eau. La distribution est trés rapide dansles organes
fortement vascularisés comme le cerveau,les poumons, le foie ; et la concentration est
maximale dans le liquide céphalo-rachidien et I’urine ou elle atteint1, 3 fois la concentration
plasmatique, elle-méme légérement supérieure (1,1 fois) a la concentration moyenne dans les
organes. L’éthanol traverse librement le placentaet des concentrations similaires sont
retrouvées dans lesang maternel et foetal. Signalons que chez le rat et lecobaye, 1’éthanol
s’accumule dans le liquide amniotiquequi peut servir de réservoir [68].

*La métabolisation de 1’éthanol comporte essentiellementune oxydation compléte en dioxyde
de carbone et eau quise déroule en 3 étapes. La premiere qui meéne a 1’aldéhydeacétique se
faiten majeure partie (80-90 %) dans le foiesous I’action de I’alcool-déshydrogénase (ADH).
Les systemes ducytochrome P450 (inductible) et de la catalase peroxydaseinterviennent
¢galementa ce stade. L’efficacité de cedernier est limitée par la lenteur de formation du
Peroxyde d’hydrogéne. La deuxiéme étape, menant a 1’acideacétique, est sous la dépendance
del’aldéhyde-déshydrogénase présente dans le foie (90 %) et dans le rein (10 %). L’activité
aldéhyde-déshydrogénase du foie étant supérieure a son activitéde I’ADH, il n’y
agénéralement pas, dans les conditions normales,d’accumulation d’aldéhyde acétique.
Cependant, en raison dupolymorphisme génétique de 1’aldéhyde-déshydrogénase,certains
groupes ethniques peuvent dégrader pluslentement I’aldéhyde acétique. Une accumulation
peut également se produire en présence d’un inhibiteur spécifiquede 1’aldéhyde-
déshydrogenase (disulfirame par exemple). L’acide acétique formé est libéré dans le sang et la
troisiéme étape a lieu principalement dans les tissus périphériques ou il est oxydé en dioxyde
de carbone et eau [69].

Figurel3: Métabolisme de 1’éthanol dans les hépatocytes, la voie de 1’alcool déshydrogénase

(ADH) [30].
o)
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*L"'ADH est la voix essentielle :

L'éthanol est oxydé en acétaldéhyde dans le cytoplasme et ce dernier est converti en acétate

dans les mitochondries. Un excés d’acétaldéhyde provoque des lésions des mitochondries,
des cassures des microtubules et des altérations de protéines induire des réponses auto-
immunes aboutissant a des Iésions des hépatocytes [30].

2.2.1.4. Mode d'action

Les effets neuropsychiques aigus et subaigus de 1I’éthanol sont dus a I’action directe mais non
spécifique de I’alcool sur le parenchyme cérébral :fixé dans les zones corticales, il inhibe le
fonctionnement des transmissions synaptiques et déprime ainsi le systéme nerveux central
uneaction principalement analgésique et anesthésique [68].

Le mécanisme des effets sur le métabolisme des lipides est plus complexe. L’accumulation
des graisses dans le foie semble en effet résulter :

*D’une augmentation de la synthése des triglycérides dans le foie luiméme.

*D’une augmentation de I’incorporation de glycérol dans la phosphatidylcholine avec déficit
relatif de choline.

*D’une libération de catécholamines qui accélerent la mobilisation des dépots graisseux .
*D’une diminution de la vitesse d’oxydation des acides gras [69].
2.3. Métabolisme de I’alcool et stress oxydatif

Le métabolisme de 1’éthanol génére un stress oxydatif avec laproduction des ROS. Ainsi, la
toxicité¢ cellulaire est due a I’acétaldéhyde qui est le principalmétabolitede 1’alcool produit
presque exclusivement par ADH cytosolique des hépatocytes, et accessoirement par le
cytochrome P450 dans le microsome,ou encorepar la catalase dans les peroxysomes [70].

Les autres causes de la majoration du stress oxydatif sontla peroxydation lipidique sur un foie
stéatosique et une diminution du glutathion mitochondrial et de la S-adénosine méthionine
[71] largement consommés par la production concomitante de ROS. L’acétaldéhyde est
ensuite transformé dans la mitochondrie en acétate qui donnera finalement en dehors de
I’hépatocyte dans d’autres organes du dioxyde de carbone (CO2).Dans ce contexte
d’alcoolisation chronique, la baisse dustock intra mitochondrial de glutathion (GSH) est
démontrée dans :systéme microsomal d’oxydation de I’éthanol les modéles animaux, attribuée
a un défaut de transport du GSH du cytosol vers la mitochondrie [72].Ce déficit enGSH
précede les 1ésions hépatiques chez la souris exposée al’éthanol [73].Les conséquences sont
une baisse des capacités antioxydants hépatocytaires, le GSH mitochondrial étant
unmécanisme majeur de détoxification de I’exceés de peroxyded’hydrogene (H202) et des
radicaux libres. Il a également étésuggéré qu’une baisse du GSH mitochondrial pourrait
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rendrel’hépatocyte plus sensible au tumor necrosis factor-o (TNF-a) induisant la mort
cellulaire [74].

*La voie de systeme microsomal d’oxydation de I’éthanol (MEOS ):

Est importante au cours de 1’ intoxication alcoolique chronique. Contrairement a la voie de
I’ADH qui produit de l'acétaldehyde et un excés de H+, la voie du MEOS produit de
l'acétaldéhyde et un exces de radicaux oxygénés. L'oxygéne réactif produit entraine des
Iésions hépatocytairespar peroxydation des lipides, aboutissant a des altérations de la
membrane cellulaire. De plus, ledéréglement du systeme MEOS affecte les activités de
détoxification de 1’ hépatocyte qui nécessitent la présence de cytochrome P-450 pour
I’oxydation de médicamentsvariés ,de toxiques,des vitamines A et D et de substances
cancérigenes potentielles . L’accumulation de ces produits est souvent toxique(Fig14) [30].

Figure 14 : Systéme microsomal d’oxydation de 1’éthanol [30].
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Chapitre 11 : Le stress oxydatif

1. Stress Oxydatif
1.1. Définition

La perturbation de I’équilibre endogéne entre radicaux libreset antioxydants de courte ou
longue durée, provoque des effetsdélétéres dus, soit a une défense antioxydant défaillante, soit
aun état pro-oxydatif accru, nommé stress oxydant [75].

OXIDATIVE
\\ STRESS

FREE RADICALS \
x
14N\
i AR
i )
/ ‘\

MULTIPLE
PATHOLOGIES

Figure 15 : Stress oxydant déséquilibre entre les radicaux libres et les
antioxydants [76].

1.2. Radicaux libres
1.2.1. Généralité sur les radicaux libres :

Il s’agit d’un atome ou d’une molécule qui contient un (ou plusieurs) ¢lectron(s) non pairé(s),
comme conséquence de la perte d’un (ou plusieurs) électron(s) de 1’orbite externe, aboutissant
a la formation d’une demiliaison qu’il faut satisfaire par un pillage local d’électron(s)
[77].Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer unensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de lI'oxygene par des

réductionsa un électron tels I'anion superoxyde O>" et le radical hydroxyle OH®, ou de l'azote
tel le monoxyde d'azote NO® [78].
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Figure 16 :Production et neutralisation des ROS [79].

1.2.2.Mécanisme de production des principales ROS

Les ROS sont produites dans les mitochondries, les peroxysomes , les lysosomes, le réticulum
endoplasmique, le plasma, les membranes et de nombreux sites dans le cytosol [80]. Cette
production est induite par un grand nombre de mécanismes biochimiques tant endogeénes
qu’exogenes (Figl7). Les mécanismes exogenes comprennent les UV et la lumiére visible, les
rayonnements ionisants, les médicaments et les toxines. Les sources endogenes seront

développeées dans le chapitre suivant.
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Figure 17 :Origine extra- et intracellulaire des ROS
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1.2.3. Les types des radicaux libres

1.2.3.1. Radicaux superoxydes (O") :Les radicaux superoxydesO," (Tableau 1) sont des
radicaux peuréactifs par eux-mémes ,mais dont la toxicité revient aufait qu’ils peuvent donner
des composés plus réactifs [82,83] Plusieurs sources de radicaux superoxydes peuvent étre
répertoriées (Figl8). Il s’agit de :

A.Réactions enzymatiques : xanthine oxydase, NADPH oxydase, la NO synthase, enzymes
de la voie del’acide arachidonique(lipoxygenases, cyclo-oxygénases)[82, 84].

B.Réactions d’auto-oxydation de certains composés endogenes :le glycéraldéhyde, les
cathécolamines, la dopamine,protéines héminiques,pitochondries (chaine respiratoire
essentiellement),réticulum endoplasmique (cytochromes P450) et du noyau cellulaire [82,85].

NAD
NADFPH oy duse

Figure 18: Les types des radicaux libres[83].

1.2.3.2. Oxygene Singuleth2 :L’oxygene singuletlozn’est autre que I’oxygéne
moléculairedont les spins des deux électrons non appariés sont inversés [86].Les effets
néfastes de la lumiére du soleil sur de nombreuses matiéres organiques (exemple : les
polymeéres) sont souvent attribuésaux effets de I’oxygéne singulet [87].

1.2.3.3. Radicauxhydroxyle (OH" ):Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libres les plus
réactifs,[87] capables de régir avec un trés grand nombrede cibles moléculaires in vivo. lls se
forment in vivo soit en présence de cations métalliques (réaction de Fenton) :

2+ 3+ _
Fe +H,0, ) e + OH+ OH
Soit au cours de la réaction non enzymatique de Haber et Weiss

02" +H,0, — OH+0,+0OH"
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Les radiations ionisantes, le rayonnement ultraviolet et les ultrasons sont également
générateurs de radicaux OH [88].

1.2.3.4. Peroxyded’hydrogéne (H,O,) :Le H,O, est un oxydant trés puissant,potentiellement

toxique pour la cellule. C’est une ROS stable en I’absencede métaux de transition mais

hautement diffusible dans lecytoplasme et a travers les membranes.Le H,O, est

essentiellement produit lors de la dismutation du O, par lasuperoxydedismutaseselon la
réaction [82,89] :

20, +2H mmm) H,0,+0,

1.2.3.5. Acide hypochloreux (HOCI) :L’acide hypochloreux est un oxydant puissant, capable
de réagir avec de nombreuses molécules biologiques notamment celles contenant des

groupements thiols (SH). 1l est généré a partir du H,O.et le Chlore (CI) par la

myéloperoxydase, particulierement abondante dans les phagocytes immunologiquement actifs
selon la réaction [90].

H,O,+CI~ - HOCI+ OH~

1.2.3.6. Monoxyde d’azote (NO") :Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire, de
nature gazeuse et hautement diffusible, il estsynthétisé a partir de laL-arginine par les NO
synthases (NOS) en présence de cofacteurs tels le NADPH, leFAD, la calmoduline et la
tétrah-ydrobioptérine (BH4) selonla réaction [91, 92]:

***** S b

NATOPH NATOP

I -Arginin= %\%» [L-Citrulline + NO-

o H.O

1.2.3.7. Le peroxynitrite (ONOO ) :Le peroxynitrite est formé selon la réaction:
NO" + 02" —) OONO

Le peroxynitrite est un puissant oxydant et toxique cellulaire par ses effets sur 1’oxydation des
lipides et des thiols, la chaine respiratoire mitochondriale,sur lastimulation de la libération de
fer et sur la nitration des résidus tyrosines desprotéines [93,94].

1.3. Principales ROS

Les principales ROS sont représentées dans le tableau 01 :
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Concentration (M) Demi-
vie (37°C) (s)
0, Superoxyde 10-12.4 10-11 Enzymatique*
OHe Hydroxyle - 10
ONOO-« | Peroxynitrite 1024107 005al
NO- Monoxyde d’azote 1al10
H.O., Peroxyde d’hydrogéne 10 alo’ Enzymatique*

Tableau 01 : Principales ROS rencontrées en biologie [91,95].

*Les demi-vies du radical superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne varient en fonction de
’activité enzymatique des enzymes assurant leur métabolisme

1.4. Les mécanismes des dommages oxydatifs
1.4.1. Peroxydation lipidique:

Les premiéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les membranes
cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont
tréssensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation [96,97].L'oxydation des
lipides génére des peroxydes lipidiques quisont eux-mémes tres réactifs. La peroxydation de
lipides induit une modification de la fluidité,de la perméabilité et de I'excitabilité des
membranes [98].Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec
les protéines et 'ADN [99].Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
I'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), I’acidethiobarbiturique (TBARS) et le 4-
hydroxynonenal (4-HNE)sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation
lipidique.Cependant, le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial par
action directe sur les UCP et pourrait ainsiréduire la production mitochondriale de ROS [100].

-
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Figure 19 :Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras
polyinsaturées et nature des produits terminaux formés [101].
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1.4.2. Oxydation des proteines :

De fagcon comparable a lI'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre
Oxydées par les ROS. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl dans la
protéine [102,103].Ces réactions d'oxydation, freqguemment influencées par les cations

métalliques comme le Cu?* et le Fe?* peuvent étre classées en deux catégories :
1°) celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaineprotéique,
2°) les modifications des peptides par I'addition de produits issus de laperoxydation

lipidique. Ces changements sont tels qu'ils conduisent a une modificationstructurale des
protéines dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de
la sensibilité aux protéases...)[102].L'oxydation des protéines peutétre un signal pour les
"protéines de stress" HeatShockProtein, (HSP) connus pour leur réle cytoprotecteur
[104].Ainsi, les membres de la famille de HSP70 ont un rdle deprotéines chaperonnes. Elles
prennent en charge les protéines dénaturees (participation a larestauration de la fonction de
ces protéines) mais aussi les protéines en cours de maturation(participation a leur synthése, a
leur importation vers le réticulum endoplasmique et lamitochondrie). La synthése des HSP
pourrait ainsi compléter les capacités de défenses antioxydantes lorsque les protéines
intracellulaires sont endommagées par les ROS [105].

1.4.3. Dommage de ’ADN :

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont les
premiéres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrialprésent une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10 fois supeérieure a celle du génome nucléaire [106].Lesmécanismes
explicatifs proposes sont :

1) L'absence d'histones protectrices autour de I’ADNmitochondrial.
2)Sa localisation proche de la membrane interne.
3) Des mécanismes deréparations frustres.

4) Une structure circulaire sans introns augmentant statistiquement lerisque de mutations
pathogenes [107].

L’idée d’un "cercle vicieux" ou d’une théorie avec un feed-backpositif est avancée pour
expliquerles altérations mitochondriales dues au vieillissement : desdysfonctionnements de la
chaine respiratoire pourraient augmenter la production de ROS etinduire ainsiune
augmentation progressive des mutations du génome mitochondrial et desprotéines
synthétisées.Comme le génome mitochondrial code pour quelques sous-unités deprotéines
impliquées dans la phosphorylation oxydative (sept sous-unités du complexe I, unedu
complexe IIltrois du complexe IV et deux de ’ATP synthase), leur défaut d’expression
pourrait exacerber la fuite d’¢lectrons de la chaine respiratoire au profit de la production de
ROS. Ainsi, plus la fuite d’¢électrons est importante, plus la formation de ROS provoquant de
nombreuses mutations mitochondriales aggraverait ce phénomene [108,109].
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1.5.Antioxydants :
1.5.1. Définition

Les antioxydants sont définis comme des substances capables deconcurrencer d’autres
substrats oxydables a des concentrationsrelativement basses et donc de retarder ou
d’empécher 1’oxydation de ces substrats [95, 81]. Dans ces circonstances normales,on ditque
la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre [110].

Cet ¢état d’équilibre est une condition indispensable pourmaintenir une fonction cellulaire et
tissulaire normales [81].Tous les compartiments de I’organisme, qu’ils soient intracellulaires,
membranaires ou extracellulaires.

Les systemes de défense antioxydants comportent des systemesantioxydants enzymatiques
et des systéemes antioxydants nonenzymatiques.Toutes ces défenses peuvent étre renforcées
par des apportsexogénesen flavonoides qui se retrouvent en grande quantité dansle vin rouge,
le thé vert et les légumes [110].
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Figure 21 : Regulation de la production des ROS par les systemes de défenses
antioxydant [111].

1.5.2. Systemes de défense antioxydants
1.5.2.1. Systemes antioxydants enzymatiques :

Les systemes antioxydants enzymatiques comportent un ensembled’enzymes tels que les
superoxydes dismutases (SOD),les glutathion peroxydases (Gpx), la catalase.

a. Superoxyde dismutases :

Les SOD représentent une des premieres lignes de défense antioxydante. Ce sont des
métalloprotéines qui catalyse la dismutation mono-électronique du O2" en dioxygéne et H2
02. Chez I’homme, il existe trois isoformes [112]. La Cu/n-SOD ou SOD1 cytosolique, et la
EC-SOD ou SOD3extracellulaire, utilisent le cuivre comme cofacteur nécessaire a 1’activité
enzymatique [113] et le zinc jouant un rdle structural,alors que la SOD2, mitochondriale,
utilise le manganése comme cofacteur [114].

b. Glutathion peroxydases

Les GPx sont des sélénoprotéines qui catalysent la réductionde I’ H2O2et des hydroperoxydes
de lipides en H20 et en alcoolslipidiques respectivement en une réaction utilisant le
glutathion(glutamyl-cystéinyl-glycine) réduit (GSH) comme co-substrat.ll existe différents
types de GPx dont les GPx-1 (cytosolique),GPx-2 (gastro-intestinale), GPx 3

(plasmatique) ,GPx-4 (cytosolique , mitochondriale et membranaire) et GPx- 50u sn- GPx
(intervenant durant la spermatogénése) [115]. Les quatre premiéres contiennent une séléno-
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cystéine au niveau de leursite actif (I’atome de soufre de la cystéine est remplacé par unatome
de sélénium).Un déficit en sélénium conduit a une baissede 1’activité GPx [116].

C. Catalase :

La catalase est une enzyme héminique essentiellement présente dans les peroxysomes et dans
les hématies. Elle catalyse la dismutationd’H.0, [117].

1.5.2.2. Systemes antioxydants non enzymatiques:

Parmi les systémes antioxydants non enzymatiques, certainssont solubles dans I’eau ce qui
leur permet d’agir dans la fractionsoluble de la cellule ou dans le plasma, c’est le cas du
glutathion,la vitamine C [118] et I’acide urique. Les autressystemes antioxydants, tels que les
vitamines E, A et le B-caroténe, étant liposolubles agissent au sein des membranes. Les
molécules amphipathiques peuvent agir dans les deux environnements [86].

1.5.2.2.1. Antioxydantsendogene :
A.Glutathion (GSH):

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d’hydrogene et/ou les peroxydes organiques
gréce a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). 1l peut aussi réduire les
radicaux forméspar l'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux deperoxydation
lipidique.Le rapport glutathionréduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé
comme un marqueur du stressoxydant car plus le flux d'H.O> est important, plus le glutathion
réduitest consommé et leglutathion oxydé augmenté [119,120].

B. Ubiquinones et cytochrome c :

Il a été décrit précédemment que les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire,jouaient un
rélefondamental dans la production de ROS. Inversement, il a pu étre defini quela forme
"ubiquinol" agissait comme antioxydant [121].L’ubiquinol protége les membranes de la
peroxydationlipidique par une diminution de la formation et dela propagation de radicaux
peroxyls. L’ubiquinone est également impliquée dans larégénération de la vitamine E ce qui
amplifie son réle protecteur contre les ROS [119].Le cytochrome ¢ présent dans I'espace inter
membranaire a un réle de détoxification en captant I'électron libre d’O,"produit au niveau de
la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il ceédecetélectron au complexe IV formant du cytochrome
c oxyde et de I'H.O [122].

1.5.2.2.2. Antioxydants exogene :
A.Vitamine E:

La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les
radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique [123].
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Figure 22 : Structure chimique de vitamine E (alpha —tocophérol) [124].

B.Vitamine C:

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ; elle
peut capter directement 1’02"" et I’OH’".Elle peut aussi réduire le radicalo-tocophérol et ainsi
permettre une meilleure efficacité de la vitamine E [119].
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Figure 23 :Structure chimique de vitamine C [124].
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Figure 24 : Meécanismes de protection des antioxydantsnon enzymatiques ( vitamines C et E ,
glutathion ) par I’acide alpha lipoique [125].

1.5.2.2.3. Antioxydants d'origine végétale:
A .Les polyphénols:

Les polyphénols sont, avec les caroténoides et les vitamines C et E, des réducteurs.
llsreprésentent les «antioxydants» les plus abondants de 1’alimentation, protégeant les cellules
et les tissus de I’organisme contre le stressoxydatif et les pathologies qui en dérivent, dont les
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cancers [126].Les maladies cardiovasculaires et inflammatoires [127].Les polyphénols
comprennent une multitude de structureschimiques, a partir de moléculessimples comme les
acides phénoliques, aux composéshautement polymérises, telsque lestannins condenses. La
famille la plus abondante de polyphénols présents dans I'alimentation humaine, est les
flavonoides [128].

B.Les flavonoides:

Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus prooxydants,
particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique. De plus, ils ont une activité
chélatrice des métaux tels que cuivre et fer, qui, a 1’état libre, peuvent étre a I’origine de la
production de radicaux libres par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss [129].

2. Les plantes médicinales

*Introduction :

Le systeme de médecine traditionnelle basé sur l'utilisation de remedes a base de plantes joue
toujours un réle important dans le systeme de soins de santé. Au cours des dernieres
décennies, les plantes medicinales ont gagné en acceptation en raison de la perception que ces
plantes, en tant que produits naturels, ont moins d'effets secondaires et une efficacité
améliorée que leurs homologues synthétiques [130 , 131]. Actuellement, environ 80 % des
habitants de la planéete comptent sur les médecines traditionnelles comme une forme majeure
de leurs soins de santé primaires [132]. Pharmaco-logiquement, diverses plantes médicinales
possedent des activités bactéricides, virucides, fongicides ; elles sont utilisées dans
I'embaumement, dans la conservation des aliments, et ont des activités anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, spasmolytiques, sédatives, analgesiques et anesthésiques locales. De
nombreuses especes végétales ont été signalées comme ayant des activités pharmacologiques
attribuables a leurs phytoconstituants tels que les glycosides, les saponines, les flavonoides,
les stéroides, les tanins, les alcaloides, les terpénes et, par conséquent. A ce jour, les plantes
médicinales se sont révélées étre une source essentielle de découverte de nouvelles molécules
pharmaceutiques utilisées pour traiter des maladies graves. Ces composés phytochimiques
identifiés ont été considérés comme un composé remarquablement précurseur dans la
recherche de nouveaux médicaments efficaces [133,134].

*Et dans ce travail, nous avons choisi deux plantes, a savoir le clou de girofle et le romarin,
afin d'étudier leur effet protecteur sur le foie contre la toxicité de 1’éthanol.

2.1. Syzygium Aromaticum : (SyzA)
2.1.1. Definition

SyzA, également connu sous le nom de clou de girofle, est un bouton floral séché appartenant
a la famille des Myrtacées, indigéne des Tles Moluques en Indonésie, mais qui a récemment
été cultivé dans différents endroits du monde [135 , 136]. Le giroflier est composé de feuilles
et de bourgeons (la partie commerciale de I'arbre) et la production de bourgeons floraux
commence quatre ans apres la plantation. Ensuite, ils sont récoltés soit a la main, soit a l'aide
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d'une phytohormone naturelle au stade de préfloraison [135]. Plusieurs rapports ont
documenté les activités antibactériennes, antivirales, anticancérigenes et antifongiques de
certaines herbes aromatiques, notamment la cannelle, l'origan, le clou de girofle, le thym et la
menthe. Cependant, Syz Aa gagné beaucoup d'attention parmi d'autres épices en raison de ses
puissantes activités antimicrobiennes et antioxydantes [137]. Le role efficace du de girofle
dans l'inhibition de différentes maladies dégénératives est attribué a la présence de divers
constituants chimiques en concentrations élevées avec une activité antioxydante [138 , 139].

Figure 25 : Buttons de Syz A. Figure 26:Arbre deSyz A [ 140 ].

2.1.2. Utilisation traditionnel :

*11 est intéressant de noter qu'ils sont utilisés commercialement a de nombreuses fins
médicinales et dans l'industrie du parfum, et Syz Aest considéré comme l'une des épices qui
peuvent étre potentiellement utilisées comme conservateurs dans de nombreux aliments, en
particulier dans la transformation de la viande, pour remplacer les conservateurs chimiques en
raison de leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes [135 , 141].

*L'huile essentielle de clou de girofle (CEO) est traditionnellement utilisée dans le traitement
des brdlures et des plaies, et comme analgésique dans les soins dentaires ainsi que dans le
traitement des infections dentaires et des maux de dents. En outre, son utilisation a été
documentée dans diverses applications industrielles et est largement utilisée dans les parfums,
les savons et comme véhicule nettoyant dans les travaux histologiques [142].

* Les Syz Asont utilisés dans la médecine traditionnelle indienne et chinoise comme agent
réchauffant et stimulant [136]. Traditionnellement, les Syz Asont utilisés depuis des siécles
dans le traitement des vomissements ; des flatulences ; des nausées ; des troubles du foie, des
intestins et de I'estomac ; et comme stimulant pour les nerfs. En Asie tropicale, lesSyz A ont
été documentés pour soulager différents micro-organismes tels que la gale, le choléra, le
paludisme et la tuberculose. Francais De plus, en Amerique, le Syz Aa été traditionnellement
utilisé pour inhiber les agents pathogenes d'origine alimentaire afin de traiter les virus, les
vers, le candida et différentes infections bactériennes et protozoaires [143]. De plus, I'eugénol
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a été largement utilisé en dentisterie car il peut pénétrer le tissu pulpaire dentaire et entrer
dans la circulation sanguine [144]. Les sesquiterpénes, isolés duSyz A, auraient une activité
anticancéreuse [145].

2.1.3. Classification Botanique :

Régne Plantae
Sous-regne Trachéobionta
Embranchement Phanérogames
Sous. Embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone
Sous. Classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium
Espece Aromaticum

Tableau02: Classification de Syz A [146].

2.1.4. Constituants chimiques:

*Francais Pharmacologiquement, le Syz Aa été documenté comme la principale source de
molécules phénoliques comme les acides hydroxybenzoiques, les flavonoides, les propens
d'hidroxiphényle, les acides hydroxycinamiques et l'eugénol (C 10 H 12 O 2 ) qui est la
principale molécule bioactive et les dérivés de I'acide gallique comme les tanins hydrolisables
que I'on trouve en grande quantité dans la plante fraiche ( Tableau 3) [135, 136, 147].

*De plus, le Syz A contient des flavonoides, a savoir la quercétine et le kaempférol, et des
acides phénoliques comme les acides férulique, caféique, ellagique et salicylique [135]Les
boutons floraux de clou de girofle contiennent jusqu'a 18 % d'huile essentielle composée
d'eugénol, d'acétate d'eugénol et de B-cariofilene [ 148].

*CEO est incolore ou jaune pale avec une saveur et un goQt distincts de SyzA. Francais Les
différences dans la teneur et la composition du CEO dépendent principalement de plusieurs
facteurs tels que les prétraitements, la variété, les conditions agro-écologiques et les procédés
d'extraction [149].

*Notamment, Gilgin [150] a rapporté l'efficacité antioxydante in vitro de l'eugénol et a
discuté de la relation entre la structure et I'activité. Ils ont montré que I'eugénol permet le don
de l'atome d'hydrogéne et fixe ensuite le radical phénoxil, ce qui entraine la formation de
molécules stables qui n'établissent ni n'augmentent I'oxydation. De plus, le composé eugénol
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possede une agréable liaison de chaine carbonée avec le cycle aromatique qui peut étre
impliquée dans la stabilisation du radical phénoxil par résonance. L'analyse par
chromatographie en phase gazeuse-spectroscopie de masse (GC-MS) a démontre l'existence
de 36 composants dans le CEO qui a été isolé par hydrodistillation, notamment I'eugénol, le
B-caryophylléne, l'acétate d'eugényle, I'nexanoate d'éthyle, la 2-heptanone, 1'a-humuléne, le
calacoréne, I'numulénol et le calamen-éne [151 , 152 , 153].

Famille de constituants Détail des constituants

Tanins (12%) Tanins galiques et ellagiques, acide gallique,
acide protacatechique, eugénine,
casuarictine,

1,3-di-O-galloyl-4,6-(S)-
hexahydroxydiphénoyl-béta-D-
glucopyranose, tellimagrandine

Flavonoides (0,4%) Quercétine,kaempférol,rhamnétine,
eugenitine

Chromones Biflorine, isobiflorine, glycosides chromone

Corps gras Stérols, glycosides stéroliques, huile grasse
(10%)

Autres Acides phénols, triterpénes

Tableau03 :Les principaux constituants chimiques du SyzA [154].
2.1.5. Activités biologiques:
A. Propriétés biologiques/biochimiques de Syz A:

Francais Han et Parker ont révélé les activités antivirales, antimicrobiennes, antifongiques,
anticancéreuses, antioxydantes et anti-inflammatoires du CEO et de son principal constituant
actif, l'eugénol, et ils ont révélé que le CEO influencait la biologie du cancer et le contréle du
cycle cellulaire. Les probléemes de résistance aux agents pathogénes, ainsi que les résidus
toxiques de la plupart des médicaments antimicrobiens disponibles dans le commerce,
affaiblissent gravement leurs approches curatives et protectrices efficaces [155, 156 , 157].
Par conséquent, il est clair que le développement de nouvelles options de traitement
antimicrobien efficaces est essentiel pour améliorer le traitement et le contr6le des maladies.
Le Syz A est un remede a base de plantes bien connu et important en raison de sa large
efficacité pharmacologique [158]. De plus, Shukri et al ont révélé que les Syz A alimentaires
in vivo réduisaient les dommages tissulaires dans le foie, le cristallin et les muscles cardiaques
chez les rats[159]. Pharmacologiquement,le CEO est utilisée dans une large gamme comme
antiseptique dans les maladies buccodentaires et pour le traitement des maux de dents, des
troubles allergiques, de I'asthme, de l'acné, des cicatrices et de la polyarthrite rhumatoide, et
elle a montré des effets antispasmodiques et acaricides contre Dermatophagoides
pteronyssinus et Dermatophagoides farina [160 , 161].
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B. Efficacité dans les maladies:

Francais Plusieurs méthodes in vitro comme le radical 1, 1-diphényl-2-picryl hydroxyle
(DPPH), le b-caroténe-linoléate, le thiocyanate ferrique et le radical hydroxyle ont révélé que
l'activité antioxydante du carvi et du Syz A est cohérente avec le conservateur alimentaire
synthétique, I'hydroxytoluéne butylé (BHT) [162].

De plus, Giilgin et al. ont mesuré le piégeage du radical DPPH de CEOpar rapport a certains
agents antioxydants artificiels, a savoir l'alpha-tocophérol, le BHT, le Trolox et
I'nydroxyanisolebutylé, et ils ont démontré que l'activité antioxydante de CEO diminuait
comme suit : CEO> BHT > alfa-tocophérol >hydroxyanisolebutylé>Trolox [163] .Francais
Diverses méthodes in vitro, notamment le DPPH, la capacité d'absorption des radicaux
oxygénés, le pouvoir antioxydant réducteur ferrique, la 2-déoxiguanosine, la 2, 2'-azino-bis
(acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) et la xanthine oxydase, ont été utilisées
pour examiner l'activité antioxydante de I'extrait aqueux de SyzA. lls ont documenté que la
puissante efficacité antioxydante de I'extrait aqueux de Syz A peut étre due a sa forte capacité
de don dhydrogene, de piégeage du peroxyde d'hydrogene, des radicaux libres et du
superoxyde et a sa capacité de chélation des métaux [164]. Il est intéressant de noter que
d'autres composés phytochimiques isolés d'extraits de Syz A, notamment la sanguinarine et les
alcaloides benzophénanthridine, ont été documentés pour la protection contre les lésions
hépatiques [165].

2.2. Rosmarinus Officinalis L(Ros O) :
2.2.1.Définition :

Ros Oest une plante médicinale appartenant a la famille des Lamiacées et communément
appelée romarin [166]. Outre ses usages culinaires dus a son aréme caractéristique, cette
plante est également largement utilisée par les populations indigénes, ou elle pousse a I'état
sauvage [167].Les extraits de Ros O sont utilisés comme antioxydant naturel, améliorant la
durée de conservation des aliments périssables [168]. En fait, 'UE a approuvé l'extrait de Ros
O (E392) comme antioxydant naturel sir et efficace pour la conservation des aliments [169].

Figure27 : Feuilles et fleurs de Rosmarinus officinalis(Ros O)[ 170].
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2.2.2.0rigine du nom

Le Ros O est un arbrisseau qui doit son nom au latin ros, rosée et marinus, marin. En effet,
d'apres la légende, le Ros O est une plante que l'on retrouvera seulement dans les régions ou
s'étend la rosée venant de la mer, au petit jour. Dans d'autres régions, on le surnomme "la
Rose de mer" en latin Rosa marina qui a donné son nom au genre [171].

2.2.3. Utilisation traditionnel :

Francais En médecine traditionnelle, les feuilles de Ros O. sont utilisées en raison de leurs
activités antibactériennes [172], carminatives et comme analgésiques dans les muscles et les
articulations [173]. De plus, les huiles essentielles de Ros O et les extraits obtenus a partir des
fleurs et des feuilles sont utilisés pour traiter les plaies mineures, les éruptions cutanées, les
maux de téte, la dyspepsie, les problemes de circulation, mais aussi comme expectorant,
diurétique et antispasmodique dans les coliques néphrétiques [174,175].

2.2.4. classification scientifique :

Classification scientifigue

Royvaume Plantes
Sous-royauime Tracheobionte
Super division Spermatophyvyvtes
Division Magnoliophvyvtes
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asterides
Comimande ILamiales
Famille ILamiacees
Genre Rosrricaririues 1.
Especes officirtcilis

Nomenclature Rosrrcarirntues officirntcalis

binomiale ..

Tableau 04 :Classification scientifique de Ros O [173].

C

Figure 28: Les feuilles de Ros O [176].

2.2.5. Les Activités de Ros O:

Le Ros O a été largement utilisé non seulement en cuisine, notamment pour modifier et
rehausser les saveurs, mais aussi en médecine traditionnelle, étant une plante médicinale tres
appréciée pour prévenir et guérir les rhumes, les rhumatismes, les douleurs musculaires et
articulaires [177 , 178].ités de Ros O.
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2.2.5.1. Les activités biologiques des composés de Ros O:

C'est aujourd'hui l'une des sources les plus populaires de composés bioactifs naturels, et en
fait, cette plante exerce diverses activités pharmacologiques telles qu'antibactérienne [172],
antidiabétique, anti-inflammatoire,antitumorale et antioxydante [179].Les activités
biologiques de Ros O. ont été attribuées a deux groupes de composés : une fraction volatile et
des composés phénoliques . Ce dernier groupe contient principalement une fraction de
flavonoides, de l'acide rosmarinique et quelques composés diterpéniques structurellement
dérivés de l'acide carnosique, du carnosol et du rosmanol [180].

2.2.5.2. Activité antitumorale :

La composition de lalimentation humaine peut influencer le risque de cancer, et ses
composants peuvent exercer des influences positives ou négatives [181]. La chimioprévention
est le contrdle pharmacologique a long terme du risque de cancer. A ce sujet, plusieurs plantes
et leurs composés ont été étudiés pour leur potentiel antitumoral [182].Comme décrit
précédemment, le Ros O est connu pour exercer une activité antioxydante, inhibant ainsi la
génotoxicité et protégeant des agents cancérigénes ou toxiques [183].Les polyphénols sont
des composes capables de moduler la croissance et la différenciation cellulaires et ainsi
d'interférer avec le développement et la progression tumorale [184].

2.2.5.3. Activité anti-infectieuse :

La plupart des plantes produisent des métabolites secondaires antimicrobiens, soit au cours de
leur croissance et de leur développement normaux, soit en réponse a un stress ou a une attaque
pathogene. L'utilisation d'huiles essentielles représente une nouvelle fagcon de réduire la
prolifération des micro-organismes [185].Ros O, est largement utilisé aujourd’hui comme
conservateur alimentaire et connu pour sa puissante activité antibactérienne [186].

2.2.5.4. Activité antioxydante

Les antioxydants naturels d'origine végétale prennent une importance croissante, non
seulement dans le domaine nutritionnel (conservation et stabilité des aliments), mais aussi en
médecine préventive [187]. La famille des Lamiacées a été au cceur des recherches sur les
composés antioxydants en raison de sa forte teneur en polyphénols [188]. De méme, les
feuilles de Ros O sont couramment utilisées comme condiment pour aromatiser les aliments et
comme source de composes antioxydants utilisés en conservation des aliments [189].

Les espéces réactives de I'oxygeéne, notamment le peroxyde d'hydrogeéne et les radicaux libres,
tels que I'anion superoxyde (O 2™) et le radical hydroxyle (HO °), sont inévitablement produits
dans les organismes vivants a la suite de processus métaboliques ou de sources externes [188].
L'exposition continue aux radicaux libres dans les systemes biologiques peut provoquer des
dommages fonctionnels et structurels, le vieillissement et la mort cellulaire [190].

Francais Plusieurs études in vitro ont été examinées concernant l'activité antioxydante des
principaux composés isolés du Ros O, a savoir le carnosol, l'acide carnosique, le rosmanol,
I'acide rosmarinique, l'acide oléanolique et l'acide ursolique. En utilisant la méthode du 2,2-
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diphényl-1-picrylhydrazyl, ces composés bioactifs et I'nuile essentielle ont été validés pour
leur activité antioxydante [191 ,192].

Concernant les études in vivo , seules trois études différentes ont été identifiées jusqu'en 2014
pour la validation des résultats expérimentaux in vitro , utilisant I'huile essentielle et l'acide
carnosique. Ces études, réalisées sur des rats Wistar, ont évalué les activités de la catalase, de
la glutathion peroxydase, de la superoxyde dismutase et de I'oxyde nitrique synthase, ainsi
que la peroxydation lipidique et les ROS, dans les tissus cérébraux et cardiaques apres
supplémentation alimentaire en huile essentielle de Ros O. Cela a entrainé une diminution du
stress oxydatif, car le Ros O alimentaire a le potentiel d'éliminer les radicaux libres, d'inhiber
la peroxydation lipidique et d'améliorer le statut antioxydant des tissus du rat [193,188 , 194].
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Matériels et méthodes

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériel végétal

L’objet de cette étude c’est I’effet préventif de deux familles différentes :Ros O(romarin) ainsi
que Syz A(clou de girofle). Au cours de I’expérience, on utilisera les feuilles de Ros Oet les
boutons floraux de Syz A. Les plantes ont été récoltées a Ain Beida en janvier 2025. Avant
I’extraction, les feuilles de Ros O ont été séparees de leurs tiges et les boutons de Syz A triés,
puis tous les échantillons ont été pesés sans étre lavés.

1.1.2. Extraction

Le matériel végétal est écrasé de manicre grossiére a 1’aide d’un moulin électrique afin
d’obtenir une poudre.

1.1.2.1. Préparation des extraits hydro-alcooliques (méthanoliques)

L’extraction des composés méthanoliques a partir de chaque plante a été effectuée selon la
méthode décrite par Falleh et al. (2008) [195], avec quelques ajustements mineurs. Ce travail
vise principalement I’obtention de métabolites secondaires, en particulier des composés
phénoliques. Pour cela, des extraits hydro-alcooliques ont été préparés par macération de 100
g de poudre de Syz A dans 600 ml et de Ros O dans 800 ml d’un mélange méthanol/eau
(70:30, V/V), durant trois jours, a température ambiante et a 1’abri de la lumiére.

Apres cette période, les mélanges ont été filtrés a I’aide de papier filtre Wattman pour
récupérer les premiers extraits. Les résidus solides ont ensuite été soumis a deux nouvelles
extractions successives avec des volumes frais du méme mélange hydro-alcoolique afin
d’optimiser le rendement. L’ensemble des filtrats obtenus a ensuite été concentré par
évaporation du solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif a 40 °C. Enfin, les extraits secs ont été
conservés a 4 °C jusqu’a leur utilisation.

*La poudre végétale de Syzygium aromaticum (100g)

*La poudre végeétale de Rosmarinus officinalis (1509 )

\Z

[ *Macération dans le méthanol /eau (70/30) pendant 72h (3fois) ]
Evaporation au rotavapor

{ *Filration }
et séchage a I’étuve a

40°C Filrat Résidu
y

Figure 29: Protocole de I’extraction hydro-alcoolique [195].
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1.1.2.2. Fractionnement de I’extrait brut

Une fois récuperée, la phase aqueuse résiduelle est soumise a une extraction liquide-liquide

avec du 1-butanol.

La phases organiques obtenues avec le 1-butanol sont ensuite concentrées a 1’aide d’un
évaporateur rotatif, puis séchées dans une étuve a 40 °C avant d’étre pesées pour déterminer le

@ait brut obtenu de la macératicD

rendement.

Extraction par 1-butanol

3fois

| —

[ Phase aqueuse ]

Eau distillé

v

Phase aqueuse

V

[ Phase organique ]

Evaporation et
séchage a 40°c

[Fraction butanolique \‘

Figure 30 :Protocole de fractionnement [195].

1.1.3. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par Falleh et al.:

R (%) = 100 Mext/Méch.

Ou : R est le rendement en %.
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Mext : est la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg .
Méch :est la masse séche de I’échantillon végétal en mg [195].

1.2. Matériel animal

1.2.1.Les animaux

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé 25 rats méales adultes de souche Albinos
Wistar, dont le poids variait entre 125 et 200 g, élevés au sein de ’animalerie de 1’Université
des Fréres Mentouri de Constantine 1. Les animaux ont été hébergés dans des cages garnies
de copeaux de bois, a raison de 5 rats par lot, avec un accés libre a 1’eau et a la nourriture. Ont
été acclimatés pendant une semaine avant leur utilisation expérimentale.

1.2.2. Traitement des animaux :

L’ensemble des rats (5 témoins et 20 traités) ont été divisé en Cinque lots.

Lot 1 Témoins | Lot 2 toxique Lot3 VitE Lot4 d’extrait Lot5d’extrait
Syz A Ros O
Les rats sont Les rats sont Les rats sont Les rats sont Les rats sont
gaves gaves gaves gaves chague gaves chaque
quotidiennement | quotidiennement | quotidiennement | jour une dose de | jour une dose de
avec de I’eau L’eau une dose de 200 | 200 mg/kg 200 mg/kg
physiologique physiologique mg/kg de d'extrait d'extrait
pendant une par gavage vitamine E par | butanolique de | butanolique
durée de 10 pendant une gavage pendant | Syz Apar gavage | deRos O par
jours. durée de 10 une période de pendant une gavage pendant
jours. 10 jours. période de 10 une période de
jours. 10 jours.

Tableau 05: Traitement des animaux.

Observation : « Au soir du dixiéme jour , tous les lots sont gavés une dose unique de 5g/kg
d’éthanol pur , sauf le lot 1Témoins ».

1.2.3. Prélevement sanguin

Le sang a été prélevé sur des rats a jeun par ponction de la veine sinusoidale oculaire. Il a été
immeédiatement recueilli dans des tubes contenant de 1’héparine afin de dosée les parametres
biochimiques
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Figure 31 : Prélevement sanguin au niveau de la veine sinusoidale oculaire .

1.2.4. Sacrifice des animaux, récupération du foie et préparation de la fraction
cytosolique et de I’homogénat des tissus hépatique

Aprés 10 jours de traitement, les rats sont sacrifiés par une translocation cervicale afin de
récupérer le foie puis perfusées avec une solution saline froide (0,9 %) afin d’¢liminer le sang
résiduel dans les tissus. Elles sont ensuite fractionnées en trois parties :

A -Préparation des fractions hépatiques :

(Nous pesons 1 g de foie et nous le plagons dans une solution du \
KCL KCI (1,15%).Ensuite,nous procédons a Puis I’homogénéisation.
1.15% j Nous effectuons une centrifugation a 3000 tours par minute

pendant 10 minutes, et le surnageant obtenu est placé dans des
tubesEppendorf.pour le dosage du MDA.

g J

B- Préparation de la fraction cytosolique :Le tissu hépatique a été bien lavé avec le NaCl
(0,9%) et coupé en petits morceaux.

/Nous pesons 1 gramme de foie et le placons dans un tube coniqh
contenant 10 ml de solution tampon (pH=7,6)contenant du Tris (1,519)

et de 'EDTA(0,007g). Nous homogénéisons, puis nous effectuons une
centrifugation & 1000 tours pendant 15 minutes. Ensuite, nous

Tris + ETDA récupérons le surnageant et le plagons dans un tube conique, puis nous
|:> effectuons une centrifugation a 8000 tours pendant 45 minutes. Le
(pH =7.6) dernier surnageant ( fraction cytosolique )obtenu est transféré dans un

tube Eppendorf. pour le dosage des enzymes de stress oxydatif
(CAT,SOD).

\_

44
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C- préparation des coupes pour I’étude histologique :

On découpe le foie en petits morceaux, puis on les place dans un tube
sec contenant de formol 10%.

Formol 10%
1.3. Réactifs

L'Acide Thiobarbiturique (TBA), le Tris etl’EDTA, le KH2PO4, le K2HPO4,le
Trichloroaceticacid (TCA),le peroxyded’hydrogéne(H202) et le KCI .

1.4. Appareils

Equipement classique de laboratoire
2. Methodes

2.1. Méthodes de dosage des parametres biochimique du sang :

Le dosage des parameétres biochimiques est réalisé selon le laboratoire spinreact au niveau
Laboratoire central biochimique de I’hdpital universitaire Constantine par les maniéres
suivantes :

2.1.1. L’alanine amino transférase (ALT):
PRINCIPE :

ALT initialement appelée transaminase glutamique pyruvique (GPT) catalyse le transfert
réversible d’un groupe aminique d’alanine vers ’alpha -cétoglutarateet formation de
glutamate et de pyruvate.Le pyruvate produit est réduit en lactate en présence de LDH et

NADH.

Alanine +a -Cétoglutarate AL | TGlutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* LDHL actate + NAD"
———)

La vitesse de réduction de la concentration en NADH, déterminée photométriqguement, est
proportionnelle a la concentration catalytique d’ALT dans 1’échantillon.

2.1.2. L’aspartate amino transférase (AST) :
PRINCIPE :

AST initialement appelée transaminase glutamate oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert
réversibled’un groupe aminique de 1’aspartate versl’alpha-cétoglutarate et formation de
glutamate et d’oxalacétate. L.’oxalacétate produit est réduit en malate en présence de MDH et
NADH.

Aspartate+a -Cétoglutarate AST l Glutamate + Oxalacétate
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Oxalacétate + NADH + H* MDH Malate + NAD™"
——

La vitesse de réduction de la concentration en NADH déterminée photométriquement, est
proportionnelle a la concentration catalytique d’AST dans I’échantillon.

2.1.3. Phosphatas Alcaline (PAL) :
PRINCIPE :
PAL catalyse I'hydrolyse du p-nitrophénylphosphate (pNPP) a un pH de 10,4 en libérant du
p-nitrophénol et du phosphate.

-Nitrophénylphosphate +AMP PAL -Nitrophénol + Phosphat
p-Nitrophénylphosphate p-Nitrophéno osphate

La vitesse de formation du p-nitrophénol, déterminée photométriqguement, est proportionnelle
a la concentration catalytique du pal dans I'échantillon testé.

2.1.4. Triglycérides (TG) :
PRINCIPE :

TG incubés avec de la lipoprotéinlipase (LPL) liberent du glycérol et des acides gras libres.Le
glycérol est phosphorilasé par du glycérophosphate déshydrogénase (GPO)et de I’ATP en
présence de glycérolkinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P)et de
’adénosine-5-di phosphate (ADP). Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone
phosphate (DAP) eten peroxyde d’hydrogéne (H202) par le GPO.Au final, le peroxyde

d’hydrogéne (H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4- AF) et du p -chlorophénol,

réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une couleur rouge.

Triglycérides + H.0O LPL Glycérol + Acides gras libres
Glycérol + ATP Glycérolkinase G3P+ ADP

G3P + O2 GPO l DAP + Hx0O>

H202 + 4-AF + p-Chlorophénol POD Quinone + H20

L’intensité de la couleur déterminer photométriquemon est proportionnel a la concentration de
TG dans I'échantillon testé.
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2.1.5. Lipoprotéines de basse densité(LDL) :

PRINCIPE :

Détermination directe du niveau d’LDL sérique sans avoir besoin d'étapes de prétraitement ou
de centrifugation. Le test se déroule en deux étapes

—1°Elimination of lipoprotein no-LDL

Cholesterol esters CHE » Cholesterol + Fatty acids
Cholesterol + O, CHOD 4-Cholestenone + H 0,
2.0, Ceemes , Sudst,
~2°Measurement of LDLc
Cholesterol esters i) Cholesterol + Fatty acids
CHOD

Cholesterol + 0, 4-Cholestenone + H,O2

2H,0,+TODS + 4-AA —F22 _, quinonimine + 4H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du LDL présent dans
1’échantillon testé.

2.1.6.Lipoprotéines de haute densité(HDL):
PRINCIPE :

Les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et faible densité (LDL) du sérum ou plasma se
précipitent avec le phosphotungstate en présence d’ions magnésium.Apres leur
centrifugation,le surnageant contient les HDL. La fraction de cholestérol HDL est déterminée
employant le réactif de I’enzyme cholestérol total.

2.1.7. Cholestérol-T :
PRINCIPE :

Le cholestérol présent dans 1’échantillon donne lieu a un composé coloré, suivant la réaction
suivante:

Cholestérol ester + H,0 _CHE . Cholestérol + Acides gras

CHOD

Cholestérol + O2 4-Cholesténone + H202

2 H,0, +Phénol + 4-Aminophénazone - Quinonimine + 4H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol présent
dans I’échantillon testé.
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2.2. Méthodes de dosage des parametres du stress oxydant :
2.2.1. Dosage du malondialdéhyde (MDA) dans une fraction cytosolique de foie :
-principe :

La mesure du MDA a I’aide du TBA selon la méthode d’Okhawa et al . (1979) [196] permet
la quantification de la péroxydation lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress
oxydant. En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100 °C) une molécule de MDA est condensee
avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose
(MDA-TBA adduct mesurable a 530 nm) extractible par les solvants organiques comme le
butanol selon la réaction suivante:

SYN OH HO___N__SH
= )

0
o o i g
)l\)l\+2 /g——*—-——b Na AN 4 2H0
H 07 NS

OH OH

MDA TBA MDA-TBA Adduct

-Méthode de dosage :A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) de foie nous
avons additionné 0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 25% et 1 ml d’acide thiobarbiturique
(TBA)0.67%. Le mélange est chauffé a 100°c pendant 45 minutes, refroidi puis additionné de
4 ml de n-butanol.

Aprés centrifugation de 10 minutes a 3000 tours/min, la densité optique est déterminée sur le
surnagean tau spectrophotomeétre a 532 nm. La quantit¢ du MDA dans 1’échantillon est
exprimée en nmol/gramme de tissu (foie).

Figure 32 : Tube contenant le milieu réactif pour le dosage du MDA aprés 1’incubation
pendant 45min .
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2.2.2. Dosage de la catalase (CAT) :

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
espéces réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde
d’hydrogéne (H202) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984) [197] La
réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :

2 H0Oo ‘ 2H20 + O2

L’activité de la CAT est mesurée a 240 nm Chaque minute dans un intervalle de temps de 2
minutes a I’aide d’un spectrophotométre UV/visible par la variation de la densité optique

consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne(H205).

2.2.3. Dosage de ’activité enzymatique de Peroxyde Dusmitase (SOD) :

-PRINCIPE :

La réalisation de dosage de SOD se fait selon la méthode de Marklund et al (1974) [198] .
- MODE OPERATOIRE :

Dans un premier temps, prélever un volume de la fraction cytosolique, puis ajouter
successivement le Tris-Hcl suivi du pyrogallol. Ensuite, lecture de la densité optique a 420
nm aprés 1 minute d’incubation , chaque minute pendant 3 minutes.

3.Etude histologique

L’étude histologique s’effectue dans les laboratoires d’anatomie pathologique de I’hopital
Centre hospitalo _universitaire Dr Benbadis en suivant les étapes suivantes :

> Fixation :

Cette étape est essentielle pour préserver la morphologie des cellules, et doit étre entamée
sans délai apres le prélevement. Elle consiste a immerger les échantillons recueillis dans une
solution fixatrice appelée formol, pendant une durée de 48 a 72 heures.

> Déshydratation :

Cette ¢tape se fait a I’aide d’un automate de déshydratation appelé technicum, composé de 12
cuves. Les cassettes contenant les tissus fixés sont introduites dans I’appareil via un flacon,
puis elles passent successivement d’une cuve a 1’autre : 3 cuves d’alcool, 6 cuves de xyléne et
3 cuves de paraffine, sur une durée de 16 a 20 heures. L’objectif de cette procédure est de
remplacer I’eau contenue dans les tissus par de la paraffine, qui est miscible avec I’eau, afin
d’obtenir un échantillon bien déshydraté et correctement rincé. La paraffine permet
¢galementd’assouplir les tissus pour faciliter leur coupe.
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Figure 33 : Automate de déshydratation .
» Inclusion :

Cette étape consiste a durcir I’échantillon en I’incluant dans un milieu de paraffine afin de
faciliter la découpe. L’inclusion se réalise a 1’aide d’un appareil spécial comportant deux
chambres : une chaude et une froide (Fig 34). L’échantillon est retiré des cassettes a 1’aide
d’une pince, puis placé dans un moule métallique rempli de paraffine (Fig 34). Ensuite, les
blocs sont mis au congélateur a -54°C pour renforcer leur solidité et faciliter leur découpage .

Paraffine
chaude

Figure 34 : Appareil spécial de I’inclusion .

Figure 35:Les blocs
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» Coupe histologique:

Cette étape consiste a obtenir de fines tranches de tissu, appelées coupes, d’une épaisseur de
quelques microns. Ces coupes sont réalisées a 1’aide d’un microtome , puis déposées sur des
lames de verre portant le méme numéro que le bloc correspondant. Les lames sont ensuite
posées sur des plaques chauffantes afin de faciliter 1’étalement de 1’échantillon . Par la suite,
elles sont placées dans un porte-lames, puis mises dans une étuve a 56°C.La coupe représente
une phase essentielle dans la préparation des lames, car elle conditionne la qualité de
I’observation microscopique de I’échantillon.

*Une fois les lames préparées, elles peuvent étre utilisées pour diverses analyses, notamment
:I'observation au microscope.

» Lacoloration :est effectuée a I’aide de la technique a I’hématoxyline éosine (HE). Elle
a pour but de renforcer les contrastes afin de mieux identifier et distinguer les différents
composants du matériel biologique.

L’échantillon subit une déparaffinisation suivie d’une réhydratation, ce qui facilite la
pénétration des colorants polaires dans les tissus. Une fois la coloration terminée, la lame est
rincée puis déshydratée avant d’étre montée.

Figure 36:L’étape de coloration .

» Le montage :

Consiste a placer les coupes entre une lame et une lamelle a I’aide d’un produit adhésif,
généralement une résine. A 1’issue de cette étape, les lames sont prétes soit pour une
observation au microscope optique, soit pour un stockage pouvant aller jusqu’a cinq ans.

» Observation microscopique
4. Analyse statistique :

Cette analyse est réalisée grace a un logiciel IBM SPSS version 22,(tukey).Chaque valeur
représente la Moy + Ecartype, n=5 rats. La comparaison des moyennes Entre les 5 groupes
des rats est effectuée par le test ANOVA.Afin de classer et comparé les moyennes deux a
deux.les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 *P.
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Résultats :
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Figure 37 : La variation de I’activité de la catalase CAT.
A : comparativement au groupe témoin . B : comparativement au groupe traité par 1’éthanol .
C : comparativement au groupe traité par la vit E.

*11 existe une similarité dans les niveaux de la catalase entre le groupe témoin, le groupe traité
par 1’éthanol, et le groupe traité par le vit E. L’administration de ’extrait Syz A (200mg/Kg) a
permis une augmentation trés hautement significative de I’activité de catalase par rapport au
groupe toxique. ce résultat confirme la réactivation de la catalase par des principes actifs
présents dans 1’extrait Syz A.
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Figure 38: La concentration du SOD.

*L’administration de la vitamine E a une dose de 200 mg/kg chez les rats du groupe vit E
montre une augmentation significative du taux de SOD par rapport a celui enregistré chez les
rats du groupe témoins et les rats du groupe toxiques.

Le groupe traité par I’extrait Ros O présente des niveaux de SOD proches de ceux observés
dans le groupe vit E.
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Figure 39 :La concentrationdu MDA.

*La production excessive de radicaux libres dans les cellules entraine une élévation du taux
de malondialdéhyde (MDA), un marqueur clé résultant de la peroxydation des acides gras
polyinsaturés.
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Les rats ayant recu une administration d’éthanol (5 g/kg) ont présenté une toxicité¢ hépatique
marquée, accompagnée d’une peroxydation lipidique, comme en témoigne une augmentation
significative du MDA.

Des résultats similaires ont été constatés dans les groupes ayant regu respectivement 1’extrait
de Ros Oou la vit E en comparaison au groupe toxique.

Ces données confirment I’effet protecteur des extraits Syz A et Ros O, capables d’inhiber
efficacement la peroxydation lipidique induite par I’exces de radicaux libres.
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Figure 40 : La concentration sérique de L’AST .
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Figure 41 :La concentration sérique de L’ALT .
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Figure 42 :La concentration sérique du PAL .

*Concernant les enzymes sériques indicatrices de la fonction hépatique, I’administration
d’éthanol (5 g/kg) chez les rats a entrainé une élévation trés hautement significative des
activités des enzymes ALT , AST et PAL par rapport au groupe témoin (Fig 47).

Cependant, le prétraitement avec les extraits SyzA et Ros O a permis d’atténuer cette ¢lévation
en réduisant notablement les niveaux de ces deux enzymes par rapport au groupe recevant
uniquement 1’éthanol.



Résultats et Discussion

Une baisse significative des activitées ALT , AST et PAL a été observée chez les groupes
traités avec les extraits Syz A et Ros O par rapport au groupe toxique , ainsi que chez le
groupe vit E en comparaison avec le groupe toxique.

Ces résultats biochimiques suggerent donc que les extraits testés, tout comme la vit E, ont
exercé un effet protecteur contre I’hépatotoxicité induite par 1’éthanol.
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Figure 43:La concentration sérique du L’albumine .

*Les rats traités avec la vit E présentent une diminution significative marquée par rapport aux
groupes toxique et témoain.
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Figure 44: La concentration sérique du cholestérol.
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*Le groupe traité par 1’éthanol montre une augmentation du taux de cholestérol par rapport au
groupe témoin, tandis que les groupes traités avec ’extrait Syz A et ’extrait Ros O présentent
des taux de cholestérol proches de ceux observés dans le groupe traité avec la vit E.
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Figure45: La concentration sérique du LDL.

Le groupe traité par I’éthanol montre une diminution du taux de LDL par rapport au groupe
témoin, tandis que le groupe traité par ’extrait Syz A affiche des taux de LDL proches de
ceux observés dans le groupe traité par la vit E.
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Figure 46: La concentration sérique du HDL dans le plasma des rats.
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*Le groupe traité par 1’éthanol montre une augmentation du taux de HDL par rapport au
groupe témoin, tandis que les groupes traités par 1’extrait SyzA et I’extrait Ros O présente des
taux de HDL proches de ceux observés dans le groupe traité par la vit E.
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Figure47 :Les coupes histologique du tissu hépatique des groupes :( A ,B,C,D,E,F).
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H :clarification des hépatocytes a la limite normale. N : Nécrose. S :les sinusoides
VC : veine centrale. Nt :Neutrophile .
L : Iésion cellulaire. DS :dilatation du vaisseau sanguin.

*coupe histologique du tissu hépatique des groupes :

A : groupe témoin ( G10x20). D : groupe vit E ( G10x20).
B : groupe toxique ( G10x20). E : groupe d’extrait Syz A( G10x20).
C : groupe toxique ( G10x40). F : groupe d’extrait Ros O( G10x20).

*La coupe histologique du groupe témoin montre une architecture hépatique normale. Les
hépatocytes sont disposes en cordons radiants autour de la veine centrale. Les sinusoides
hépatiques apparaissent bien organisés et réguliers. Aucun signe de dégénérescence cellulaire,
d'infiltration inflammatoire, ni de stéatose n’est observeé. La triade portale (composée d'une
artériole hépatique, d'une veinule porte et d'un canal biliaire) est également identifiable et
préserve son intégrité morphologique (A).

*La coupe histologique du foie des rats traité par éthanol montre une désorganisation de
I’architecture hépatique. Les hépatocytes présentent une dégénérescence vacuolaire
marquée.Certains noyaux sont pycnotiques ou en voie de nécrose. On observe également une
congestion des sinusoides, des microhémorragies et un infiltrat inflammatoire autour des
espaces portes (C). Ces altérations refletent une atteinte hépatique sévére induite par I’éthanol

(B).

*La structure histologique du foie des rats traité par vit E est bien conservée, similaire a celle
du groupe témoin. Les hépatocytes sont bien organisés, a cytoplasme homogéne et noyaux
intacts. Il n’y a pas de signes notables de stéatose, de nécrose ou d’inflammation Ces
observations suggérent un effet hépatoprotecteur élevé de la vit E, comparable a la situation
physiologique normale (D).

*La coupe histologique du foie des rats traité par I'extrait de Syz A montre une amélioration
significative par rapport au groupe éthanol. L’architecture hépatique est globalement
préservée avec des cordons d’hépatocytes bien organisé€s autour de la veine centrale. Le
cytoplasme des hépatocytes est homogeéne, avec une vacuolisation minimale.

une congestion sinusoidale 1égere. L’infiltrat inflammatoire est modéré et limité
principalement aux espaces portes.

Ces observations suggerent un effet hépatoprotecteur modéré de 1’extrait de Syz A contre les
Iésions induites par 1’éthanol ( E).

*La coupe histologique du foie des rats traités par I’extrait de Ros O révele une architecture
hépatique presque intacte. Les hépatocytes sont bien organisés, avec un cytoplasme homogene
et des noyaux normaux. Aucune stéatose ni nécrose n’est observée. La congestion sinusoidale
est minime et I’infiltrat inflammatoire est quasi absent.
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Ces résultats traduisent un effet hépatoprotecteur remarquable de I’extrait de Ros O, supérieur
a celui observé chez le groupe traité par I’extrait de Syz A (F).
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Discussion :

Dans le cadre de notre étude, nous avons mis en place un modéle expérimental in vivo de
toxicité hépatique en utilisant des rats de souche AlbinoWistar, auxquels de 1’éthanol a été
administré par voie orale. Ce modéle est largement utilisé dans les recherches toxicologiques,
car I’éthanol est reconnu pour son effet hépatotoxique. Le foie, étant ’organe principal du
métabolisme de 1’éthanol, subit directement les effets déléteres de ce composé, entrainant des

lésions cellulaires et tissulaires. L’évaluation de cette atteinte hépatique a été réalisée a travers
le dosage des enzymes hépatiques sériques telles que ’ALT, I’AST et le PAL, qui sont des
marqueurs sensibles de dommages hépatocytaires. Cette approche nous a permis d’examiner
I’impact de I’é¢thanol sur I’intégrité hépatique et d’évaluer, dans les étapes ultérieures, les
effets protecteurs éventuels des extraits testés.

Ces lésions hépatiques peuvent étre expliquées par les mécanismes biochimiques impliqués
dans le métabolisme de 1’éthanol. En effet, celui-ci est principalement métabolisé dans le foie
par deux enzymes majeures : ADH et le cytochrome P450 2E1 (CYP2EL). Ce processus
conduit a la formation d’acétaldéhyde, un composé hautement toxique et réactif, ainsi qu’a la
production des ROS. Ces ROS sont responsables d’un stress oxydatif important qui altére les
membranes cellulaires, les protéines et I’ADN, causant ainsi des dommages cellulaires
significatifs.

Ce stress oxydatif joue également un rdle central dans 1’activation des voies inflammatoires,
entrainant le recrutement de cellules immunitaires, notamment les neutrophiles, dans le tissu
hépatique. Cette réponse inflammatoire, lorsqu’elle devient chronique, peut évoluer vers des
pathologies hépatiques graves telles que le stéatose hépatique alcoolique, I’hépatite
alcoolique, le fibrose et, dans les cas les plus avancés, le cirrhose. Par ailleurs, des zones de
nécrose hépatocellulaire peuvent apparaitre en cas de dommages séveres, traduisant une
destruction irréversible des hépatocyte.

L'administration d'éthanol a tres hautement significativement (p < 0,001) augmenté les taux
d'enzymes intracellulaires sériques tels que AST, ALT, PALpar rapport au groupe
témoin[199]a contribué a I'accumulation de ces enzymes dans le plasma [200].

tandis que l'administration des extraits Syz A et Ros O a diminué tres hautement significatif
(p < 0,001) ces taux. L'inversion des taux élevés d'enzymes intracellulaires sériques par
I'extrait de Syz A et Ros O aprés administration d'éthanol peut étre attribuée a la capacité
stabilisatrice de la membrane cellulaire a prévenir les fuites d'enzymes. De plus, il a été
rapporté que l'inversion des taux élevés de transaminases a des valeurs proches de la normale
prédit la restauration des hépatocytes et la régénération du parenchyme hépatique [199].

De plus, les enzymes antioxydants et les taux de peroxydation lipidique peuvent étre utilisés
pour prédire la gravité des lésions hépatiques induites par I'éthanol. Les enzymes antioxydants
telles que le SOD, la CAT agissent de maniére dépendante sur les voies métaboliques
impliquant les radicaux libres. Par conséquent, la diminution des taux de SOD, et CAT dans
le foie suggere des effets toxiques de I'éthanol sur les fonctions hépatiques, mais
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I'administration des extraits Syz A et Ros O peut empécher I'efficacité de I'éthanol sur les
cellules hepatiques, bloquant ainsi la diminution des taux d'antioxydants [201,202].

Par conséquent, I’augmentation des niveaux d’activité des enzymes antioxydants (SOD, CAT)
aprés I’administration d’extraits de Syz A et Ros O pourrait contribuer a I’atténuation des
effets du stress oxydatif.

Cependant, c’est ce que nous avons observé dans notre étude, ou les résultats ont montré que
le traitement par I’éthanol entrainait une augmentation du stress oxydatif ainsi qu’une
diminution de I’activité des enzymes antioxydantes. Cela correspond également aux résultats
de 1’étude histologique du foie, qui a révélé une altération étendue des cellules, un faible
nombre de cellules viables, ainsi que la présence de larges zones nécrosees (Fig 47).

En revanche, le traitement par les extraits Syz A et Ros O induit une augmentation
significative de I’activité des enzymes SOD et CAT, ce qui indique que ces extraits possedent
une capacité efficace a renforcer les défenses antioxydantes du foie.

L’observation des coupes histologiques des groupes traités par ces extraits montre des noyaux
situés au centre des cellules, traduisant leur fonctionnalité, avec une légére congestion
(Fig47), suggérant ainsi les propriétés non toxiques de ces plantes médicinales.

Par conséquent, nous pouvons affirmer que I’augmentation de 1’activité de ces enzymes joue
un role essentiel dans I’atténuation des dommages causés par le stress oxydatif induit par
I’éthanol, ce qui est en parfait accord avec les résultats et observations rapportés
précédemment dans la littérature scientifique.

Le MDA est un biomarqueur connu de la peroxydation lipidique et du stress oxydatif. Son
augmentation témoigne des effets toxiques de I'éthanol sur le foie [202]. Cependant, les effets
des extraits Syz A et Ros O sur la réduction de ce taux suggérent son potentiel pour la
restauration des tissus hépatiqgues endommagés apres administration d'éthanol. Par
conséquent, le potentiel antioxydant de Syz A et Ros O améliore les fonctions hépatiques en
stimulant l'activité des enzymes antioxydants. Il peut donc étre recommandé comme agent
thérapeutique chez les grands buveurs d'alcool présentant des lésions hépatiques liées a
I'éthanol. De plus, I'évaluation histologique permet de déterminer la gravité et la toxicité des
Iésions hépatiques induites par l'alcool. Dans le groupe témoin, on a observé une
cytoarchitecture hépatique normale, avec des lobules hépatiques terminaux visibles constitues
de wveinules hépatiques terminales et dhépatocytes avec des espaces sinusoidaux
intermédiaires radialement accentués.

Des améliorations de Il'aspect microscopique du foie ont été observées aprés I’administration
des extraits Syz A et Ros O avec une restauration de I'heptocyte, une légére congestion du
cytoplasme, une absence de nécrose centrolobulaire et une veine centrale presque visible. Les
extraits Syz A et Ros O possédant des composants antioxydants capables de limiter les
dommages causés par la consommation d'alcool, les grands buveurs peuvent consommer cette
plante naturellement disponible en complément aprés avoir bu. Par conséquent, nos résultats
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permettent de déduire que I’extrait Ros O atténue provisoirement les effets de I'éthanol sur le
foie des rats.

Cela indique que les composés contenus dans le Ros O, efficaces, notamment I’acide
rosmarinique, ont contribué a la réduction du taux de ces marqueurs enzymatiques (AST
ALT, PAL) ce qui pourrait étre attribué a son activité antioxydant [203]. C’est ce que nous
avons constaté a travers les résultats obtenus, qui nous ont démontré I’existence d’une
différence hautement significative (p < 0,05).

L'AR réduit les lésions hépatiques induites par la D-galactosamine et les Lipopoly
saccharides(LPS) chez la souris, grace a la capture des molécules de superoxyde [204]. Les
composés polyphénoliques tels que I'AR sont de puissants capteurs de radicaux superoxydes,
hydroxyles, peroxyles et peroxynitrites, ils chélatent les métaux redox actifs et peuvent
protéger les membranes cellulaires contre les attaques oxydatives [205].

D’apres les résultats obtenus, il ressort que l'effet hépatoprotecteur des extraits Syz Aet Ros O
est globalement comparable a celui de la vit E, en ce qui concerne la toxicité hépatique induite
par I'éthanol. Ces extraits semblent atténuer les dommages oxydatifs et préserver la structure
histologique du foie, suggérant ainsi leur potentiel en tant qu'agents naturels protecteurs du
foie contre les effets nocifs de I'éthanol.

L’albumine est la protéine circulante la plus abondante, possede de nombreux
groupementsthiols qui lui permettent, tout comme le GSH, de jouer le rdle de trappe
radicalaire; méme si lavitesse des réactions dans lesquelles elle est impliquee est plus lente,
elle constitue un importantantioxydant plasmatique [206].

L’albuminémie des rats du groupe vit E ont présente une diminution par rapport au groupe
témoin. Il y a aussi une similarité entre ’albuminémie des rats du groupe témoin et le groupe
traité par extrait Ros O. En revanche, on observe une diminution du taux d’albumine chez le
groupe traité a I’éthanol par rapport au groupe témoin.

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, nous avons observé une similarité des valeurs
d’albumine entre le groupe traité avec la vita E et celui traité avec I’extrait Syz A. En
revanche, les valeurs d’albumine du groupe traité avec I’extrait de Ros O sont proches de
celles du groupe témoin. Cela confirme que I’effet protecteur du Ros O contre la toxicité
hépatique induite par 1’éthanol est supérieur a celui du I’extrait Syz A.

Nous avons observé que le taux de cholestérol dans le groupe intoxiqué a I’éthanol est plus
élevé gque celui du groupe témoin.

Ce résultat est en accord avec les travaux de Bessembinders et al.(2011) suggérérent que les
anomalies lipidiques les plus courantes au cours de laconsommation modérée d'alcool sont
connues pour produire une hypercholestérolémie [207].

Les HDL jouent un rble important dans I'élimination du cholestérol des tissus extra-
hépatiques [208].
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L'hépatotoxicité induite par I'éthanol a été établie par I'administration d'une dose d'éthanol .
La toxicité se caractérise par une augmentation marquée des taux sanguins d'ALT, d'AST, de
PAL, de cholestérol, et de LDL, ainsi que par une diminution des taux d'albumine et de HDL.
Par ailleurs, I'administration des extraits Syz A et Ros O a entrainé une diminution trés
hautement significative (P < 0,001) des taux d'AST, d'ALT et de PAL. De plus, les taux de
cholestérol et de LDL ont retrouvé des valeurs proches de la normale, tandis que les taux
d'albumine et de HDL ont été restaurés a des niveaux physiologiques, ce qui témoigne d’un
effet hépatoprotecteur marqué des deux extraits.
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Conclusion

Au terme de notre étude expérimentale, il a été clairement établi que ’administration aigué
d’éthanol induit un stress oxydatif important au niveau hépatique, se traduisant par une
altération des paramétres biochimiques, une perturbation de ’activité enzymatique, ainsi que
par des lésions histopathologiques significatives du foie.

Face a cette hépatotoxicité, les traitements préventifs avec les extraits butanoliques du Syz Aet
duRos O ont montré une amélioration notable des fonctions hépatiques. Ces extraits ont
permis de réguler les niveaux des enzymes hépatiques (ALT, AST, PAL), du cholestérol total,
du LDL et de la LDH, de rétablir 1’équilibre du statut antioxydant (SOD, CAT, MDA) et de
réduire les dommages tissulaires observés au niveau histologique. Ces effets protecteurs sont
rendus possibles grace aux molécules bioactives présentes dans ces deux plantes, qui exercent
un effet préventif contre les altérations hépatiques.

Ces effets hepatoprotecteurs peuvent étre attribues a la richesse des deux plantes en composés
phénoliques et flavonoides, reconnus pour leurs puissantes proprietés antioxydantes et anti-
inflammatoires. Ainsi, nos résultats soutiennent le potentiel préventifde ces extraits naturels
dans la prévention des affections hépatiques induites par le stress oxydatif.

Il serait pertinent, dans le cadre de recherches futures, de caractériser et d’identifier
précisément les composés bioactifs responsables de ces effets, et d’¢largir 1’étude a d’autres
modeles d’hépatotoxicité afin de valoriser davantage I’'usage médicinal traditionnel SyzA et
Ros O.
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L'effet protecteur des plantes médicinales (Rosmarinus officinalis ,Syzygium
aromaticum ) vis a vis I'hépatotoxicité induite par I'€thanol chez les rats
(albinowistar ).

Mémoire pour I’obtention du dipldme de Master en toxicologie

Résumé

Le foie, organe clé du métabolisme, assure la détoxification de nombreuses substances, dont
I’éthanol.

L’alcool est metabolisé principalement en acétaldéhyde puis en acétate, via des enzymes
hépatiques.

A une sur dosage d’éthanol entraine une accumulation d’acétaldéhyde toxique et une production
excessive de radicaux libres, provoquant un stress oxydatif hepatique. Ce stress oxydatif endommage
les cellules du foie par la peroxydation lipidique, 1’altération des protéines et de I’ADN, contribuant

a des lésions cellulaires.

Certains antioxydants d’origine végétale, montrent un effet protecteur contre ce stress oxydatif.
C’est ce que nous avons prouvé dans I’étude que nous avons menée par utilisation del’extrait
Butanolique de Syz Aet de Ros O, c’est a travers la régulation De I’activité enzymatique
(AST,ALTPAL ) et le bilan lipidique (CHOL-T, HDL, LDL) sériques ont été dosees. et I’évaluation de
(MDA, CAT, SOD) et I’étude histologique.

Grace a la richesse de L’extrait Syz A en eugénol, qui posséde des propriétés antioxydants,
antimicrobiennes et anticancéreuses et 1’extrait Ros O, grace a ces composés phénoliques tels que
I’acide rosmarinique et le carnosol, posséde des activités antioxydantes, anti-inflammatoires.

En conclu que les deux extraits utilisé elles a un effet protecteur contre la toxicité hépatique induite
par I’éthanol.

Mots-clés :Foie ,Hépatotoxicité ,stress oxydant ,Radicaux libre, Antioxydant ,Extraits des plantes
Médicinales,Ethanol , Syz A, Ros O.
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