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Introduction

Dans des conditions normales, ’organisme produit en permanence des molécules
hautement réactives, bénéfiques pour I’homéostasie cellulaire a de faibles doses, il s’agit des
Especes réactives oxygénées (ERO). La surproduction de ces derniéres provoquent des effets
déléteres sur les macromolécules notamment les lipides, et plus particulierement les acides
gras polyinsaturés qui sont facilement oxydables. Ceci conduit & une réaction en chaine de

peroxydation lipidique.

Ce phénomeéne oxydatif peut étre responsable de nombreuses altérations tant structurales,
que fonctionnels, participant & Il'apparition de nombreuses pathologies comme
l'athérosclérose, les maladies neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires et d’autres.

(Koechlin-Ramonatxo, 2006 )

Une supplémentation aux antioxydants enzymatiques par la vitamine C et E, a été
proposée comme un traitement complémentaire réduisant la propagation de la peroxydation
lipidique au cours d’un stress oxydant. Ainsi, plusieurs métabolites secondaires dont les
composés phénoliques, isolés a partir de plantes ont montré une activité antioxydant et une

capacité de prévenir I’oxydation des lipides (Hannebelle ez al., 2004).

C’est dans cette optique, que les feuilles d’une plante, Fraxinus angustifolia, largement
utilisée en médecine traditionnelle locale, ont été choisies dans cette étude visant, évaluation
in vivo de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de cette plante, I’effet inhibiteur de
peroxydation lipidique induit par Le tétrachlorure de carbone (CCL4). Pour cela deux

parties ont été établies :

% Une synthése bibliographique comportant des généralités sur les radicaux libers, le

stress oxydant, la peroxydation lipidique et les antioxydants.

% Une partie expérimentale qui consiste a extraire les polyphénols a partir des feuilles
de Fraxinus angustifolia, puis a 1’¢tude du pouvoir antioxydant de I’extrait aqueux par
la mesure du taux du malonyldialdéhyde (MDA), produit final de la peroxydation
lipidique.

]
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I. Les radicaux libres
1.1. Définition

Un radical libre est une espéce chimique (molécule ou atome), qui posséde un ou plusieurs
¢lectrons non appari€ (s) sur leur couche externe (Berger, 2006 ; Valko et al, 2007). Cette
structure électronique déséquilibrée leur confeére une grande réactivité sur les structures
cellulaires (Aurousseau, 2002). IIs apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une
liaison covalente, pendant laquelle chaque atome conserve son €lectron, soit au cours d’une
réaction redox avec perte ou gain d’électrons a partir d’un composé non radicalaire (Keechlin-
Ramonatsco, 2006). L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent

appelé especes réactives de 1’oxygene (ERO) (Favier, 2003).
1.2. Classification

Les radicaux libres et leurs dérivés ont été classés suivant 1’élément qui porte 1’électron
célibataire. Ces especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) représentent la plus importante classe

d’espéce radicalaire générée dans les organismes vivants (Tableau N° I) (Valko et al., 2007).
1.3. Les sources

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de sources tant endogeénes

qu’exogenes (Figure N°01).

1.3.1. Sources exogénes

Les radicaux libres peuvent étre produits en exces a cause des agents externes
environnementaux comme la fumée de cigarette, le tabac, I’exposition aux rayons UV et les

radiations ionisantes (Kirkham et al., 2006).

Ainsi que les métaux de transition comme le fer et le cuivre .Par ailleurs d’autres
toxiques comme le chrome, le vanadium peuvent facilement céder un électron par les
réactions d'oxydoréduction et générer ainsi les radicaux hydroxyles a partir de H,O, (Valko et

al., 2006).

1.3.2. Sources endogénes
A D’état physiologique, il existe lors du transport électronique le long de la chaine

respiratoire, une fuite d’¢électrons au niveau du complexe I et III, a 1’origine de la production

)
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des radicaux libres (Keechlin-Ramonatsco, 2006). Par ailleurs, les cellules phagocytaire sont

une source importante de production des produits des ERO (Favier, 2003).

Tableau I : Les radicaux libres avec leurs réactions

Espéces Symbole La réaction Commentaire
réactives chimiques
L’'02 est une forme
excitée d’oxygene
02) Myéloperoxydase moléculaire, il  est
Oxygéne ClIO + H,0,——M 102 +CI' + souvent assimilé a un
Singulet H,O radical libre en raison
de sa forte réactivité
(Milan, 2004).
Le radical superoxyde
Cytochrome . 02" est peu réactif,
Anion (02%) 0:+1¢ > 02 mais  représente  un
superoxyde NADPH oxydase précurseur  d’especes
NADPH + O, — NADP'+ .
0 + 02" agressives
(Gutteridge, 1990).
Le radical hydroxyle est
H202. +Fe_ OH+ OH +Fe""" trés réactif et hautement
. (rection de fenton).
Radical (OH) . . toxique, il est considéré
mron e I({ﬁgc:igfdemwg::).Jr O +0; le plus dangereux des
ERO (Valko et al,
2007).
0,+0,” 2H"— H,0, + 0, | Le peroxyde
Peroxyde (H20,) d’hydrogene est
d’hydrogéne Glucose Oxydase produit, en  grande
(eau Or+2¢ +2H" > H:0; partiec, lors de Ia
oxygéné) neutralisation du radical

superoxyde en présence
de (SOD) (Afonso et
al.., 2007).
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Le peroxynitrite, est trés
oxydant et forme de
nouvelles especes

o+ o_ _ . .
NO +0; " — > ONOO actives, dont certaines

Peroxynitrite (ONOO)
sont radicalaires
(*OHet*NO2),a la base
de nitrations et
d’hydroxylations(Deby-

Dupont et al., 2002).

Le radical peroxyde est

trés réactif, formé par

R + 0, ROO
Radical ROO’ addition d’02 sur les

v

peroxyle radicaux libres carbonés
issu de la peroxydation
lipidique  (Gutteridge,
1995 ; Lee et al, 2004).

Le radical alcoxyle est
Complexe (Fe?/ Fe™?) .
2ROOH — RO +ROO+

RO H,0 des peroxydes

Le radical
alcoxyle

issu de la dégradation

organiques en présence
du complexe (Fe™/Fe™)
(Gutteridge,

1995).

D’autres sources enzymatiques, cytosoliques ou présentes au sein de différents organites
cellulaires, peuvent également jouer un rdéle dans la modulation de la signalisation
intracellulaire, xanthine oxydase, enzymes de la voie de I’acide arachidonique, enzyme de
réticulum endoplasmique lisse (cytochromes P450) et peroxysomes (Beaudeux et al.,, 2006)

(Figure N 01).

)
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POLLUTIONS (pesticides, tabac, alcool...) XENOBIOTIQUES (adriamycine...)
DYSNUTRITION (subcarences) U.V., RADIATIONS IONISANTES, RAYONS X

mitochondria

B
BES -2 RADICAUX
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protéine

Anth ocyanes tEnératv.}[g_::ms acu:et;sgrag
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RS o hann Vitamine E

' "“ bl .ah"'
\./ *hl QI

péroxydanon lipidigue
en chaine

R-caroténe

Figure N° 01 : les sources endogénes et exogeénes des radicaux libres (Afonso, 2007).
1.4. Effet bénéfique des radicaux libres

Bien que les radicaux libres sont susceptible d’engendrer un nombre considérable de
dommages oxydatifs, elle restent indispensables a la vie car elle jouent un role important
dans le contrdle de différents processus cellulaires physiologiques (la croissance, la
migration, la sénescence, 1’apoptose), en intervenant comme seconds messagers (
Bonnefont et al., 2002 ). IIs sont capables d’induire des modifications fonctionnelles de
multiples protéines impliquées dans 1’homéostasie vasculaire, 1’augmentaion de leur
production au niveau vasculaires entraine une activation endothéliale , une reponse
inflamatoire et la proliferation des cellules musculaires lisses ,a l’origine de la lésion

athéroscléreuse (Beaudeux et al., 2006).

De plus ces radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, la défense immunitaire contre les agents pathogénes
(Pincemail et al., 2001 ; Valko et al, 2007 ), la destruction par apoptose des cellules
tumorales, la différentiation cellulaire, la régulation de la dilatation capillaire, au
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire ainsi que la

fécondation de 1'ovule (Favier, 2003).
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L.5. Stress oxydant

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles
pour ’organisme a doses physiologiques. Cette production est parfaitement maitrisée par des
systémes de défense maintenant 1’équilibre de la balance antioxydants /pro-oxydants. Suite a
un déficit en antioxydants ou a une surproduction des ERO, un état de stress oxydant sera

signaler (Favier, 2003).
1.6. Les cibles biologiques des radicaux libres

L’accumulation des EOR a pour conséquence [’apparition de dégats cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les
protéines, les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Helliwell et al., 2004; Valko et al,
2006) (Figure N°02).

y T Mn*®
] Hﬁfﬂ-ﬂf e Métaux de transition
n <3 +2
\\/ \:Dismu tation spu-ntanh--,. . (Fe™, Cu™)
I + ctfou enzymatique th.__: dRédu:iﬁun
S H,O — & métaux
ONOO~ 22 0,
I‘U}'glaperax}'dV l 1‘[2[[‘1&-1]' ;
S o - Fe™,Cu’
0" " ROC - ROOR o)
HOCI : : ~{
OH
— T RO’
- . . ~
= Ty =%F , Proteines (dégradation,
ADN (modification | Lipides (peroxydation, fragmentation, peroxydation,
‘ | des bases, cassures) || perte des acides gras) |,. modification, inae tiw;tiun]

Figure N°02 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR (Kohen et
Nyska, 2002).

L’attaque radicalaire inactive le fonctionnement des protéines mais aussi, elle les rend
particulierement vulnérables a I’action des protéinases. Les deux principaux marqueurs
biologiques de I’oxydation des protéines sont les nitrotyrosines et les composés carbonylés
résultants de I’oxydation des acides aminés par les radicaux oxygéné libres ((Kohen et Nyska,

2002).
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Ces derniers peuvent aussi provoquer des lésions au niveau des acides nucléiques
susceptibles d’entrainer des mutations ou d’altérer I’expression des genes. Certaines attaquent
les bases, d’autres induisant des cassures dans les brins d’ADN. L’un des marqueurs d’une
attaque oxydative des acides nucléiques est la présence de 8-hydroxy-guanine (8-OH-G) (Ré,
2005). Comme ils provoquent une fragmentation des polyméres des glucides comme

l'acide hyaluronique qui maintient la viscosité élevée du liquide synovial (Pasquier, 1995).
1.7.La peroxydation lipidique

Les lipides sont des molécules énergétiques mais aussi des molécules signales et font
partie intégrante des membranes cellulaires. Parmi les lipides membranaires, les
phospholipides sont les plus abondants, qui sont riches en acides gras polyinsaturés (Genot,
2010) .Ces dernies sont la cible privilégiée des ERO en raison de leur richesse en doubles

liaisons qui sont particulierement susceptibles a 1’attaque radicalaire (Pasquier, 1995).
1.7.1.Définition

La peroxydation lipidique est définie comme étant la détérioration oxydative des
(AGPI), tels que les acides linoléique et arachidonique qui sont facilement oxydables
conduisant a la formation d’hydroperoxydes instables. Cela engendre la désorganisation
compléte de la membrane en altérant ses fonctionnements d’échange et d’information par

modification de sa fluidité et sa perméabilité (Ré et al., 2005).
1.7.2. Les facteurs inducteurs de la peroxydation lipidiques

Les facteurs qui provoquent 1’oxydation des lipides sont nombreux, il s’agit des facteurs
endogenes, caractérisant la nature ou la qualité du corps gras (le nombre et la position des
instaurations) et des facteurs exogenes tels que la présence d’ions métalliques, des systemes

enzymatiques, les ERO, la lumicre, le PH et la température (Genot et al., 2010).

1.7.3. Mécanisme généraux de ’oxydation des lipides

L’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction du

milieu et des agents initiateurs :

)
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1.7.3.1. Voie enzymatique

Le phénomeéne d’oxydation des acides gras insaturés peut étre d’origine enzymatique. Les
deux enzymes principalement impliquées dans ce phénoméne sont la lipoxygénase et la

cyclooxygénase (Gutteridge, 1995).

e La lipoxygénase catalyse l’insertion d’une molécule d’oxygeéne sur un acide gras
insaturé selon une réaction stéréospécifique et aboutit a la formation
d’hydroperoxydes. Elle agit spécifiquement sur les acides gras non estérifiés.

Son activité est souvent couplée avec celle des lipases et phospholipase (Pokorny et
al., 2001).

e La cyclooxygénase est I’autre enzyme impliquée dans la péroxydation des lipides,

c’est une lipoxygénase qui incorpore deux molécules d’oxygene au niveau d’un acide

gras pour former des hydroperoxydes spécifiques (Gutteridge, 1995) (Figure 03).

Lipoxygénase
O,

\

Acides gras insaturés libres = hydroperoxydes ___ hydroxy acide gras

Lipase /Phospholipases Meétaux de transition
Phospholipides Radicaux libres
Triglycérides Auto-oxydation

Figure N° 03 : Mécanisme d’initiation de la peroxydation des lipides par I’activité lipoxygénasique

(Eymard, 2003).
1.7.3.2. I’autoxydation

La caractéristique de I’autoxydation des AGPI par I’oxygéne & I’état fondamental (*02)
est d’étre une réaction en chaine radicalaire qui se déroule en trois étapes (Cillard et al.,

2006 ; Antolvich et al., 2001 ).

a) Phase d’initiation :

<
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C’est une phase trés lente, en présence de fer (initiateur), elle débute par ’attaque d’un
radical libre (radicaux hydroxyles, peroxyles, oxygéne singulet...), entrainant 1’abstraction
d’un atome d’hydrogeéne du groupement (CH,) d’un acide gras polyinsaturé (RH) qui aboutit
a la formation d’un radical centré sur I’atome de carbone (R°) (réaction 1) . Ce dernier
stabilisé par un réarrangement électronique conduisant a la formation de deux diénes
conjugués, signe de la présence d’un stress oxydant. (Armelle, 2004 ; Bonnefont et al.,

2002 ; Cillard et al., 2006).

RH » H°+R° (1)

Unité cis, cis-1,4

pentadigne

R

Lipide

2

.H  4—— Radicauxlibres

AAF\ Radical alkyle
| i R

Figure N° 04 : Initiation de la peroxydation lipidique (Cillard et al., 2006).

Dans les conditions d’aérobioses, le radical libre (R°) se combine avec 1’oxygene pour

donner un radical peroxyle (ROO’) (Bonnefont et al ., 2002) .
b) Phase de propagation

Le radical peroxyl ROO’ est capable & son tour d’arracher un atome d’hydrogéne d’un
autre acide gras polyinsaturé en donnant un hydroxyde (ROOH) et un nouveau radical (R")
(Réaction 2). Ce dernier réagit avec 1’0, pour former un autre radical peroxyle (ROO)
(réaction 3), capable de transformer un autre acide gras polyinsaturé en radical lipidique pour
former un hydroperoxydes lipidique( ROOH), créant ainsi une réaction en chaine de la
peroxydation, En présence de métaux, (Fer, cuivre) les hydroperoxydes ( ROOH) forment les
radicaux alkoxyles (RO") et hydroxyles (°OH) (Bonnfont et al., 2002 ; Armelle, 2004 ;
Ré et al., 2005 ).
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ROO° + RH ROOH + R° (2)

—

R°+0, —»ROO° A3)

L'+ 02 —» LOO*
LOO" + L H = LDDH+Ii.,'

oo o0

A~

Radical peroxyle

Isomeéres de position
a double liaison conjuguée
20OH HOO

12
/=\12—\/=\ 1W LOOH

Ac. linolénique : 4 isomeres de position 9, 12, 13, 16 hydroperoxydes
+ Stéréoisomeéres cis,trans,cis et trans, cis, cis

Figure N° 05 : Propagation de la chaine de peroxydation lipidique (Cillard et Cillard, 2006).

¢) Terminaison

Au cours de cette phase, y’aura stabilisation des radicaux libres. Le radical (R) réagit
avec un autre radical libre (ROO") ou (R°), ce qui permet la neutralisation des radicaux libres
lipidiques en s’associant entre eux pour donner des produits non radicalaires (réaction 4, 5, 6)

(Cillard et Cillard, 2006 ; Laguerre et al., 2007).
ROO°+ ROO°® — “4)

R° + R° — = Produits non radicalaires (5)

ROO° + R°® _— (6)
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La terminaison peut également avoir lieu en faisant intervenir des molécules
antioxydantes qui jouent le réle de piégeur de radicaux interrompant ainsi la réaction en

chaine tel que la vitamine E (Ré et al., 2005 ; Laguerre et al., 2007 ).

d) Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de production d’hydroperoxydes en présence
d’oxygene, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs (Armelle et al., 2004). Grace a la
présence nécessaire d’un agent photosensiblisate (pigments type chlorophylle, certains
colorants, certaines vitamines), 1’oxygeéne moléculaire est activé, passant de son état

fondamental dit « triplet » a un état excité dit « singulet » (Cillard et Cillard, 2006).

Les photosensibilisateurs interviennent dans 1’oxydation des lipides selon deux types de

mécanismes (Frankel, 1998).

e Les photosensibilisateurs de type I, ils agissent comme les radicaux libres initiateurs
telle que la riboflavine. Dans leur état triplet, elles arrachent un atome d’hydrogéne ou
un électron aux molécules lipidiques pour former un radical capable de réagir avec

I’oxygene (réaction 7).
Sens’+RH ——— SensH + R° (7

e Les photosensibilisateurs de type II, telle que la chlorophylle et I’érythrosine,
réagissent dans leur état excité (Sens®) avec I’oxygene triplet (réaction 8) auquel elles

transférent leur énergie pour donner de ’oxygéne singulet ('O, ).
Sens’ +°0, ———  ('0,) + Sens (8)

L’oxygéne singulet ainsi form¢ est trés ¢lectrophile et peut réagir directement sur un acide

gras insatur¢ (RH) formant ainsi un hydroperoxyde ROOH (réaction 9).

'0,+RH ——» ROOH 9)
Par la suite, interviennent les réactions radicalaires en chaine de ’auto-oxydation. Les
hydroperoxydes ainsi formés sont différents de ceux formés par auto-oxydation

(Frankel,1998)

&
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Linoleic acid

" 'O, 'O, se fixe
OOH directerment sur
A RN B Amﬂ les doubles
l. 0, H 9-00H (30%) iaisons sans
+ + intermédiaire

OOH HOO radicalaire
AN s A 8

10-00H (20%)
9-00H (50%) 5

OOH
HG?\?:%F\/ N e e
12-00H (20%)

-+

13-00H (50%) HGW\/

13-00H (30%)

Figure N° 6 : Autoxydation de 1’acide linoléique par I’oxygéne singulet et I’oxygéne triplet (Cillard
et Cillard , 2006).

1.7.4. Les produits de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique fournit une grande variét¢ de produits. En effet, la
décomposition des produits primaires d'oxydation est un mécanisme complexe dans
lequel un hydroperoxyde simple peut produire plusieurs types de molécules volatiles
(des hydrocarbures, des aldéhydes, des alcools et des cétones) ou non-volatiles
(triacylglycérols oxydés et leurs polymeres) selon le type de scission des doubles
liaisons dans la chaine d'acide gras (Laguerre et al, 2007). D'autres composés
secondaires sont également formés, y compris 1’isoprostane ou 4-hydroxynonénal ou HNE
et le malonadialdéhyde (MDA). Ces derniers sont appelés aussi produits terminaux stables,
qui peuvent étre mesurés dans le plasma et dans les urines en tant que marqueurs du stress

oxydant (Canakgi et al., 2005 ; Ann, 2008).
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HO 4
AN A GO0
arachidonate +
[e=lela]]
radical arschidonyle
L ]
— SO0

g
radical diene conjugus

+ 02
®oo *
AN AT T

radical
peroxyle

réaction en
“heaine
radicalaire

PSS COOH

4+ arachidonate

aendopercxyde

H,C—CH,,

ethamne

- L=l ]
M/\j\/tl=v=\/\/°°°“ AANAA AT
/+ Fer \ \

oWo HO H
MDA

hydraperaxyde

-, __-C
o ~cm, A/TWU
H, H

Hydroxynonemnal izoprostanes

Produits terminaux

Figure N °7: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des

produits terminaux formés (Favier, 2003).

e Les malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est un produit de décomposition oxydative de lipides insaturés, comme produit
secondaire du métabolisme de 1’acide arachidonique. L’excés de MDA produit dans un tissu
peut se combiner aux groupements amines libres des protéines (essentiellement les résidus

lysines) (Ann, 2008 ).
e Isoprostanes

Isoprostanes sont des biomarqueurs du stress oxydant, des eicosanoides cycliques formés
d’une maniére non enzymatique in vivo , lors de la peroxydation lipidique d’acides gras

polyinsaturés ( AGPI) libres ou estérifiés dans les phospholipides membranaires (Ann, 2008).

1.7.5. Conséquences de la peroxydation lipidiques

Les conséquences de la peroxydation lipidique sont trés nombreuses, en effet, les

hydroperoxydes instables en se décomposant donnent de nouveaux radicaux libres provoquant

13
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des oxydations des biomolécules, mais aussi des aldéhydes réactifs qui établissent des adduits

sur les groupements NH; des biomolécules tels que les protéines.

Cela par oxydation de leurs fonctions thiols altérant ainsi leurs structures et leurs
fonctions (perte d’activités des enzymes et des récepteurs). Aussi, toutes les structures de la
cellule seront touchées et particuliérement les membranes (plasmiques, mitochondriale,
lysosomale). A cet effet, de nombreuses pathologies sont engendrées par la peroxydation des
lipides notamment les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), le diabéte, le

cancer, les maladies inflammatoires, et le vieillissement... (Cillard et Cillard, 2006).

Radicaux libres

|

Membranes

/\ Cwydation des gpts 5H des

Peroxydation des AGPI protéines de transport et

l ces enzymes et adduits
nouveaux RL >

avec les aldéhydes
(L 1O, 1OO")
aldéhydes

Altération des fonctions membranaires

L

hModification de la Perte d' activité de la cytochrome
perméabilité ionigue cxydase et de la glucose-6-P
¢ gF tﬂ 2+ ‘
T activation synthése
\ | protéases ATP »

DOMMAGES CELLULAIRES

Figure N°08 : Conséquences cellulaires de la peroxydation lipidique (Cillard et Cillard, 2006).
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II. Matériel et méthodes

II.1. Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur une plante largement utilisée en médecine traditionnelle

locale dont le nom scientifique est : Fraxinus angustifolia.

II.1.1. Description

Fraxinus angostifilia est un arbre de hauteur moyenne de 15 m a 25 m avec une
couronne ovoide un peu irréguliere, del0 m a 15 m de largeur. Ses Feuilles sont caduques,
opposées et imparipennées, de 12 cm a 25 cm de long, a 9 ou 13 folioles et de coloration
d’automne pourpre violacé ou bordeaux. Ils vivent environ 200 ans (Kandamir, 1997)

(Figure N 18). La systématique de la plante est mentionnée dans le tableau suivant :

Tableau IV : Systématique de Fraxinus angustifolia (Bernard, 1997 ; Kostova et Iossifova,
2007).

Nom scientifique Fraxinus angustifolia
Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylidones
Ordre Oléale
Famille Oléacéae
Genre Fraxinus
Espece Fraxinus angustifolia
Nom vernaculaire berbere Asléne
Nom vernaculaire arabe Dardar

|
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Figure N°18 : Photographie du matériel végétal de feuilles de Fraxinus angustifolia.
(Originale)

I1.1.2. Composition chimique de Fraxinus angustifolia

Les investigations photochimiques sur les espéces de Fraxinus indiquent
l'occurrence d'un éventail de composés chimiques comprenant des coumarines, des

secoiridoides, des phenylethanoides, des lignans, des flavonoides et des composés

phénoliques simples (Kostova, 2006).

I1.1.3. Propriétés et usage

Fraxinus angustifolia est une plante utilisée localement, en médecine traditionnelle
contre I’arthorsemais aussi comme diurétique et antirhumatismale. Les feuilles les fruits du
fréne sont astringents, laxatifs et fébrifuges, 1’écorce est anti-hémorroidaire. Dans la présente

¢tude, nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité antioxydant in vivo d’un extrait de

feuilles de Fraxinus angustifolia (Raynoaud, 2005).
I1.2. Méthodes
I1.2.1. Préparation de la poudre végétale

I1.2.1.1. Récolte du matériel végétal

Sur la base de I'utilisation traditionnelle locale, la plante Fraxinus angustifolia a été
choisie pour la réalisation de notre ¢tude dont nous avons utilisé¢ uniquement les feuilles. Elles

ont été récoltées et échantillonnés en juin 2011 dans la forét d’Azru n BECHAR a Amizour,
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Wilaya de Bejaia, loin de la pollution afin écarter toute modification dans la composition

chimique de ’espece.
I1.2.1.2. Séchage, broyage et tamisage :

Apres la récolte, le matériel végétal a été séché a la température ambiante a 1'abri de la
lumicre vive, jusqu'a son épuisement en eau. La matiére seche obtenue est réduite a 'aide
d'un broyeur électrique puis le broyat a été tamisé via un série de tamiseurs, permettant
I’obtention d'une poudre fine a particules de granulométrie homogene inferieure a 63 um
(Atmani et al., 2009) (Figure N°19). La poudre des feuilles a été ensuite conservée dans des
bocaux en verre, fermés hermétiquement et stockées a 1’abri de la lumiére jusqu’a son

utilisations.

La finalité¢ de cette étape est ’obtention d’une poudre végétale destinée a une extraction des

composés phytochimiques.
11.2.1.3. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de Fraxinus angustifolia a été
réalisée selon la méthodologie d’extraction décrite par Chiang et ses collaborateurs (1994)
avec quelques modifications (Atmani et al, 2009), Basée sur une extraction sélective a

plusieurs solvants de déférente polarité.

100g de la poudre de feuilles de Fraxinus angustifolia ont été macérées dans I’é¢thanol & 95 %

pendant 24 heures sous agitation et a un rapport de 1g de poudre pour 4ml d’éthanol.

Apres décantation, Le surnageant récupéré (extrait éthanolique) a été versé dans des
cristallisoirs et a été soumit a un séchage a I’air libre et & 1’abri de la lumicre jusqu’a la

stabilisation complete de son poids sec.

La deuxiéme étape de I’extraction est la macération de I’extrait éthanolique, mis a part
une faible quantité retenue pour 1I’étude, dans un mélange d’acétates d’éthyle /eau avec un
rapport volumique de 3 : 1 (V/V). Aprés 24h de macération, la décantation suivante a donné
naissance a deux phases non miscibles (une phase aqueuse et une phase organique d’acétate
d’éthyle). Ces derniéres ont été séparées par la suite et laissées sécher dans les mémes

conditions précédemment citées.

|
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La troisiéme et la dernicre étape de 1’extraction est la macération d’une partie de I’extrait
organique d’acétate d’éthyle dans un mélange chloroforme /eau avec un rapport volumique 3 :
1 (V/V). Apres 24h de macération, suivie d’une décantation, les deux phases résultantes ont
été séparées et laissées sécher jusqu'a stabilisation compléte de leurs poids sec. Le taux
d’extraction de I’extrait éthanolique est calculé a partir de la poudre initiale et pour les autres
extraits, le taux d’extraction est calculé a partir de I’extrait issu de 1’étape précédente selon la

formule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P.Pp) / E] 100

P1 : Poids de I’extrait apres 1’évaporation (g).
PO : Poids initial du cristallisoir ou de la boite de pétri (g).

E : Poids de I’échantillon initial (poudre ou extrait sec de la phase précédent (g).

|
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Poudre végétal 63um

Macération (24 h)
Décantation (24 h)
Séparation des phases
Evaporation

Extrait éthanolique

Chloroforme/eau
(3/1 : v/Iv)

Acétate d’éthyle/eau
(3/1 : v/v)

Séparation des phases
Evaporation

l

Extrait aqueux Extrait d’acétate Extrait aqueux de Extrait de
acétate d’éthyle chloroforme chloroforme

Chloroforme/eau
(3/1 : v/v)

Hexane/eau
(3/1 : v/v)

Séparation des phases

Evaporation
Extrait Extrait aqueux Extrait de Extrait aqueux de
d’hexane d’hexane chloroforme chloroforme

Figure N°19 : Schéma récapitulatif des étapes de la procédure d'extraction (Chiang et al., 1994) in
(Atmani et al., 2009).
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I1.2.2. Expérimentation animale

11.2.2.1. Choix des Animaux

Ce travail a été réalisé sur des souris adultes de variété albinos (Institut de Pasteur,
Alger), dont le poids varie entre 22 et 30 g. Les animaux sont logés dans des cages pendant la
période expérimentale, chaque cage regroupe des souris selon le sexe (pour éviter
I’accouplement) , Elles ont un acces libre a I’eau et a la nourriture standard fourni par
I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) de Bejaia, et sont maintenues dans une
animalerie & température 20-25 C ambiante soumise 4 un cycle de lumiére/obscurité de

12/12h et d’humidité (45-70%).

Figure N°20 : Les souris de variété albinos (originale)

L’¢levage des souris ainsi que les différents tests ont été réalisés au sein de I’animalerie

au niveau de I’université de Bejaia (Faculté des Sciences de Département de Biologie).
I1.2.2.2. Traitement des animaux

Dans notre étude, on a utilis¢ un totale de 20 souris qui sont réparties selon
I’homogénéité de leurs poids en 04 lots de 5 souris chacun. Elles ont été traitées

quotidiennement pendant 07 jours, par voie intragastrique

Figure N°21 : Le gavage inragastrique des souris (originale)
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% lere administration
Groupe 1 (5 souris) Controéle négatif ou témoin sain : Qui regoivent quotidiennement par

gavage gastrique 0, 3ml /g de I’eau physiologique.

Groupe II (5 souris) Controle positif: Ces souris recoivent chaque jour par gavage

gastrique0, 3 ml/g d’eau physiologique

Groupe III (5 souris) standard : Recoivent quotidiennement par voie orale 0, 3 ml de la

vitamine E (o tocophorele) de concentration 50mg/kg.

Groupe IV (5 souris) : Ces souris regoivent chaque jour par gavage gastrique 0,3ml/g de
I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle des feuilles de Fraxinus angustifolia de concentration

50mg/kg.
«» 2eme administration

Aprés 2heur de la premiére administration, les souris de groupe II, III et IV regoivent
zeme

une dosse de 0, 3ml de mélange CCly : paraftine liquide avec un rapport de (1 : 2). Cette

administration a été répétée chaque 72h aprés la 1 administration.

Nous nous sommes assurés avant de commencer le traitement de ’homogénéisation
et le controle des poids entre les souris du méme lot et entre différents lots car il est impératif
d’ajuster les doses de traitement pour les lots, selon le changement du poids afin de maintenir

la méme dose par gramme du poids corporel.
11.2.2.3. Prélévement du sang et sacrifice des animaux

Au bout de 7 jours de traitement, les souris ont été prévies de nourriture pendant toute
une nuit, elle ont été¢ pesées puis anesthésiées. Le sang de chaque souris a été¢ prélevé au
niveau du cou et recueilli dans des tubes contenant sans héparine afin de prévenir la
coagulation puis centrifugé a 3000 tour /min pendant 10min a 4°C. Le plasma obtenu est
conservé a une température de - 20°C jusqu'a son utilisation dans différents test de dosages
notamment le dosage des protéines et le dosage de la bilirubine. Les souris ont été, en suite,
sacrifiées et leurs foies ont été extraits rapidement apres la dissection et découpés en petit

morceaux.

|
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11.2.2.4. Dosage des protéines

Le dosage des protéines contenues dans le plasma de chaque souris a été réalisé par
spectrophotométrie selon la méthode de Bradford (1976) en utilisant une protéine standard

BSA (Bovine Sérum Albumine).
I1.2.2.5. Dosage de la Bilirubine

Le dosage de bilirubine totale du plasma des différentes souris de chaque lot a été effectué
en utilisant un kit commercial. Le changement de 1’absorbance a été suivi par
spectrophotométrie a 555 nm. La concentration de bilirubine totale est exprimée en mg/dl de

plasma.

I1.3.Evaluation in viveo de I’activité antioxydant de ’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de

feuilles de Fraxinus angustifolia.

I1.3.1. La peroxydation lipidique
I1.3.1.1. Le principe de la méthode

La méthode TBARS (substances réactives de I’acide thiobarbiturique) a été proposée il
y’a plus de 40ans, elle est I’'une des méthode les plus utilisée pour la détermination du degré
de la peroxydation lipidique par la mesuré spectrophotométrie de la malondialdéhyde
(MDA) (Antolovich et al., 2001 ; Robards et al., 2002). Ce dernier est 1’un des produits
terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (AGPI) sous I’effet des radicaux
libres libérés au cours du stress. Dans milieu acide (pH: 1 ou 2) et chaud (100°c), une
molécule de MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former
un chromophore de couleur rose qui absorbe a 535nm (Figure N°23) (Antolovich et al.,

2001).

=
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Figure N° 22: Formation du chromogéne par condensation du TBA avec le MDA (Antolovich et al.,
2002).

11.3.1.2. Procédure expérimentale

L’évaluation in vivo de l’inhibition de peroxydation lipidique par 1’extrait aqueux
d’acétate d’éthyle est réalisée selon la méthode développée par Harish et Shivanandappa
(2006) avec quelques modifications. Les petits morceaux du foie de chaque souris ont été
broyés a 1’aide d’un homogénéisateur en verre avec un volume de tampon phosphate glacé
(0,IM, pH=7,2). L’homogénat obtenu a été centrifugé. 1 ml du surnageant, prélevé
délicatement, a €té ajouté a un volume de 2ml de mélange TCA-TBA. Le mélange
réactionnel a été chauffé pendant 15 minutes dans 1’eau bouillante. En suite 1’absorbance a été
mesurée au spectrophotomeétre a 535 nm, ainsi le taux de MDA a été calculé en utilisant le
1

coefficient d’extinction 1,56 x10° M cm’

(Figure N°24).

et exprimé par nmol MDA/mg de protéines
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Figure N°23 : Protocole de la peroxydation lipidique (Harish et Shivanandappa , 2006)




Partie pratique Materiel et méthodes

I1.4. Le poids relatif de foie

Afin de vérifier si la peroxydation lipidique n’a pas causé une inflammation ou une nécrose de
foie, durant la période expérimentale, les souris ont été suivies et pesées avant chaque
administration de la dose de CCly (chaque 72h), Au temps de sacrifice, le foie de toutes les

souris ont été pesées et les poids relatifs ont été calculés selon la formule suivante

Poids relatif = moyenne de poids du foie /moyenne de poids la souris
IL.5. Evaluation statistique
Les résultats ont ét¢ exprimés en tant que moyenne + S.E.M. L’analyse statistique des résultats est

effectuée avec l'application KANOVA» (STATISTICA) et la comparaison des données est

considérée significative a la probabilité P<0,05.

~
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II1. Résultats et discussions
IIL.1. Extraction des composés phénoliques

Les feuilles de Fraxinus angustifolia ont été séchées a une température ambiante dans
un milieu ombragé, afin d’assurer une meilleure élimination d’eau tout en préservant la
composés phénoliques, sans provoquer leur dégradation ni leur détérioration. En effet, selon
(Macheix et al.,2006), I’eau représente une source de dégradation des polyphénols par le
phénoméne d’oxydation. De ce fait, sa présence est un élément génant pour le calcul de la

teneur en polyphénols.

L’efficacité¢ de I’extraction dépend de plusieurs paramétres: le diametre de la poudre, le
volume et le type de solvants utilisés et le nombre d’extractions (Escribano et al, 2003 ;
Levizou et al., 2004). Le protocole d’extraction choisi est un protocole a plusieurs solvants de
polarités différentes. Le premier solvant utilisé dans ’extraction des composés phénoliques a
partir de feuilles de Fraxinus angustifolia, est 1’éthanol afin d’extraire le maximum de
composés phénoliques (Cowan, 1999). Aussi, une macération de la poudre dans 1’éthanol est
couplée a une agitation pour établir un bon contact entre le solvant et les particules de la
poudre suivie d’une décantation et centrifugation afin d’éliminer toutes les particules en

suspension.

Au finale, les composés phénoliques du matériel végétale étudié, ont été fractionnés,
d’une maniére que les plus polaires sont concentrés dans les phases aqueuses, tandis que les
composés apolaires sont concentrés au niveau des phases organiques. Donnant naissance a 5

extraits dont les taux d’extraction sont représentés dans le tableau N°V suivant

Tableau V : Taux d'extraction des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.

Solvants Taux d’extraction de feuilles de F.angustifolia (%)
Ethanol 7,0

Acétate d’éthyle 55,09

Aqueux acétate d’éthyle 13,66

Chloroforme 60,29

aqueux du chloroforme 8,08

% : chaque pourcentage est calculé par rapport a I’extrait dont il est issu précédemment
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D’apres les résultats obtenus, on remarque que les taux d’extraction sont différents
d’un solvant a un autre, en effet, le taux d’extraction obtenu dans la premiére étape
d’extraction en utilisant 1’éthanol, est relativement faible (7 ,0 %). Des différences dans les
taux d’extraction ont été enregistrées entre les résultats obtenus, concernant cette premiére
¢tape d’extraction, et les données rapportées par Berboucha et a/l. (2010), ayant appliqué le
méme protocole d’extraction sur les feuilles du fréne. En effet, un taux de 12,72% a été
exhibé par I’extrait ethanolique des feuilles, Cette différence peut étre justifiée par les
différences aux niveaux des dimensions des particules, 1’origine des échantillons ainsi le

changent des saisons.

Par ailleurs, les taux les plus éleves ont été obtenus au niveau des phases les moins
polaires, a savoir dans D’extrait acétate d’éthyle (55,09%) et I’extrait du chloroforme
(60 ,29%), contrairement aux phases polaires qui ont enregistré les taux les plus faibles
avecl3 ,66% et 8,08%, pour I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle et I’extrait aqueux de
chloroforme, respectivement. Ce qui suggérer la richesse des feuilles en composés

phénoliques apolaires (organiques).
II1.2. Poids corporel des souris

La variation du poids des souris est un parameétre trés important, vue que c’est un des
indicateurs de 1’état de santé des animaux, au cours de I’expérimentation. A cet effet, un suivi
régulier du poids des souris utilisées dans cette étude a été effectué. Le tableau N° VI

représente les résultats de la variation de poids corporel des groupes de souris.

Tableau N° VI : La variation de poids corporel des souris de différents lots.

Le groupe C- C+ a tocophérol L’extrait
Le poids initial (g) [ 19,90+3,11 | 25,04+0,43 22,23+0,27 27,65+1,20
Le poids final

apres I’injection de

CCL4(g)

27,82+3,58 | 29,46+3,38 27,2+1,87 24,55+3,50

Les valeurs sont le moyen = S.E.M. ; n=5 dans chaque groupe. La période expérimentale est de 7 jours.

C ™: control négatif (groupe gavé par 0,3ml 1’eau distillée). C* : control positif (groupe gavé par 0,3ml CCL4 ).Vit E: o
tocophérol (groupe traité par 0,3ml de o tocophérol 50mg/kg ). Ext: Extrait (groupe traité par 0,3ml d’extrait aqueux
d’éthyle acétate de feuilles Fraxinus angustifolia 50 mg/kg ).
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Les résultats obtenus montrent une croissance normale de souris du lot du contrdle
positif et celles de lot traitées avec la vitamine E par rapport a la croissance notée au niveau

des souris du lot contrdle négatif.

Cela peut expliquer, d’une part, que I’administration orale d’une dose de 0,3ml de
I’agent toxique, le tétrachlorure de carbone (CCly), chaque 72h, a des souris du lot du controle
positif n’a pas affecté leur croissance, c'est-a-dire, ’augmentation du poids corporel, notant
des valeurs de 25,04+0,43¢ le poids initial et 29,46+3,38g le poids a la fin de I’expérience.
Le méme profil de variation du poids corporel a été noté (22,23+0,27g a 27,2+1,87g) au
niveau du lot traité par la vitamine E avec une légere différence. Cette derniére peut étre
expliquée par les effets bénéfiques de a tocophérol rapportés par divers études (Al-Malaikaa,
2001 ; Cuvlier, 2003).

Par ailleurs, le traitement par [D’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de feuilles de
Fraxinus angustifolia induit une diminution de poids corporel de 27,65+ 1,20g a
24,5543,50g. Cette dernicére peut étre expliquée selon Annabi Berrahal et al, 2007 par la
réduction de consommation de la nourriture sous ’effet de satiété sous ’effet de I’extrait

aqueux d’acétate d’éthyle.

En autre, il est important de noter que seul le poids des souris traitées avec 1’extrait
aqueux acétate d’éthyle de feuilles de Fraxinus angustifolia a été¢ réduit, au cours de
I’expérience comparativement, au poids corporel des autres parties de plantes testées (Ecores
de Fraxinus angustifolia, les feuilles de Pistacia lentiscus et celles de Clematis flammula)

dans les mémes conditions.
II1.3. Poids relatif des souris

Le tétrachlorure de carbone manifeste une toxicit¢ sur l'organisme animal plus
particulicrement sur le foie, provoquant des lésions de nécrose qui a long terme peuvent
¢voluer en cirrhoses hépatiques. Dés 1'administration du CCl4 a l'animal, la toxicité se
manifeste par un ballonnement qui en certaines circonstances entraine un ralentissement de la
circulation sanguine intrahépatique, et une dégranulation du réticulum endoplasmique

rugueux (Martin et Feldmann, 1983).

&
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Tableau N° VII : Le poids relatif des souris

Le groupe C- C+ o. tocophérol L’extrait

Poids relatif 0,06 0,062 0,066 0,070

n=>3 dans chaque groupe. La période expérimentale est de 7 jours.le poids relatif :le poids de fois sur le poids de
la souris

C ™: control négatif (groupe gavé par 0,3ml I’eau distillée). C* : control positif (groupe gavé par 0,3ml CCL4 ).Vit E: o

tocophérol (groupe traité¢ par 0,3ml de a tocophérol 50mg/kg ). Ext: Extrait (groupe traité par 0,3ml d’extrait aqueux
d’éthyle acétate de feuilles Fraxinus angustifolia 50 mg/kg ).

Selon les résultats représentés dans le tableau N° VII, on a constaté que les poids
relative des trois lots (le controle négatif, le groupe traité par la vitamine E et le groupe traité
par I’extrait) sont similaires a celui de lot traite avec CCly, suggérant de ce fait, que le
tétrachlorure de carbone n’a pas eu le temps pour causé I’inflammation a raison de la courte

duré du traitement qui est de 07 jours seulement (Uzma Nazia et al., 2011).
II1.4. Dosage de la bilirubine

Les érythrocytes constituent un modele cellulaire trés adéquat pour 1’étude du stress
oxydant, en raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire élevée en oxygene et en hémoglobine. Ces cellules sont extrémement
susceptibles aux endommagements oxydatifs (Arbos et al., 2008 ; Cimen, 2008).
L’exposition des érythrocytes a une attaque radicalaire conduit non seulement a la rupture de
leurs membranes plasmiques avec libération de leur contenu, mais aussi a la formation de la

bilirubine (Bhabani, 1999).

Des études, in vitro, et in vivo, ont démontré que la bilirubine présente des propriétés
antioxydants efficaces, a des doses raisonnables, empéchant les dommages oxydants déclenchés
par un ¢ventail de stimulus oxydant (Tomaroa, 2002). Cependant, a forte dose, cette
molécule refléte la pathophysiologie du foie et représente 1’un des indicateurs clinique le plus

utile dans la mesure de la sévérité de la nécrose (Vudaa et al., 2011).
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Tableau N° VIII : Les résultats de dosage de bilirubine dans le sérum des groupes de souris.

Test C C o tocophérol Extrait
Traitement L’eau distillée CCL, CCL, Extrait
. 4
Vit E CCL4
Moyenne de 0,095 0,467 0,846 0,353
bilirubine totale
Moyenne = SEM 0,467+0.007 0,846+0.145 0,353 £ 0,047

Les valeurs sont la moyenne + S.E.M. ; n=5 dans chaque groupe. La période expérimentale est de pendant 7 jours.
C’: control” (groupe gavé par 0 ,3ml ’eau distillée 1ml/kg).

C" : control + (groupe gavé par 0,3ml CCL4 1ml /kg).

Vit E : a tocophérol (groupe traité par 0,3ml de o tocophérol 50mg/kg) .

Ext : Extrait (groupe traité par I’extrait aqueux d’éthyle acétate des feuilles Fraxinus angustifolia 50 mg/kg).

En analysant les résultats obtenus dans le tableau N°VIL, on peut constater que le taux
de la bilirubine totale a attient une valeur trés élevée de 0,467+£0.007mg/dl au niveau de
groupe contrdle positif (C+) traité par 0,3ml de CCly, en raison de (1ml/kg), comparativement

a celui du contrdle négatif qui a exhibé juste un taux de 0.095 mg/dl.

En utilisant le méme agent hépatotoxique (CCL4), Gupta et ses collaborateurs (2011),
ont enregistré une valeur de bilirubine plus élevée de 309,21% chez les rats traités avec cet

agent par rapport a celle du contrdle sain.

Ces résultats sont en accord avec ceux enregistrés par Annabi Berrahal et son équipe
(2007) sur I’effet des agents toxiques sur le taux des parametres hématologiques dans le sang,
ou ils ont montré que le plomb qu’est un agent hépatotoxique affecte considérablement le

taux de la bilirubine dans les ¢érythrocytes d’une manicre dose-dépendante.

Cette accumulation et ¢lévation accrue de la bilirubine au niveau du sérum des souris
albinos traitées avec 1’agent hépatotoxique, peuvent étre expliquées, Selon Morinita et al.,
2001, par I’inhibition de hé¢me-oxygénase, I’enzyme responsable de la dégradation
de la bilirubine dans le sang, sous I’action des radicaux libres issus des effets délétéres sur

globules rouges (Morinita et al., 2001).
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Cependant, I’administration par gavage des souris par ’extrait aqueux d’acétate
d’¢éthyle de feuilles de Fraxinus angustifolia, a une dose quotidienne de 50mg/kg, pendant 7
jours, a permet de réduire le taux de la bilirubine dans le plasma de souris exhibant une
valeur de 0,353 + 0,047 mg/dl plus faible que celle enregistrée chez le groupe traitée
uniquement par le CCL4 . Ce résultat peut étre expliqué par I’effet hépato-protecteur des
composés contenus dans cet extrait ayant la capacité de stabiliser le dysfonctionnement
biliaire dans le foie de la souris pendant les dommages hépatiques provoqués par CCly
(Merlin et al., 2011). En effet des études récentes réalisées sur notre plante ont rapporté sa
richesse et sa variété en composés phytochimiques connus pour leurs multiples activités

biologiques (Atmani et al., 2009, Berboucha et al., 2010).

De méme, Gupta et al., 2011, ont démontré que le traitement avec différents doses de
de I’extrait aqueux du fruit de Solanum xanthocarpum, pendant 14 jours des rats ayant des
dommages hépatiques du foie induit par Iml/’kg de CCL4, provoque une réduction du taux de

sérum de la bilirubine d’une maniére dose dépendante.

Cependant, le taux de bilirubine totale obtenu au niveau de plasma de souris ayant
administrées la vitamine E, est en contradiction avec |’effet hépato-protecteur de cette

derniere rapporté dans la partie bibliographique.

En Effet, un taux de la bilirubine totale deux fois plus grand (0,846+0.145mg/dl) que
celui de contrdle positif a été dosé dans le sérum de souris hépatotoxique traitées par une

dose journaliere de la vitamine E, pendant une semaine.

Cette accumulation de la bilirubine totale dans le plasma, peut étre liée soit par
I’inhibition de ’enzyme a savoir ,]’héme-oxygénas, responsable de la dégradation de la
bilirubine dans le sang (Morinita et al., 2001), sous [’effet pro-oxydant de cette vitamine

(Rice-Evans, 1999 ; Cillard et Cillard, 2006).

Soit par le temps de 1’administration de a tocophérol au souris qui a été 24heures
avant le sacrifice ; ce qui nous amene a supposer que I’a tocophérol n’a pas eu assez de temps
pour agir contre les dommages causés par le tétrachlorure de carbone. Suggérant de ce fait
que le paramétre du temps est nécessaire pour la réaction de la vitamine E. Une étude
effectuée par Joshi et ses collaborateurs (1995), a démontré que I’effet de la vitamine E sur
la réduction du taux de bilirubine totale, chez différentes rats rendus hépatotoxiques, n’est

obtenue qu’apres 14 jours de traitement quotidien avec une dose de 110mg/kg.

=
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I11.5. Evaluation de fonction du foie

Le foie est un organe important impliqué dans de nombreuses fonctions métaboliques
indispensables a la vie. Cependant beaucoup de facteurs a savoir, les agents
infectieux et les produits chimiques peuvent induire son dysfonctionnement
(Shahjahan et al, 2004). Pour remédier a c¢a, plusieurs plantes médicinales sont
expérimentées pour leurs effets antioxydants et hepatoprotecteur possibles contre des
dommages de foie induits par des produit hepatotoxiques chez les animaux, tel que le
tétrachlorure de carbone (CCl4) un déclencheur de la peroxydation lipidique (Merlin et

al.,2011 ; Vudaa et al., 2011).
II1.5.1.Evaluation du pouvoir antioxydant par la mesure de taux de MDA

Les résultats de 1’évaluation de D’activité antioxydant des feuilles de Fraxinus
angustifolia sur les homogénats hépatiques ayant subit une peroxydation lipidique, induite par

le CCL4, sont exprimés en terme d’MDA (nano mol par milligramme de protéines) (Figure
N°25)
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Figure N°24: Taux de peroxydation lipidique en terme de MDA.

C": Control négatif (groupe gavé par 0 ,3ml ’eau distillée 1ml/kg). C* : Control positif (groupe gavé par 0,3ml
CCL4 1ml /kg). Vit E : o tocophérol (groupe traité par 0,3ml de o tocophérol 50mg/kg ). Ext: Extrait (groupe
traité par 0,3ml d’extrait aqueux d’éthyle acétate de feuilles de Fraxinus angustifolia 50 mg/kg ).

Les valeurs sont les moyennes = SEM (n = 5). Les comparaisons sont effectuées par rapport au groupe contréle ; p<0.05.

44



Partie pratique Résultats et discussions

L’analyse statistique des résultats de la figure N°25 a montré clairement une
déférence significative (p<0.05) entre les groupes de souris, contrdle positif (souris traitées
gavées par CCLy) et négatif (souris gavées par 1’eau distillée), ou un taux tres élevé en MDA,
avec 1477,2+ 133 .9 nmol /mg de protéines, a ¢ét¢ dosé au niveau des foies de souris de
contrdle positif, par apport au groupe témoin (763 ,1+76,8) nmol/mg, ayant recu uniquement

d’eau distillée par voie orale pendant 07 jours.

Les résultats de plusieurs études expérimentales réalisées sur les dommages hépatiques
induits par le tétrachlorure de carbone (CCly) sont en accord avec nos résultats. En effet, Un
taux élevé en MDA de 0,263 Umol /mg a été enregistré au niveau des souris gavées avec 0,5
ml /kg de CCL4, par apport au groupe témoin (0,216 Umol /mg), ayant recu 1’eau distillée,
pendant 7 jours (Leelaprakash et al., 2011).

Merlin et Parthasarathy (2010) ont étudie 1’activité antioxydant et hepatoprotectrice du
I’extrais de la plante de Gmelina Linn asiatica. (Verbenaceae), ils ont noté un niveau
¢levé en MDA (466 nmol/mg) chez le groupe d’animaux traité avec une dose de 1ml /kg de

CCL4 par apport a leur groupe témoin (196,6 nmol/mg) pendant 5 jours.

Cette €lévation du taux de MDA, un produit stable de la peroxydation lipidique, dans
le groupe C+, est expliquée par une augmentation de la lipo-peroxydation au niveau du foie
de souris, et par conséquent, des dommages tissulaires dues a la production excessive des
radicaux libres aprés administration de tétrachlorure de carbone (CCL4). Ce dernier qui est un
agent hépatotoxique efficace, lors de son passage hépatique, il subit une réaction de
conversion métabolique catalysée par le systéme enzymatique de cytochrome Psg
microsomiale, donnant naissance a des radicaux libers le CCL;" et CCL;0, respectivement

(Candelario, 2001 ; Gupta et al, 2011).

Ces radicaux libres ont la capacité de réagir avec les macromolécules hépatiques,
induisant non seulement, des réactions en chaine de la peroxydation lipidique des membranes
plasmiques, mais aussi des réactions d’inhibitions des activités des enzymes antioxydants
(SOD, CAT et GSH) et I’élévation des taux de marqueurs biochimique telle que les
transaminases, 1’aspartate (AST), I’alanine( ALT) et de la bilirubine totale dans le sérum

(Merlin, 2011).

=
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Une étude récente réalisée par Leelaprakash et ces collegues ( 2011), en appliquant le
méme protocole expérimental, ont confirmé I’effet de CCL4 sur I'inhibition des activités des
enzymes antioxydants notamment la SOD, la CAT et la GSH et I’augmentation du taux élevé
en transaminase aspartat (AST) et en transaminase alanine (ALT) dans le sérum des animaux
traités par le CCl4 comparativement aux résultats noté chez le groupe sain. La méme
constatation a été soulevée par Farhoudi et son équipe (2011) en dosant les mémes

parameétres biochimique et évaluant I’activité des mémes enzymes antioxydants.

D’autre part I’analyse statistique des résultats de la figure N°25 a montré une
déférence significative entre le groupe de contrdle positif (souris gavées par CCLy) et les

groupes traitées par la vitamine E et I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle.

Il est important de souligner que, I’extrait aqueux acétate d’éthyle de feuille de
Fraxinus angustifolia, a exhibé, in vitro, un pourcentage d’inhibition trés élevé de 93%
comparable a celui du standard utilisé, par la méthode de peroxydation de 1’acide linoléique,
(Atmani et al., 2009). Ce qui nous a encouragés a évaluer D’effet inhibiteur de la

peroxydation lipidique, de cet extrait, in vivo.

En effet, nous avons noté une réduction remarquable significative de taux d’MDA (
(472,95+40,35 nmol/mg protéine), chez les souris qui ont regu 0,3ml de CCL4 et prétraitées
par 0,3ml d’extrait d’aqueux d’acétate d’éthyle de feuille de Fraxinus angustifolia de
concentration 50mg/Kg, par apport au groupe de souris trait¢ par 0,3 ml de CCL4

(1477,2+133,9 nmol/mg protéine).

Cette diminution significative de taux d’MDA causée, apreés administration de
I’extrait, est un indice de réduction de la peroxydation lipidique qui pourrait étre expliquée par
sa richesse, en composés antioxydants, responsables d’inhibition de la peroxydation lipidique
qui selon Race-Evans (1999), nécessite la présence du groupement 3°- 4’ catéchol sur le cycle
B, la double liaison conjuguée avec la fonction 4-oxo mais aussi, les groupements 3, 5-OH

entre les cycles A et C, sur la structure cyclique des flavonoides (Rice-Evance, 1999).

Par ailleurs, les résultats de I’étude in vivo, de Harich et son équipe ( 2006), ont prouvé
que I’extrait aqueux de feuilles de Nuri de Phyllanthus est inhibiteurs plus efficace de la
peroxydation microsomique de lipide induite par le CCL4 par rapport a I’extrait

methanolique de la méme plante.

S
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D’autres résultats d’études sur I’effet hépato-protecteur des extraits aqueux ont révélé
des bons résultats. Gupta et ces collaborateurs et en (2011), ont rapporté un taux de MDA de
I’ordre de 0,44nmol/mg chez les rats gavés par I’extrait aqueux du fruit de Solanum
xanthocarpum, a une concentration de 400mg/kg. D’autre part, Oyedemi et Afolayan, 2011
ont enregistré une diminution de taux de MDA proportionnel a la concentration d’extrait

aqueux de feuilles de Leonotis leonurus administré, pendant une semaine.

En fin un taux de MDA (891,94+103,0 nmol/mg prot..) légérement proche de la norme
c'est-a-dire celui enregistré par le controle négatif mais deux fois plus grand que ce lui exhibé
par le groupe de souris traité par 1’extrait aqueux. Ce résultat a validé 1’effets protecteur de la
vitamine E contre les dommages provoqués par le CCL4, grace a son caractere hydrophobe qui
lui permet de s’insérer au sein des membranes biologiques riches en AGPI, ou elle joue un
role protecteur efficace en empéchant la propagation de la peroxydation des lipides (Vamecq
et al., 2004). Cela se fait pas un piégeant les radicaux peroxyles (LOO®) en transposant leur
fonction radicalaire pour former un radical tocophéroxyle (a-T°) moins actif (Figure N°17)

(Salvayre, 2005).

De ce qui précédent, il est important de souligner que 1’effet hépatoptrotecteur de I’extrait
aqueux d’acétate d’éthyle et la vitamine E est du a leur richesse en groupement fonctionnels,
capables de piéger les ERO et rentrer en compétition avec des radicaux déja existants

contribuant de ce fait, au blocage de la phase de propagation soit :
e Par libération d’un atome d’hydrogene a I’espece radicalaire.
e Par chélation des ions métalliques de transition (inhibition de la réaction de Fenton).

e Par I’inhibition des enzymes productrices des RL comme les lipo-oxygenases et les

cyclo-oxygénases .

ePar augmentation de 1’expression des enzymes antioxydants comme la SOD, la CAT et

la GPX (Huang et al., 2005 ; Halliwell, 2008).
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I11.6. Corrélations
I11.6.1. Corrélation entre le taux de MDA et le poids corporel des souris

Afin de déterminer 1’éventuelle relation entre la peroxydation lipidique (MDA) et le
poids corporel des souris, les coefficients de corrélations ont été déterminés a partir des

courbes de corrélation (Annexe)

e Corrélation entre le taux de MDA et le poids des souris de controle négatif (sain)
©)

D’apres les résultats obtenus, une corrélation hautement significative inversement

proportionnelle a été notée entre les taux de MDA et le poids corporel des souris du controle

négatif, avec un coefficient de corrélation de r = -0, 96, c’est a dire que la peroxydation

lipidique est accrue chez les petites souris.
e Corrélation entre le taux de MDA et le poids des souris de contréle positif (C")

Un coefficient de corrélation positif presque nul (r= 0 ,35) a été enregistré au niveau du
lot des souris du groupe traité¢ par le CCL4 (contrdle positif). Cela expliquerait que 1’agent
chimique hépatotoxique CCly perturbe le métabolisme des souris et inverse la relation entre

le taux de MDA et le poids corporel des souris notée dans le controle négatif.

e Corrélation entre le taux de MDA et le poids des souris de groupe de standard
(vitamine E) et le groupe traité avec I’extrait aqueux acétate d’éthyle de feuilles

de Fraxinus angustifolia

Concernant le groupe des souris traité avec vitamine E et celui traité avec 1’extrait aqueux
de feuilles de Fraxinus angustifolia, une bonne corrélation inversement proportionnelle a été
notée (r =- 0, 81 ; r =-99, respectivement), entre les taux de MDA et le poids des souris. Ces
résultats siégérent que la vitamine E et I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle ont rétabli

I’¢équilibre métabolique chez les souris perturbé par le CCL4.

)
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales sont considérées, depuis des siecles, comme une source
majeure des produits utilisés en thérapeutique grace a leur richesse en métabolites secondaires
dont les polyphénols. Ces derniers suscitent actuellement beaucoup d’intéréts, en raison du
bénéfice qu’ils pourraient avoir, en termes de prévention des maladies.

Dans cette présente étude, 1’extraction des composés phénolique a partir de feuilles
de Fraxinus angustifolia a été réalisée selon un protocole basé sur I’utilisation de solvants de
polarités variables. Les résultats d’extraction nous a permis d’obtenir cinq différents extraits
organiques et polaires, a savoir, I’extrait ethanolique, extrait acétate d’éthyle, extrait
chloroforme mais aussi 1’extrait aqueux d’acétate d’éthyle et I’extrait aqueux de chloroforme
avec des taux d’extraction variables d’un extrait a un autre.

L’utilisation, in vivo, de tétrachlorure de carbone (CCLy) a prouvé clairement I’action
de cet agent toxique sur la provocation de la peroxydation lipidique et 1’augmentation des
marqueurs du stress oxydant tel que la bilirubine totale.

L’évaluation de I’activité antioxydant de I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle des
feuilles de F. angustifolia a permis de montrer que [’administration de cet extrait pour les
souris traitées par le tétrachlorure de carbone (CCL4 ) provoque une nette amélioration du
statut antioxydant hépatique comparativement au traitement avec la vitamine E. Cela en
diminuant la concentration du MDA, produit final de la peroxydation lipidique. Mais aussi
une forte réduction du taux de bilirubine totale présent dans le plasma des souris prétraitées
avec le CCL4
Les résultats obtenus nous laissent suggérer ainsi l’effet hepatoprotecteur des composés
contenus dans I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de feuilles de Fraxinus angustifolia et
renforcer I’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle

Afin d’approfondir I’étude de I’activité antioxydant, in vivo, il serait intéressant d’évaluer
au cot¢ de la peroxydation lipidique d’autres status antioxydant des animaux traités par CCL4
en mesurant les activités des enzymes antioxydant notamment la SOD, la CAT et GSH de
I’extrait aqueux acétate d’¢éthyle mais aussi d’autres extraits en vérifiant 1’absence d’effets
cytotoxiques. Il est également nécessaire d’isoler et d’identifier les composés responsables de

cette activité, par des techniques plus performantes (HPLC, RMN.... etc.).
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Annexe 01
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Figure N°1: structure chimique de quelques antioxydants non enzymatique.
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Figure N°2 : Courbe d’étalonnage de dosage des protéines de Bradford.
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Annexe 03
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Figure N°2 : Corrélation entre le poids des souris du control négative et le taux de MDA.
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Figure N°3 : Corrélation entre le poids des souris du control positive et le taux de MDA.
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Figure N°3 : Corrélation entre le poids des souris regu la a tocophérol et le taux de MDA.
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Figure N°4 : Corrélation entre le poids des souris regu I’extrait et le taux de MDA.



Annexes

Annexe 04

Tableau N°1 : Dosage des protéines

Test X : concentration de protéines (mg)
Controle négatif 1 49,79
Controle négatif 2 52,92
Controle négatif 4 39,17
Controle négatif 5 38,69
Controle positif 1 70,35
Controle positif 2 61,41
Controle positif 3 50,85
Controle positif 4 56,65
Controle positif 5 28,37

Standard 2 54,34
Standard 3 41,65
Standard4 45,53
Standard 5 38,99
Extrait 1 77,91
Extrait 2 69,65
Extrait 3 54,32
Extrait 4 60,21
Extrait 5 54,25




Résumé

Fraxinus angustifolia est une plante médicinale largement utilisée dans le traitement de diverses
maladies. L’objectif de cette étude est d’'évaluer les propriétés antioxydants in vivo, de I'extrait aqueux
acétate d’ éthyle de feuilles de Fraxinus angustifolia contre des dommages hépatiques de foie des souris
albinos induits par le CCl4. Les résultats montrent des effets protecteurs et antioxydants de |'extrait aqueux
d’ acétate d’ éthyle a une dose de 50 mg/kg. Cela en réduisant le taux de MDA (472 ,95nmol/mg de protéine)
d’une facon significative (p<0.05) par rapport au contrdle positif (1477,2nmol/mg de protéine); le standard o-
tocophérol (891,9nmol/mg). D’autre part, I’administration de cet extrait a induit une diminution accrue des
niveaux de bilirubine totale chez les souris prétraitées avec le CCL4 avec une de (0,353mg/dI). Ces résultats
témoignent un excellent effet protecteur de cet extrait vis-a-vis les dommages hépatiques et approuvent
I" utilisation thérapeutique de cette plante.

Mots—clés: Fraxinus angustifolia, effet Hépato-protecteur, tétrachlorure de carbone, peroxydation lipidique.

Abstract

Fraxinus angustifolia is a medicinal plant largely used in the treatment of various diseases. The objective
of this study is to evaluate the antioxydant properties in vivo, of agueous extract of ethyl acetate of Fraxinus
angustifolia leaves against hepatic damage of liver of the albino mice induced by CCL,. The results show
protective effects and antioxydants of aqueous extract of ethyl acetate at the concentration of 50 mg/kg. That
by reducing the rate of MDA (472, 95nmol/mg of protein) significantely (p<0.05) compared to positive control
(protein 1477,2nmol/mg of protein) and the standard a-tocopherol (891,9nmol/mg). In addition, the
administration of this extract decreased the levels of bilirubin total in the mice serum with CCL4
(353mg/dl). These results proved an excellent protective effect of this extract against the liver damage and

approve the therapeutic use of this plant.

Keywords: Fraxinus angustifolia, Hepatoprotective effect, Carbon tetrachloride , lipid peroxidation.
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