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Introduction

Les pathologies hépatiques constituent un probléme de santé publique a I’ échelon
mondiale, il est important que des travaux soient entrepris afin d apporter une base
scientifique a I'utilisation des remedes traditionnel par les populations pour le soin des
troubles hépatobiliaires. Cela est nécessaire, puisgue parmi les nombreux maux que se
propose de soigner la médecine traditionnelle, les pathologies hépatiques constituent les
mal adies pour lesguelles elle semble avoir e plus de succés (Outtara et al, 2003).

Effectivement, 1l existe de nos jours un intérét croissant vis-&vis de la biologie des
radicaux libres en général et les espéces réactives de I’oxygene en particulier Ce n’est pas
seulement di a leur réle dans des phénomenes aigus tels que traumatisme ou ischémie, mais
auss a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires (L ehucher -
Michel, 2002., Young, 2001).Un déséquilibre entre la production et |’ élimination de ces ROS
par des antioxydants qui peut avoir une origine exogene (toxine, molécule oxydante comme
I’O3) ou une origine endogene (dysfonctionnement de certaine sources de production ou d’
élimination de ROS) conduit a un stress oxydant entrainant ainsi  une oxydation accrue des
composants cellulaires (Servais, 2004). De ce fait les antioxydants sont des molécules
capables d’interagir sans danger avec les radicaux libres et de mettre fin a la réaction en
chaine avant que les molécules vitales ne soient endommagées. Chaque molécule
antioxydante ne peut réagir quavec un seul radical libre, et par conséquent, il faut
constamment refaire le plein de ressources anti-oxydantes ( Pelli et Lyly, 2003).

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances et
composes naturels bioactifs. En effet, les métabolites secondaires font et restent |’ objet de
nombreuses recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche de nouveaux
constituants naturels tels que les composés phénoliques (Djemai, 2009) sachant qu’ une plante
peut contenir plusieurs milliers de substances et différents principes actifs qui représentent
25% des médicaments prescrits, soit un total de 120 composés d’ origine naturelle provenant
de 90 plantes différentes (Bruneton, 1999). Et Récemment le développement de la toxicité
des antioxydants synthétiques, a conduit a chercher des substances naturelles dotées

d activité antioxydantes ( Djemai, 2009).
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Cependant, Rhamnus alaternus L , est I’ une des plantes médicinale les plus utilisée en
phytothérapie dans les pays de bassin méditerranéen ; dans le nord africains elle est utilisée
comme purgative, laxative, diurétique, anti-hypertensive et dépurative. En Algérie, cette
espéce est utiliste en générale pour le traitement des complications hépatique et
dermatologiques, et comme puissant antioxydant (Boussahel et al., 2013). La richesse de
cette plante en métabolites secondaire lui confére un pouvoir thérapeutique d'une large
gamme.

Notre travaill se devise en deux parties, la premiere partie est une synthése
bibliographique de quelque rappel sur le foie, la molécule toxique (klipal) avec laquelle on a
provoquer la toxicité hépatique et bien sir notre plante choisie Rhamnus alaternus, La
deuxiéme partie est |a partie expérimentale qui traite I’ é&ude des effets antioxydant de I’ extrait
éthanoliqgue de Rhamnus alaternus, Suivie de |’étude de I'effet de cet extrait sur une
intoxication hépatique induite par le klipal sur des rats Wistar. Enfin, compl étée par une étude
biochimique réalisée sur le foie et le sang desrats.




Chapitre I

Généralités sur le foie



Chapitrell Généralité sur lefoie

I.1. Rappelle sur lefoie:

Le foie est une glande volumineuse (Wigfull et Bellamy, 2000 ; Bouchet et Cillert ,1983).
C’est un organe noble qui peut faire I’ objet de transplantation totale ou partielle; 1l est divise en
deux lobes, droit et gauche (Bastiani, 2013).

Le foie est localisé dans la région abdominale (figure 1) droite sous le digphragme, remplit tout
I hypochondre (droit) et une partie de I’ épigastre et I’ hypochondre gauche (De Bari et al. 2010).

Figure 1: situation du foie dans |e tronc
humain (Nguyen et Bour ouina,2008)

Il est de couleur rouge brun et de forme: ovoide (Casting et Smail, 1999).
Le foie peut mesurer 28cm de longueur et 17cm de largeur et son épaisseur ne dépasse pas 8cm
sauf dans des cas de pathologie (Drake et al. 2006). Son poids varie entre: 1.4 a 1.6 kg chez
I”"homme (Wigfull et Bellamy, 2000) et de 1.2 et 1.4 chez la femme. (figure 2) (Rouviére et
Dalmas, 2002)

Figure 2 : Anatomie hépatique (Natter ,2004)
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|.2. LesFonctionsdu foie:

Le foie effectue pres de 500 fonctions vitales (M ornex et al. 1997) asavoir :
fonction de synthese (Denninger,2008;Highleyman et Franciscus,2004 ;Nguyen et

Bourouina,2008 ; Plaa et Hewitt, 1997 ; Racine,2009 ) ;

fonction d'épuration et de détoxication plasmatique (Campbell et al, .2004 ;Highleyman
et Franciscus,2004 ; Racine,2009 ; Valdiguié .2001; Wigfull et Bellamy,2000) ;
fonction de sécrétion biliaire (Alberts et al,.1991;Bastiani,2013 ; Suckow et al., 2005 ;
Valdiguié,2001; Wigfull et Bellamy,2000)

Fonction immunitaire (Sanhadji, 2013) .

Son role essentiel est dans le métabolisme intermédiaire (figure 3) entre le sang et

I” hépatocyte ; on peut citer :

M étabolisme des glucides (Arias et al.,2009 ; Valdiguié ,2001) ;
Métabolisme des lipides ( Racine,2009) ;

Métabolismes des protéines ( Wigfull et Bellamy,2000) ;

M étabolisme des vitaminique (Campbell et al,.2004 ) ;
Métabolisme du fer et des oligoéléments ( Albertset al,.1991) .

Figure 3 : Lesfonctions du foie
( Koolman et R6hm, 1994)
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|.3. Lescellules hépatiques:

Le foie est doté de cellules parenchymateuses (les hépatocytes) et de quatre types

cellulaires non parenchymateux lui conférant une hétérogenéité cellulaire (Tableau 1).

Tableau | : Abondances des différents types cellulaires hépatiques (Benhamou et Erlinger,
2008)
Typecdlulaire Nombre (%) Volume (%)
Hépatocytes 60-65 78
Cédllule endothéliales 15-20 2,8
Cellulesde Kuppfer 8-12 2,1
Cdluled’llo 3-8 1,4
Pit cell <2 -

1.3.1. Lescellules non parenchymateuses :

Différents types de cellules hépatiques contribuant a la régulation des fonctions

hépatocytaires et réparent les |ésions tissulaires.

Cellules endothéliales sinusoidales : ces cellules bordent la sinusoide et permettant les
échanges de petites molécules entre le sang et |es hépatocytes.

Cellules kupffer  (macrophage) : ces cellules sécretent des cytokines, des enzymes
lysosomiales et génerent des especes activees de I’ oxygene.

Cellules étoilées ou Ito: les vacuoles lipidique du cytoplasme sont riche en vitamines A, 80%
devit A ; différent constituants de la matrice extracellulaire sont synthétisés par ces cellules.
Cellules lymphocytes granulaires. Elles sont impliquées dans la défense antivirae et
antitumorale.

Les cellules épithéliales biliaires : ce sont les cellules polarisées qui constituent le canal
biliaire elles concourent ala sécrétion de labile. (Benhamou et Erlinger ,2008 ; Rosenbaum
etal ., 1991 ; Albertset al,.1991).
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I. 3.2. Leshépatocytes:

Les cdlules principales fonctionnelles du foie. lls sont en lieu étroit soit avec les
sinusoides permettant des échanges avec le sang par |’ espace de disse et forment a une de leurs
pbles avec un hépatocytes (figure 4) adjacent le canalicule biliaire (Rosenbaum et al
.,1991 ;Stevens et Lowe ,2006). Ils sont responsables de la synthese, de la dégradation et du
stockage d’ un grande nombre de substances ( Racine, 2009 ; Valdiguié,2001 )

Figure 4 : Lescellules hépatiques (Sherlock et Dooley, 2002).
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|.4. Réle du cytochrome P450 dans la métabolisation des xéno-biotique et dans |’ élimination
destoxiques:

L’ organisme humain comme celui des autres espéces animales est fréquemment exposé a
des composés potentiellement toxiques et est capable de métaboliser activement de nombreuses
substances étrangeres a I’ organisme, polluants chimiques, médicaments et autres xénobiotiques.
Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques, dont les cytochromes P450 (Cyt P450), jouent un
réle centra dans la biotransformation, le métabolisme et/ou la détoxification de composés
étrangers al’ organisme (Gueguen et al., 2006).

Les xénobiotiques pénétrent facilement dans la cellule s'ils sont hydrophobes, mais ils
peuvent également en étre expul sés via des pompes telle la pompe glycoprotéine (PgP) produit du
gene multi drug resistance (mdr). Les xénobiotiques sont alors pris en charge par des enzymes de
phase |, dits de fonctionnalisation, dont les plus importants sont les Cyt P450 qui catalysent une
réaction de monooxygénation (Beaune,2008) (figure 5)

Les enzymes de phase Il conjuguent les xénobiotiques, fonctionnalisés ou non, avec un
groupement (glutathion, acide glucuronique, méthyle, acétyl...), dont le rble est soit de neutraliser
un groupement réactif (thiol, amine, aldéhyde), soit de rendre le xénobiotique hydrophile afin de
faciliter son éimination par |’ organisme. Enfin, si le métabolite obtenu est trés hydrophile, il devra
étre transporté a travers la membrane cellulaire par des protéines de phase Ill, telles que le
transporteur multidrug related protein ( mrp) (Beaune et Loriot, 2000; Keppler,1999). Le
métabolite ainsi produit pourra soit étre éliminé dans la bile ou les urines, soit, aprés transport
dans le sang ou dans la bile, ére métabolisé de nouveau dans d’ autres tissus (phase 1V) (Badawi
et al .,1996). Cette classification est destinée a clarifier la compréhension du métabolisme
complexe des xénobiotiques. Toutes les étapes ne sont pas obligatoires et le métabolisme de

chague composé est particulier. (Beaune et Loriot, 2000 )

Figure 5 : Métabolisme des xenobiotiques (Beaune et Loriot, 2000)

( 1
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Les xenobiotiques les plus couramment décrits comme hepatotoxiques sont les
medicaments. Plus de 1100 medicaments sont susceptibles d’ étre hepatotoxiques. La mgjorité
des hepatopathies medicamenteuses sont liées a la transformation du médicament en un
métabolite réactif. Le klipal en est le parfait exemple (Rouas, 2010), il suffit simplement
d’ouvrir les pharmacies de nos concitoyens pour se rendre compte que le dernier ressortissant
de la classe des anilines, le paracétamol (Klipal), est devenu I’ antalgique et I’ antipyrétique le
plus utilisé (David et al., 2010).

I1.1.Définition et dénomination de Klipal :

Klipal codéine 300mg/25 mg, comprimé contient : Paracétamol (300 mg), Phosphate
de codéine hémihydraté (25mg), de magnésium, métabisulfite de sodium (E 223).pour un
comprimé. Est un antalgique périfirique, utilisé pour des douleurs d’intensité faible a modérée
(Bich et Dang, 2009) Selon les données IMS (2009): La specialité KLIPAL CODEINE 300
mg/25 mg afait I’ objet de 53 000 prescriptions.

I1.2. PathologiesliéesalaprisedeKlipal :

Le paracétamol est a I'origine d'une hépatite cytolytique dose-dépendante bien
connue. Celle-ci s associe dans certains cas a des atteintes moins bien connues, comme une
insuffisance rénale, une pancréatite aigué, une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD)

ou une thrombopénie (M égarbane et al ., 2007)

[1.3. Le paracétamol :

Le paracétamol, aussi appelé acétaminophene, est |a substance active de nombreuses
spécialités médicamenteuses de la classe des antalgiques antipyrétiques non salicylés. 1l est
indiqué dans le traitement symptomatique de la fievre et des douleurs dintensité faible a
modérée, seul ou en association a d'autres analgésiques, il est dépourvu de propriétés anti-
inflammatoires et n'agit pas sur I'agrégation plaguettaire (Bich et Dang, 2009) .
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[1.3.1.Structure et nomenclature de paracétamol :
La molécule est constituée d'un cycle benzénique, substitué par un groupement

hydroxyle et par un groupement amide en position para (Figure6) (Rouas, 2010).

Ty

Figure 6 : Lastructure chimique de paracétamol
(Rouas, 2010)

[1.3.2. Métabolisme de paracétamol :

une trés faible quantété de paracétamol reste sous forme inchangé, 90% seront
meétabolisés dans le foie en glucuro et sulfo conjugué et moins de 10% métabolisme oxydative

par cypt450 en N-acetyl-benzoquinoneimine (NAPBQI) ( Figure?).

NHCOCH3 NHCOCH3 NHCOCH3
0G OH 5080,
Glucuron'd/ paracétamol \ Sulfate
CYP2E1 CYP2A6
NCOCH, NHCOCH, NHCOCH,
[ >\ SG :l’L OH
0 OH OH
NAPQI . .
conjugué avec
Glutathion

Figure 7 : déférents métabolisme de paracétamol (Anonymel , 2009)
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11.3.3. Mécanisme d’ action toxique de paracétamol :

Le métabolisme du paracétamol est hépatique : glucuroconjugaison (60 a 80 %) et
sulfoconjugaison (20 a 30 %) ;

Moins de 5 % sont éliminés sous forme inchangée dans les urines;
Une tres faible proportion subit une oxydation microsomale impliquant le cytochrome P450,
produisant la N-acétyl-benzo-quinone-imine qui va étre détoxifiée par le glutathion réduit et
en cas dintoxication par le paracétamol (Figure 8), la sulfoconjugaison est saturée au-dela de
3a 59, la glucuroconjugaison au-dela de 10g, I'oxydation microsomale et |a détoxification par
le glutathion au-delade 15g .

La N-acétyl-benzo-quinone-imine est alors formée en exces, se fixe sur les protéines

cellulaires et entraine une nécrose hépatique (L ar son, 2007).

Figur e 8: Mécanisme toxique de paracétamol (L ar son, 2007)
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[11.1.Stress oxydatif

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres.
Ce n'est pas seulement di a leur réle dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
Iischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
(figure 10) associées au vieillissement tels que le cancer, les maadies cardiovasculaires et
inflammatoires et la dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005). défini
la notion de stress oxydant comme I'incapacité de I'organisme a se défendre contre
I’ agression des especes oxygénées activées (EOA) ou espece réactif de I’ oxygene (ERO),
suite a un déséquilibre (Figure 9) lié soit a une production accrue de ces dernieres soit a une
diminution de la capacité de défense antioxydant (Sies, 1991).

Figur e 9 : Représentation schématique de la modification du statut redox
(Niess et Simon, 2007).

Des lors le stress oxydant cellulaire apparait comme une sorte de syndrome
biochimique commun a toutes les cellules, correspondant a un dépassement des défenses
antioxydants par des molécules pro oxydantes (Grandjean, 2005a.,Brigelius-Flohé, 2009).

Le stress oxydatif a été impligué dans un certain nombre de maladies chroniques, dont
les maladies coronariennes et le cancer, et les éudes ont éabli un lien entre un faible taux
sanguin de nutriments antioxydants (par exemple, le béta-caroténe, la vitamine E) et un risque
plus élevé d’'avoir ces maladies. (Pelli et Lyly ,2003).

Powers et Jackson (2008) reprend dans son article de synthése les 4 aspects
necessaires ala caractérisation d’ un état de stress oxydant dans la cellule:

-1) formation de molécul es réactives, oxydantes ;

-2) dommages oxydants aux composants macromol éculaires de la cellule supprimer ;
-3) diminution des espéces antioxydants ;

-4) déséquilibre dans | e statut redox.
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Figure 10: Exemples d'affections rencontrées chez I'nomme causées par les ERO,
classées par organe cible (Favier, 1997)

[11.2. Lesradicaux libres:

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un éectron non apparié
sur leurs orbites externes (Afonso et al., 2007). Cette propriété rend ces €l éments trés réactifs
du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’ autres molécules.
Les molécules ainsi transformeées deviennent a leur tour d autres radicaux libres et initient
ainsi une réaction en chaine. (Dacosta, 2003).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier en
physiologie (Pham-Huy et al., 2006) et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui
dérivent directement de I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires
(radical peroxyle ROOe, radical alkoxyle RO’), se forment par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).
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L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espéces réactives de
I”’oxygene” (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut (Figure 11) les radicaux
libres de I’oxygene proprement dit : radical superoxyde O," , radical hydroxyle OH’,
monoxyde d’ azote NO', mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la
toxicité est importante : I’oxygéne singlet 10,, peroxyde d’hydrogene H,0,, peroxynitrite
ONOO (Favier, 2003).

Figure 11: Cascade de production des principales ERO (Favier, 1997)
(en orange ERO non radicalaires ; en jaune ERO radicalaires)

[1.2.1. Propriétéset origine:

a-propriétés:

Toutes ces espéces réactives partagent la méme propriété : elles sont relativement
instables et ont de fait une durée de vie généralement trés courte : leur demi-vie est de 10° &
10°® sec pour les plus instables jusqu’ & quel ques dizaines de secondes pour O, e H,0,. Leur
courte durée de vie ne devrait pas permettre aux ERO d avoir une action majeure sur la
cellule. Or celaest contrecarré par leur forte réactivité et leur capacité a produire des réactions
en chaine (Tessier et Marconnet, 1995).

En effet chaque espéce pourra générer a son tour une nouvelle espece Cette premiere
réaction conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux (Figure 12);
ceci explique que la production d'un premier radical libre puisse causer d'importantes |ésions
dans une cellule (Gar ait, 2006).

13
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[umsdre UV oxydases
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Figure 12: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de
I’ oxygeéne impliqué en biologie. (Favier, 2003)

La théorie des radicaux libres propose que les dérivés oxygenés des radicaux libres
(DROs) soient responsables de dommages cellulaires et tissulaires qui S accumulent avec
I"&ge (Fusco et coll.,, 2007).I'espérance de vie est déterminée par des dommages
mitochondriaux causés par ces radicaux libres (Har man, 2001).

B-origines:

L’organisme humain et soumis a |’agression de différents agents capables de donner
naissance ades radicaux libres (Hadi, 2004), tels que les rayonnements UV, les polluants, les
produits chimiques (Hadi,2004 ;Kumar et al.,2008), I’ingestion d'acool (Hadi,2004), mais
également produit naturellement par | organisme au cours de processus biologique comme la
repense immunitaire , la respiration mitochondriale (Edeas,2005), au niveau de certains
organites cellulares tel que le peroxysome et par diverses oxydase celulaires
(Hadi,2004) (elles peuvent se résumés selon Pastre dans le Tableaul | .
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Tableaul I': Principales sources de production des radicaux libres. (Pastr e, 2005)

Sour ces endogenes

Production de radicaux libres lors des
respirations oxydatives (mitochondries)
Cellules phagocytaires

M étabolisme de I’ acide arachidonique

Systeme xanthine/X anthine oxydase

Sour ces exogenes

Rayonnement é ectromagnétique
Métaux de transition
Pesticides

M édicaments....

111.2.2. Dommages macr omoléculair es occasionnés par leseRO :

Les cibles principales sont I’ADN et les lipides membranaires, et de maniére moins

importante les protéines et les glucides. (L enzi, 2011).

a. Altérationsdel’ADN :

Ces attagues sont essentiellement causées par le radical hydroxyle HO™ (Grandjean, 2005a),

Parmi ces dommages, on peut citer les |ésions des bases purines et pyrimidines, et la plus

abondante des bases oxydés est la 8-oxo-7 ,8-dihydro-2-deoxoyguanosine (8-oxodGuo)

(Helbock , 1999), les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des

pontages ADN-protéines (Favier, 2003) (figure 13).

Figure 13: Lésionsde I’ ADN formeées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003)
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Correspond a une réaction en chaine de peroxydation des lipides (Figure 14) cette
peroxydation touche essentiellement les acides gras polyinsaturés (AGPI) constitutifs des
phospholipides membranaires. Elle fragilise la chaine carbonée, qui finit par casser
(Grandjean, 1997).

Figure 14: Le mécanisme de la peroxydation lipidique (Gardeés et al., 2003)

c. Altérationsdesprotéines:

Les ERO provoquent une dénaturation des protéines : atération des groupements
thiols, formation de ponts disulfures, accentuation du caractére hydrophobe d'ou agrégation
des proténes qui les rend plus résistantes ala protéolyse physiologique (Grandjean , 2005a).
Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent
une fonction thiol (SH) (Favier, 2003 ). Comme les proténes de transport qui deviennent
inactivées suite aleur oxydation (Avissar et al., 1989 ; Favier, 2003).

Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par formation notamment de
ponts bi-tyrosine détectables par leur fluorescence, soit subir des coupures en cas d'agression
forte, soit des modifications de certains acides aminés en cas d'agressions modérées
(Halliwell et Gutteridge, 2007) (Figure 15) . Les protéines modifiées par oxydation perdent
leurs propriétés biologiques (enzyme, antienzyme, transporteurs, récepteurs...) et deviennent

beaucoup plus sensibles al'action des protéases et notamment du protéasome (Favier, 2003).
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Figure 15: Nature de quel ques modifications des chaines latérales d’ acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

d. Altérationsdespolysaccharides:
Les cibles glucidiques sont essentiellement e glucose et les protéoglycanes du cartilage.

L’ oxydation au sens large du glucose est aussi appel ée « glycosoxydation » (Figure 16) selon

les deux voix :

v/ Soit oxydation au sens strict du glucose, donnant des dérivés carbonyles susceptibles
de réagir avec une protéine, pour aboutir a la formation de « produits finaux de
glycosylation » ou PFG ;

Soit formation d’ une liaison covalente entre un ose et les groupements aminés libres d’ une

protéine : on parle de « glycosylation non-enzymatique des proténes ». Cela forme une

protéine glygquée, qui peut étre attaguée par des ERO telles que HO® ou NO3- pour former
des PFG. (Halliwell et Gutteridge, 2007).

Figure 16: Oxydation au sens large du glucose ou « Glycosoxydation », selon
les 2 voies principales (Halliwell et Gutteridge 2007).
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[11.3. Lesantioxydants:

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans |’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques d ERO (Favier, 2003), retarder ou
prévenir I’ oxydation de substrat (Van Antwer pen, 2006).

Notre organisme réagit donc de fagon constante a cette production permanente de
radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement
puissantes pour détoxifier la cellule (Favier,2003).

Les mécanismes de défense anti-oxydante du corps humain peuvent étre divises en
deux catégories différentes (Pdlli et Lyly, 2003) ; systeme endogene ou les antioxydants
primaires et le systéme exogene ou les antioxydants secondaires. (Figure 17).

Figure 17 : Les systémes de défense contre les radicaux libres
( Kohen et Nyska, 2002)

111.3.1. M écanismes d’action des antioxydants:

Les mécanismes d’ action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’ oxygéene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
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a. Mécanismed’action des antioxydants enzymatiques:
% lessuperoxydes dismutase (SOD) :

Cette enzyme assure I’dimination de I’anion superoxyde, premiere espéce toxique
formée a partir de I’oxygene (Mates et al., 1999 ; Milane, 2004).donc elle catalyse la
dismutation de I’ anion superoxyde en H,O, selon laréaction :

SOD

(20" + 2H s H,0O, + O,) (Servais, 2004).

Elle assure, ainsi, la premiere ligne de défense contre le stress oxydant, et le
mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au ceeur de I’enzyme dont la nature
distinguerales superoxyde-dismutases (M ates et al., 1999 ; Milane, 2004):

- SOD a manganese (Mn-SOD) : protége la mitochondrie.

- SOD acuivre zinc, protége le cytosol (cCu-ZnSOD)

- Laface externe de lamembrane des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD).
- Le plasma sanguin (pCu-ZnSQOD).

+ lescatalase (CAT):

La catalase est une enzyme répartie dans les tissus (Milane,2004 ; Borg et Reeber,
2008). Elle catalyse |a décomposition de H,O, selon laréaction suivante :
(2H,0, —» H,0.0,) (Servais, 2004).
Le H,O, n’a pas de charge a sa surface ce qui le rend trés lipophile et peu réactif en milieu
agueux. Le peroxyde d' hydrogéne peut néanmoins étre considéré comme un dérivé réactif de
I’ oxygéne potentiellement toxique car safaible réactivité, associée a sa capacité a traverser les
membranes biologiques, fait qu’il peut se retrouver a une grande distance de son lieu de
synthése (Marfak, 2003).La CAT est localisée principaement dans le peroxysome, mais elle
se trouve aussi dans le cytoplasme, la GPx et la CAT permettent ainsi I’ élimination de H,0,.
(Servais, 2004).
Toute fois la CAT semble jouer un rdle plus important en présence de forte concentration de
H,O, aors que la GPx prend en charge le hydroperoxydes et H,O, méme en faible quantité,
pour lesquels elle est considérée la source majeure de protection (Avissar et al., 1989 ; Borg
et Reeber, 2008 ; Milane,2004).
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Figure 18 : Enzymes impliquées dans I’ éimination des hydroperoxydes
(Cillard, 2006)

« peroxydase (GSH-Px) : Ses enzymes sont séléno-dépendantes contenant 4 atomes
de sélénium situés aux centres actifs de |I’enzyme sous forme de séénocystéine
(Milane, 2004). Elles se trouvent dans le cytosol, la mitochondrie, le réticulum
endoplasmique et le noyau. Un déficit en sélénium entraine une chute de I’ activité
del’enzyme et une réplétion larestaure (Favier, 2003 ; Servais, 2004). Détruisent
non seulement H,O,, mais aussi les peroxydes organiques toxiques formes par
I’ oxydation des acides gras ou du cholestérol (Favier, 2003).

L'activité de ces enzymes est trés dépendante de |'apport nutritionnel en sélénium et
nécessite la présence de glutathion réduit (GSH) comme donneur d éectron. Le glutathion
disulfite (GSSG) produit est & nouveau réduit par la glutathion réductase qui utilise le
NADPH comme donneur d’'éectron, c'est pourquoi le rapport GSH/GSSG est un index de
I’ état d’oxydation danslacellule (Mateset al., 1999 ; Servais, 2004).

N oy H Oy H
GER-PY L ———
//-' GSH-PX \
fedterthron réduifp 2G5H G550 _f'-'i-'--'-"-i-'!)'-' oXVaE)
2S5 HL L e
\_/ “\\‘_"— B ] -_'_'d—'-r//
/f\ e “““\
NADF NADPH I~ A 1 e B I~ TP

Figure 19 :Enzyme impliguées dans I’ dimination des hydropéroxydes et |e peroxyde
d hydrogene (Favier, 2003)
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b. Mécanismed’action des antioxydants non enzymatiques:
Les antioxydants non enzymatiques réagissent directement avec les agents oxydants et les
désactivent (Servais, 2004).
++ La vitamine E (a-tocophérol) :
a-tocophérol est fixée aux membranes et stoppe la chaine de réaction de peroxydation
des lipides en capturant un radical lipidique (LOO). Lavitamine E devienne alors a son tour
un radical moins réactif que LOO" Et peut étre prise en charge facilement par une autre

molécule antioxydant (Servais, 2004) (Figure 20).

Figure 20: Mécanisme d’ action d’ un anti-oxydant donneur
d’ hydrogene comme le tocophérol (Cillard, 2006)

% La vitamine C (acide ascorbique) : La molécule d'acide ascorbique et sa forme
déprotonée, I'ascorbate (présent majoritairement & pH physiologique), est agent
réducteur. L'ascorbate est un trés bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il
réagit non seulement avec les radicaux hydroxyles OH mais aussi avec |I’anion
superoxyde O, et les radicaux peroxyles RO, en réagissant avec ces divers
oxyradicaux, |'ascorbate (AscH’) est oxydé en radical ascorbyle (Asc™) qui est
relativement inerte vis-avis des matériaux biologiques (Favier, 2003). Par
conséquent, a I'oppose du radical thiyle GS susceptible d’initier de nombreuses
réactions secondaires, le radical ascorbyle Asc™ ne développe pas de réactions
ultérieures dommageables (Gardes et al., 2003). Une propriété importante de
I'ascorbate est la « réparation » possible de deux autres antioxydants, le glutathion
et l'a-tocophérol (a-TH) a partir de leurs formes radicalaires. L'ascorbate est
recyclé, tout au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (Halliwell et
Gutteridge, 2007) (Figure 21).
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Figure 21: Exemple de réaction antioxydantes en chaine mettant en jeu levit Eet C
(Servais, 2004)

% Caroténoides: Les caroténoides sont de grande famille qui regroupe plus de 600
molécules, et la molécule la plus importante et la plus connue des caroténoides est
la B-caroténe(Pastre, 2005). Les caroténoides peuvent agir en tant
gu’ antioxydants selon plusieurs mécani smes.

- lls sont capables de bloguer les chaines de réactions radicalaires, selon les équations

suivantes :

- lls empéchent I'initiation des réactions radicalaires en neutralisant |’oxygene singulet.
(Pastre, 2005).

% Les composés phénoliques:Les composés phénoliques sont des métabolites
secondaires végétaux. |ls peuvent étre définis comme des molécules indirectement
essentielles alavie des plantes (d' ou la dénomination de métabolites secondaires).
Par opposition aux meétabolites primaires qui alimentent les grandes voies du
meétabolisme basal, mais ils sont essentiels dans I'interaction de la plante avec son
environnement ( xu et al . ,2007 ;Mildeet al .,2004).

Ces composes ont tous en commun la présence d'un ou de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles libre ou engagées dans une autre fonction
chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (Kasote, 2013). Les composés phénoliques
peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les plantes, ou bien lui permettant de
résister aux diverses agressions vis-avis des organismes pathogenes. lls participent de
maniére tres efficace alatolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composes jouent
un réle essentiel dans I'équilibre et |’ adaptation de la plante au sein de son milieu naturel,
D'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la base des principes actifs que

I'on trouve dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).
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La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules ssimples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymeérisées (tanins
condensés). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton,
2000). Et cette classification des composée phénoliques se base sur la complexité de leur
squel ette carboné de base (Dai e¢ Mumper, 2010; Mamoudou €t al., 2006)

o Phénols simples: Les phénols simples désignent les composés ayant un seul
cycle phénolique monosubstitué (Bruneton, 1993).

o Acides phénoliques: Les acides phénoliques sont des composes possedant
une fonction acide carboxylique en plus de la fonction phénols (Shahriar,
2010).

0 Lesflavonoides: Ilsconstituent un groupe de plus de 6000 composes naturels,
ils sont considérés comme |les pigments quasiment universels des végétaux.
Tous les flavonoides possédent le méme éément structural de base, a savoir
deux noyaux aromatiques (A et B) et un hétérocyte oxygéné (C)
(Balasundram et al., 2006 ; Tsao et deng, 2004) (Figure22) .

3‘

Figure 22: sguel ette de base des flavonoides (Sar af et al., 2007)

La structure de base des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-
pyrane) mais de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut étre divisé en
plusieurs catégories. Cette division dépend de I” hydroxylation du noyau du flavonoide aussi
bien que du sucre lié. Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, et de ce
fait, possédent le méme éément structural de base, a savoir I'enchainement phenyl-2
chromane. IlIs peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’ oxydation de
noyau pyranique central (Krishna et al., 2001).

La classe des flavonoides ont été isolées et identifiées a partir des milliers des plante
(Forkmann et Martens, 2001), gu’'en divise en plusieurs catégories : Les flavones, les

flavonols et les dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les flavanones, les

¢ 5
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flavanols, les flavanediols (leucocyanidines), les anthocyanidines, les chalcones et les
dihydrochal cones, |es aurones (Dacosta, 2003).
- Localisation et distribution des flavonoides ;

Les flavonoides sont amplement répandus dans le régne vegétal (graines, fleurs,
fruits, feuilles) (Dacosta, 2003). On les trouve aussi chez les Psylotales, les Fougeres,
Angiospermes, Asteraceae ...etc.Les formes hétérosidiques des flavonoides hydrosolubles
s'accumulent dans les vacuoles, et selon les espéces se concentrent dans |’ épiderme des
feuilles, ou se répartissent entre |’ épiderme et le mésophile. Dans le cas des fleures, ils sont
concentrés dans | es cellules épidermiques (Bruneton, 1999).

- Lavoie de biosynthese des flavonoides :

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune et, de ce fait, possedent
le méme élément structural de base, L’ étape clé de la formation des flavonoides est la
condensation, catalysee par la chalcone synthase, d’ une unité phényle propanoide avec trois
unités malonyl-CoA. Cette chalcone est I'intermédiaire caractéristique de la synthése des
divers flavonoides (Bruneton, 1999).

- Activité antioxydante des flavonoides :

Piégeage desradicaux libres:

Tous les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres (Figure23), générés
en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions de notre
environnement (cigarette, polluant, infections... ingérés avec nos aliments), ces COMposés
renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants cellulaires (lipides et

macromol écules) contre le stress oxydant (Bors et al., 1997).

Figure 23: Piégeage des especes réactives oxygenées par | es flavonoides
(Marfak, 2003)

Ils sont de bons capteurs de radicaux hydroxyles OH', I’anion superoxyde O, et

peroxyles RO, (Gardes et al., 2003 ;Milane, 2004). |ls sont donc susceptibles d'inhiber les
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chaines de peroxydation lipidique .Le piégeage des radicaux libre se fait selon la réaction
(Cao et al., 1997 ; Marfak, 2003) :

Flavonoide (OH) + R° — flavonoide (O ') + RH

Ou R représente |’ anion superoxyde, le peroxyle, I’akoxyle ou | hydroxyle.

Chéation desions métalliques:

Les ions de fer (F€®") et du cuivre (Cu®*) sont essentiels pour certaines fonction
physiologiques (soit des constituants des hémoproténes soit des cofacteurs de différentes
enzymes du systéme de défense antioxydants) maisils sont aussi responsable de la production
deradical hydroxyle par |aréduction de pyroxyde d’ hydrogéne selon la réaction suivante :

H,0, + Fe" (Cu™?) » ‘OH+ OH +Fe"(Cu™)

Et les flavonoides sont considérés comme chélateurs de ces ions (Rouibah, 2006). La

Figure24 montre les ééments essentiels pour I'activité antioxydante des
flavonoides(M ar fak, 2003)

Figure 24: Eléments essentiels pour |’ activité antioxydante des flavonoides
(Marfak, 2003)
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V.1. Description de Rhamnus alaternusL:
Rhamnus alaternus L appelé locaement « meliless» est un arbuste toujours vert

(Figure25), Ces feuilles aternes ovoides-lancéolées, longue de 1 a 6m sur 3cm de large

(Belouad, 2001).

Fleurit pendant la fin de I'hiver et les débuts du printemps (Gulias et al., 2004) fleurs
petites d'un jaune verdétre, en grappes axillaires, plus langue que le pétiole ,un calice a 5
lobes lancéol és, pétales nuls, baies petites, rouge puis noires a maturité et des Pulpes brunétre
renferment 4 noyaux (Belouad,2001 ; Lucienne,2013) .ses fruits charnus mdrissent a la fin
du printemps et début de I'été. (Gulias et al., 2004). 1l sagit d'une plante rustique qui pousse
dans une variété de types de sols, y compris les dunes de sable, escarpements et les milieux
riverains et généralement trouvé dans les zones de réception supérieure a 500 mm de pluie
(Further Information, 2006). D’ origine méditerranéenne (Bas et al., 2005 ; Passalacqua et
al.,2006)
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C'est une espéce adaptable difficile, qui tolére le froid, le plein soleil et les périodes

de sécheresse saisonniére (Further Information, 2006).quand elle est séchée , ele se
conservé al’ abri delalumiere, del’humidité et de la poussiere (L ucienne, 2013).
IV.2. Lesnoms vernaculaires de Rhamnus alaternus :

Les noms vernaculaires de nerprun sont indiqués dans le tableau 111

Tableau |11 : Les noms vernaculaires de Rhamnus alaternusL :
Noms (r éférences)
Noms communs Nerprun, bourge épine (L ucienne, 2013)
Nomstargui et kabyle Ajroud;, Khalis n’imidekh Amliles (Belouad, 2001).
Mliless (Belouad, 2001).
Noms arabe Ouchbat €l safar (Said et al., 2002)

Oud € khir (Ben ammar et al ., 2008 ; Ben ammar et al .,
2009)
Alaterne (sanguin blanc) (Anonyme, 2008)

Nomsfrancais — . ,
Nerprun méditerranéen (I zhaki et al. 2002)
Evergreen buckthorn (Bas et al., 2005b ;Affek et Yakir, 2003)
Noms anglais Italian buckthorn ,Mediterranean buckthorn (Anonym, 2008)

IV.3. Laclassification botanique de Rhamnus alaternusL:
La classification botanique de Rhamnus alaternus L est résumeée dans le tableau |V
Tableaul V:Classification botanique de R alaternus (anonyme 2, 2008 ;Yi-ling et pan-kai,
1982).

domaine Eukariota=eucaryote
Réegne Plantae=végétal
Sousreégne Viridaeplantae=plante verte
division Magnoliophyta=plante a fleure
Classe M agnoliopsida=dicotyl édones
Sous classe Rosidae
Super ordre rhamnanae
ordre Rhamnales
famille Rhamnaceae
genre Reynosia
Sousgenre Rhamnus
espéece Rhmanus alaternus L
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IV.4. Composition chimiques de Rhamnus alaternusL :

L’ éude phytochimique sur les extraits de la partie aérienne et les racines de R.
alaternus L a révélé La présence de diverses quantités d' anthraguinones, de coumarines, de
tannins et en particulier des flavonoides (Ben Ammar et al., 2008 ;1 zhaki et al,2002).comme
I’émodine, Chrysophanol, Alaternin et le Physcion qui sont les quatre anthraquinones
aglycone isolés a partir des partis aérienne de R alaternus L (Izhaki et al.,2002). Et ele
contient aussi des flavonoides glycosylés tel que kaempferol 3-O--isorhamninoside,
rhamnocitrin 3-O-[3-isorhaminoside et rhamnetin 3-O-[3-isorhamninoside (Ben Ammar et al.,
2009) et des flavonoide aglycones comme le kaempferol,quercétine et I’ apigénine (Ben
Ammar et al., 2008 ;Ben Ammar et al., 2009).Elle est auss riche en flavones hétérosides
(Stocker et al.,2004) et les coumarines (Ben Ammar et al., 2005) (Figure 27).

Figure 27: Structures chimiques de quel ques anthraguinones et flavonoides de
Ralaternus L. (Bortolomeazzi et al. 2007 ; Jain et Patil, 2010 ; Kawasaki et al.
2010)

La pulpe de Ralaternus est composé principalement d’ eau (68%), des minéreaux
(Fe,Zn, Mn, K, Ca, Mg, P, Cu) dont le plus abondant est le K (12.90%), des lipides, protéines
et les fibres (celulose, hémicellulose et lignine).Les fruits relativement volumineux de R
alaternus contiennent plus d'eau et de P, les fruit de taille intermédiaire contiennent de
lipides, Mg et de Ca et les fruits les plus petites contiennent plus de protéines, K et Zn
(Izhaki et al,2002).
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V.1. Matériel végétal :
V.1.1. Récolte et séchage:

L’ éude a été réalisée sur la partie ariennes de Rhamnus alaternus L, que nous avons
récolté au niveau du Parc National du Gouraya (PNG) la ou a été faites leurs identifications.
La collecte a été faite entre 7H et 11H pendant le mois de décembre 2013 et le mois de janvier
2014.Une fois récoltés (les feuilles de la plante étaient dga nettoyées par les eaux des pluies),
les feuilles fraiches de Rhamnus alaternus ont été séchées al’air libre pendant 3 semaines, puis
transférées a I’étuve a 40 °C pendant 02 jours pour affiner le séchage et pour obtenir un
meilleur broyage et une meilleure extraction .

Aprés séchage, les feuilles et les fleures sont broyées a |’aide d’un broyeur électrique a café
jusgu'al’ obtention d'une poudre fine. Les particules ainsi obtenues apres broyage sont tamisées
sur un tamis de farine puis sur un tamis de diamétre de 250um pour étre str d’avoir une poudre
homogene. La poudre obtenue est conservée dans un récipient en verre et stocké al’abri de la

lumiére et de I’ humidité jusgu’ a extraction (Figur e 28).

Figure 28 : lesfeuilles de Rhamnus alaternus.L

V.1.2.Extrait éthanolique dela partie aérienne:

L’extraction est effectuée par épuisement du matériel végéta selon le protocole
préconisé par Belhattab et al., (2004) Avec de |égéres modifications. L'extrait éhanolique de
la partie aérienne de R. alaternus a été préparé a partir de 300g de poudre (broyat) des fleurs et
des feuilles, qui ont été mises a macérer dans 600 ml d’ éthanol a la température ambiante et a
I’abri de la lumiére pendant 48heures, avec un maximum d’ agitation. La solution obtenue est
filtré 4 fois: une fois sur la gaze, deux fois sur papier Whatman (N°3) et une fois sur du coton,
le filtrat est récupéré (extrait 1). Ensuite, 300 ml d’éhanol ont été gjoutée pour le precipité, et
le mélange a été laissé sous agitation pendant une journée (afin d’avoir une extraction
exhaustive) et ensuite filtré dans les méme conditions, le filtrat (extrait 2) est récupéré. Les

deux filtrats ont éé mélangés et laissés pour évaporation dans une haute a vapeur jusgu’'a ce
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gue le poids de I'extrait reste constant et le taux d'extraction est calculé selon la formule

suivante :

Taux d’extraction (%) = P1/Py X 100

Po: poids de la poudre avant extraction.

P, : poids de !’ extrait sec aprés extraction

Figure 29 : Protocole de préparation de I'extrait éthanolique de la partie aérienne par
macération ( Belhattab et al., 2004).
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V.1.3. Choix deladose:

Les étapes de cette étude ont é&é menées conformément a la directive de I’OCDE
(Organisation de Coopération et de Développement Economiques), Guideline-407, adopté le 03
octobre 2008. Les essais de la toxicité aigué permettent d évaluer les effets toxiques qui
apparaissent dans un temps court (de 01 a 14 jours) apres |I’administration d' une substance.
Afin d é&udier ses effets toxiques possibles ou changement du comportement ainsi que la
mortalité.(Annexe 1)

V.2. Matériel animal :
V.2.1 Elevage des animaux :
L’ éude a été menée sur des rats wistar abinos, pesant en moyenne 250g et obtenues
aupres de |I’animalerie del’ Université Mentouri de Constantine. Ces rats sont installés dans les
conditions standards d'alimentation (aliment granulé standard provenant de L’ONAB (Office
National Alimentation Bétail),El-Kseur de Bejaia), de I’eau de robinet, d éclairage et de
température de I’ animalerie (température moyenne de 22 a 25°C) ; le temps de | adaptation est
de 17 jours.
V.2.2. Traitement des animaux :
Pour I'étude de I'effet hépato protectif et antioxydant de I'extrait éthanolique de
R.alaternus sur latoxicité de Klipal, quatre lots de 5 rats ont été utilisés (Figure 30)
e Lesanimaux de premier lot regoivent I’ eau distillée par voie orae, ces animaux servent
detémoin;
e Les animaux du deuxieme lot recoivent Klipal par voie orale a une dose unique de
500mg/Kg ;
e Letroisiemelot d'animaux est traité par I’ extrait é&hanolique de R.alaternus a une dose
de 500mg/K g pendant 15jours;
e Le quatrieme lot d animaux prétraité par |’ extrait éhanolique de R.alaternus a la dose
geme

de 500mg/Kg par voie orae durant 15 jours, regoit le Klipa au 1 jour a une dose

unigue de 500mg/Kg p.c par voie orde.
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Figure 30 : Répartition des lots

V.2.3. Administration des extraits de plantes :

Les traitements sont réalises avec des extraits éthanolique obtenus 24 heures au plus
au paravent. Les administrations se font par gavage en utilisant une sonde gastrique orae
(Figure 31). Les extraits sont de ce fait on était dissous dans |’ eau distillée (500mg d’ extraits
/kg p.c) (CCPA ,2013). Le comportement et les symptdmes cliniques des rats sont notés
pendant toute la durée de I’ expérience.

Contention de base Gavage

Figure 31 : Contention de base et gavage

V.2.4. Induction del’hépatotoxicité:

L’induction de I'hépathotoxicité a été faite par gavage d'une dose massive (500
mg/Kg) d’un médicament qui se nome Klipal.
Apres avoir écrasé le médicament qui se présente sous forme d’'un comprimé, la poudre
obtenue a été dissoute dans de I'eau distillée. Le mélange a été rapporté sur un agitateur
pendant 10min puis laissé au moins une nuit avant de I’administrer a I’animal par gavage

(pour avoir une bonne dilution de la poudre).
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V.2.5. Prédlévement du sang et desorganes:

< Prélevement du sang:

Le sang a était prélevé par une ponction cardiaque; ce prélévement peut étre effectué

seulement sur un animal que |’ on euthanasie. |l permet de prélever la dose maximum de sang.

Les étapes (Figure 32) sont comme suit :

Anesthésier le rat par le chloroforme ;

Bien fixer sur lasurface detravail ;

Ouvrir I’'animal, en adlant de laligne médiane en bas de I’ abdomen ou se situe
lavessieverslajugulaire;

Insérer I'aiguille dans le cceur de I’animal avec un angle de 30° puis tirer
doucement le piston et retirer tout le sang (environ4.5 ml) de I’animal.

le sang a été centrifugé au niveau de I’animalerie de I’université A/mira; le
surnagent est récupéré dans des eppendorfs et transféré au laboratoire
d analyses médicales MOUALEK .F la ou ont été réalisees les anayses

biochimiques du sang.

Anesthésie Fixation Dessiccation Ponction

cardiaque

Figure 32 : les différentes étapes de sacrifice del’animal
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s Prélevement des organes (Foie) :
e Aprésl’euthanasiedel’animal ;
e Prélévements des organes (lefoie) ;
¢ Rincage des organestrois (3) fois dans|’ eau physiologique (0.9% NaCl)
e Epuration des organes d’ exces d’ eau en utilisant un papier absorbant
e Peséedesorganes (foie)
e Cadcule du poids relatif (Pr) du foie pour chague lot exprimé en pourcentage selon la

relation suivante :

Pf
Pr% = —— X100
Prat

Pr : poidsrelatif
Pf : poidsdu foie
Prat : poidsdu rat
e Conservation des organes dans le congéateur (- 4°C)
% Préparation del’homogénats:
e 1g de foie de I'anima brouille a I'aide d'un mortier en présence des glacons pour
maintenir latempérature froide (-4°C) ;
e Raouté 9ml de KCI (1.17%) ;
e Filtration sur une bonde agaz ;

e Récupération de I’ homogeénats.

V.3. Etudes|In vitro sur I’extrait é&hanolique de R.alaternusL:

V.3.1. Analyses phytochimiques:

V.3.1.1.Dosage des poly-phénols totaux :

e Principe: Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Follain-Ciocalteu.

Ce dernier est composé d’ un mélange jaune d’ acide phosphotungstique (HsPW12040) €t
d acide phosphomolybdique (H3PM1204) qui se réduit (Gervaise.2004). Dans un
milieu alcalin le Follin-Ciocalteu réagit avec les composés phénoliques cette réaction
est basée sur I’ oxydation des phénols et |a réduction des hétérocycles et la formation

d’ un complexe molybdene-tungsténe. (Socha et al ., 2008) .

p——
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e Modeopératoire:

Afin d'estimer la quantité des polyphénols totaux contenue dans I’ extrait

de

R.alaternus notre choix s est porté sur le protocole de Yap et al.,2009 illustré dans lafigure 33.

Figure 33 : Protocole expérimental de dosage des poly-phénols

totaux (Yap et al.,2009)
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V.3.1.2. Dosage des flavonoides:
e Principe: Les flavonoides forment des complexes jaunatres en présence du chlorure
d’ aluminium, grace aux groupements hydroxyles libres (Ribéreau-Gayon, 1968)
Ains la couleur jaune obtenue est proportionnelle a la quantité des flavonoides dans
I’extrait (Berset, 2006).

e Mode opératoire: Le contenu en flavonoide des extraits a été déterminé en suivant le
protocole de Quettier-Deleu et al. (2000), avec quelques modifications. A température
ambiante, 1 ml de la solution d’ extrait est gjouté a 1 ml d une solution de chlorure d’aluminium
(2%), le tout bien mélanger. Apres incubation pendant 15 min, la mesure de |’ absorbance a été
effectuée a 410 nm contre un témoin préparé suivant la méme méthode, sauf que |’ extrait est
remplacé par le solvant.

V.3.2. Evaluation del’ activité anti-radicalaire contreleradical DPPH :

e Principe: Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH) est rédisé par la
méthode décrite par Ammar et al., (2009) qui permet de mesurer le pouvoir réducteur
par le calcul de la Concentration inhibitrice a 50 % (CI50) des substances antioxydantes
contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui devient

jaune quand il est réduit par un donneur de proton H”.

DPPH° +AH > DPPH-H +A°

OU AH est un composé capable de céder un H* au radical DPPH.
e Modeopératoire:
La mesure de I'activité scavenging du radical DPPH a été effectuée en suivant le

protocole de Ammar et al.,(2009) (figure 34 ) avec quelques modifications.
La solution de DPPH est réalisé en a joutant 4mg de DPPH avec 100ml de méthanol, 5ml de
la solution de DPPH est mélangée avec 50ul de chaque dilution de différentes concentrations
de I'extrait de Ralaternus. Le mélange est incuber 30 min a I'abri de la lumiére et a
température ambiante. Lire I’ absorbance a 517 nm sur un spectrophotometre contre un contréle
qui contient la solution de DPPH seul.
Répéter les mémes opérations, en remplacant I’ extrait de R. alaternus.L par le BHT comme
substance de référence.
L’évauation de I'activité anti-oxydante en utilisant la méhode DPPH est exprimée en

pourcentage d’ inhibition selon larelation suivante :
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% Inhibition = [(Abs Control - Abs Extrait) / Abs Control] X 100

Abs : absorbance

Le pourcentage d'inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la CI50, sachant que la
CI50 est la concentration d’ extrait nécessaire pour I’ obtention de 50% de la forme réduite du
radical DPPH®.

Figure 34 : Protocole de test DPPH (Ammar et al., 2009)
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V.4. Etude Invivo del’extrait éthanolique de R.alaternusL :
V.4.1. Evaluation destaux de malondialdéhyde (MDA) :
e Leprincipe:

Laméthode la plus utilisée pour I’ estimation in vivo de la peroxydation des lipides dans
les systémes biologiques est le dosage du malonyldialdénhyde (MDA) par la réaction de I’ acide
thiobarbiturique(TBA).

Le principe de ce test ¢’ est la détection d' une réaction chimique secondaire d’ une molécule de
MDA (un radicale libre A°) avec deux molécules d acide thiobarbiturique (TBA) pour donner

un pigment de couleur rose (Figure 35).(Okhawa et al., 1979).

SH

i 0 s

N OH OH_N
i T Y
CH, + 2 N — N _t=c—c=Cc— N
L. I H H H

Figure 35 : Réaction de MDA avec le TBA (Okhawa et al., 1979)

e Modeopératoire:
Lamesuredel’ MDA a été effectuée en suivant e protocole Okhawa et al., (1979) .

Lesréactifs utilisés dans cetest sont :

* Acide thiobarbiturique (TBA) 0.67%

» Acid trichloroacetique (TCA) 20%

* n- Butanol 4 ml / tube

e Homogenat (foie) 0.5 ml / Echantillon
« KCI 1.17%

Les étapes de ce test sont résumées dans le tableau V
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Tableau V: les éapes de protocole de "M DA selon Okhawa et al., (1979).

Lesréactifs blanc Echantillon
Homogénats - 0.5ml
TCA (20%) 0.5ml 0.5ml
TBA (0.67%) 1ml iml
Eau digtillé 0.5ml -

Bain mari pondant 15min puisrefroidissement

n-Butanol 4ml 4ml

Centrifugation 3000 tour s pondant 15 min

Récupération de surnagent

L ecture sur spectrophotométre visible a 530nm

Le MDA est calculé selon laregle suivante :

LAIDOW LYLLFAL M \11 AL LY 5 lJ\}J.UD Ui LLJOW }'

P (poids de tissu)

F : facteur de dilution
P : poids detissu

Tissu : lefoie
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V.4.2. Evaluation del’ activité enzymatique de la catalase cytosolique :
e Leprincipe:
Le principe de cette évaluation ¢’ est la dégradation de H,O, pour donner le H,O en
présence de la catalase dans une température de 25°C selon le mode d'action qui suit
(Clairborne, 1985)

CAT

La catalase est localisée principalement dans les peroxysomes ; mais €elle se trouve
auss dansle cytoplasme (Sandalio et al., 2001)
e Modeopératoire:
Lamesure de la catalase (CAT) a été effectuée en suivant le protocole de Clairborne (1985)
Lesréactifsutilisés dans ce test sont :
» Hydrogen Peroxide (H20,) 19mmol /|
* Homogénat (foie) 50 ul / Simple

La mesure de I'absorbance (Abs) de la CAT a éé effectuée en suivant le protocole
Clairborne (1985) (figure 36) avec quelques modifications.
Apres avoir mesuré I’Abs nous avant mesuré I'activité de la CAT avec la formule

suivante :

T : constance du temps
Absl : absorbance atemps1
Abs2 : absorbance atemps?2
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Figure 36: Protocole expérimental du test de la catalase selon Clair bor ne (1985)
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V.4.3. Evaluation destaux dela bilirubine:

Méthode colometrique décrite pour la premiére fois par Jendrassik et Grof en
1938 lapremierefois.
L’ acide sulfanilique réagit avec le nitrite de sodium pour donner de I’acide sulfanilique
diazoté. En présence de diméthyl sulfoxyde (DMSO), la hilirubine totale(TBIL) se couple
avec |’ acide sulfanique diazoté pour donner I’ azobilirubine. Le dosage de la bilirubine directe
(DBIL) sefait en I’ absence de DM SO(Biomagr ébe.2003).

Labilirubine totale (T BIL) , autrement dit la somme de la bilirubine indirecte (I BIL) et de la
directe (D BIL), se situe entre 3 et 11mg/l. . L’indirecte est compriseentre2 et 7 mg/ | et la
directe, entre 1 et 3mg/l A priori. (Gloaguen, 2005).

e Modeopératoire:

La mesure de T BIL a éé effectuée en suivant le protocole proposé par laboratoire
RANDOX(2013) avec quelques modificationssur la quantité des réactifs ; les différentes
étapes de ce protocole sont résumées dans tableaux VI .

e Matériesutilisée:

- Micropipettes : 50ul, 200ul, 1ml et 2ml ;
- Chronométre pour calculer le temps;;
- Bain marie et un thermomeétre pour maintenir latempérature souhaitable ;

- Randox Bilirubine réactives (Annexell) .

Tableau VI : labilirubinetotale (RANDOX ,2013)

Blanc Echantillon
Réactif 1 200yl 200l
Réactif 2 - 50ul
Réactif 3 1000pl 1000pl
Simple 200ul 200ul
Méange et incubation 10min / 20-25°C
Réactif 4 1000pl 1000pl

I ncubation 5-30min
L ectur e 560-600nm
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e LaTBIL estcalculésdon laformulesuivante:
T BIL (umol/l) = 185 X Abs (578nm)
T BIL (mg/dl) = 10.8 X Abs (578nm)

V.4.4. Evaluation destaux desproténestotales (PrsT) :
e leprincipe:
La proténe présente dans I’ échantillon réagit avec lesions cuivre en milieu alcalin, pour
donner un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie.
e Modeopératoire:
Lamesure de Prs T a été effectuée en suivant le protocole proposé par le laboratoire
Spinreact (2008) (Annexe I11) avec quelque modification ; les différentes étapes de ce

protocol e sont résumeées dans le tableau V1.

Tableau VII : Protéinestotales (Spinreact,2008)

Blanc Standard Simple
R (ml) 1 1 1
Standard (ul) - 25 -
Simple (pl) - - 25

Méange et incubation 5-10min / 37°C

Lecture540 nm

% Laprotéinetotale est calculée selon laformule suivante :

Abs Echantillon
Pre T a/dl = X 7 (canctante da ctandard )
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VI1.1. Résultatsdel’étude In vitro del’extrait éthanolique de R.alatrnusL:
VI1.1.1. Taux d’extraction :

Une macération a été réalisée sur la poudre des parties aériennes (fleurs et feuilles) de
Rhamnus alaternus avec |’ é&hanol, apres extraction de 300g de I’ échantillon et évaporation du
solvant du filtrat, nous avons obtenu un extrait qui correspond a un rendement de 13,22%. Ce
rendement est moyennement élevé par rapport a celui obtenu par Ljubuncic et ses

collabor ateur s (2005) en utilisant comme solvant |’ eau distillée qui est de I’ ordre de 8%.

V1.1.2. Evolution d’analyses phytochimiques:
V1.1.2.1. Taux des poly-phénolstotaux :

Les composés phénoliques constituent une classe principale des antioxydants
présents dans les plantes et sont généralement quantifiés par une méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu (Kanatt et al., 2007 ).

Le Tableau VIII montre la teneur en composés phénoliques totaux de I’extrait
éthanoligue de R. alaternus exprimée en mg équivalent d’acide gallique en se référant a la
courbe d’ éalonnage figur e 37

TableauVII1: lateneur en composés phénoliques totaux de I’ extrait é&hanolique de R.
alaternus exprimée en mg équivalent en acide gallique.

Equivalentsen mg d’acide gallique /g d’ extrait sec 0.585 0.585 0.614

Moyenne d’équivalent en acide galliqgue (mg/ml) 0.594 +0.013

La teneur en composés phénoliques totaux montre que I’extrait éthanolique de R.

alaternus contient environ 59.46 +0.013% d’ extrait sec.

1,8 -
16 1 y = 16,331x
1,4 - R? = 0,9943
1,2 -

1 .
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T . . .

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Absorbance a 765 nm

Concentration mg/ml

Figure 37 : Courbe d' étalonnage pour |e dosage des polyphénols totaux en utilisant
I’acide gallique.
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VI1.1.2.2. Taux desflavonoides:

Lors du dosage des flavonoides, apres I’addition d AICI3 et apres incubation une
couleur jaunétre est obtenue dont I'intensité est proportionnelle a la concentration de I’ extrait
éthanoligue de la plante, ce qui confirment |a présence des flavonoides dans I’ extrait
éthanoligue delapartie aérienne de R. alaternus L.

La teneur en flavonoides de I’ extrait éhanolique exprimée en mg équivalent de
quercétine obtenue a partir dela courbe d étalonnage Figure 38.

La teneur en composés flavonoide montre que I'extrait éthanoligue de R
alaternus contient environ 48.38+0.58mgEQ /g d'extrait sec. Donc, les feuilles de R
alaternus sont trés riches en flavonoides polaires, ce taux est méme tres inférieur a celui
rapporté par Ben Ammar et ses collaborateurs (2007) qui ont démontré que |’ extrait

méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient environ 283+11mg EQ /g.

0,7 1
y = 0,024x &

Absorbance a410 nm

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentration en pg/mi

Figure 38 : Courbe d' étalonnage pour |e dosage des flavonoides en utilisant la
quercétine.

45

i
| —




Chapitre VI Résultats et discussions

V1.1.3. Activité anti-radicalaire contreleradical DPPH :

L’ extrait éthanolique de la plante R. alaternus L a montré une activité anti radicalaire
contre le radical DPPH dépendante de la concentration de |’extrait éthanolique, par
diminution de couleur violette de la solution DPPH.(Figure 39 ) La comparaison de |’ activité
scavenger du radical DPPH de I’ extrait et des standards (acide gallique et quercétine) (montre
une activité anti-radicalaire dépendante de la concentration. A chague fois que la
concentration augmente, le pourcentage dinhibition augmente. Par exemple, a la
concentration de 40ug /ml, on a un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 61.68% et a
100pg/ml, le pourcentage atteint 83.09%. On remarque que méme a des faibles
concentrations, |’ extrait montre un pourcentage d’ inhibition important, ce qui nous permis de
déduire que les composés phénoliques contenu dans I’ extrait méthanolique des feuilles de R.

alaternus sont tres efficace comme antioxydants

effet scavenegr del'éxtrait méthanolique vis-a-visderadical
DPPH

% d'inhibition

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentrations (ug/ml)

Figure 39 : Effets Scavenger contre le radical DPPH de I’ extrait éthanolique de
R.alaternus L adifférentes concentrations

Les CI50 de I’acide galique et de la quercétine (Figured0) sont respectivement de
I”’ordre 1,79ug/ml et 2,04ug/ml. Ils sont largement inférieurs a celui de I extrait méthanolique
(37,97ug/ml), donc I'acide gallique et la quercétine présentent une grande activité

antiradicalaire. De méme, |’ extrait présente une bonne activité antiradicalaire contre le DPPH.
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120 +

100 -
0

80

—o—Acide gallique
=—Quercéine

% d'inhibition
3

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentrations (pug/ml)

Figure 40: Pourcentage d’ inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration en acide gallique et quercétine.

V1.2. Résultatsdel’ étude In vivo del extrait é&hanolique sur I'animal (foie et sang):

V1.2.1. Evolution des symptomescliniques :
Durant les 15 jours de cette expérience, des changements comportementaux et des

symptémes cliniques ont été observés; letableau | X lesrésumes.

D’ apres le tableau IX , on constate que notre plante a un effet sur le systeme nerveux
(somnolence et relaxation de I’animal) et sur |’ appareil digestives cela a été constaté lors de
I”augmentation de la quantité de la nourriture, la couleur des urines et sur la consistance des
selles.

D’un autre coté, la couleur et la densité du sang qui a augmenté dans les lots 2 et 4 (traité;
traité et intoxiqué) signifier que peut étre il y a une augmentation des globules rouges (pour la

couleur) et une augmentation des protéines (pour la densité).
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Tableau 1X: changements comportementaux et symptomes cliniques :

Caractéristique Lot Lot Lot Lot traitéet
Négative traité intoxiqué intoxiqué
Lanourriture + +++ + ++
Lesselles Ferme Péteuses/diar Ferme Péteuses/diar
rhées rhées
Lesurines Jaune Rouge brun Jaune Rouge brun
Lepoids + ++ + ++
Comportement différant - + - +
Salivation - - - -
Léhargie - - ++ 0
Somnolence + +++ + ++
Densité du sang + St 0 St
Couleursdu sang + +++ + +++

V1.2.2. Evolution des effets de klipal et de I’extrait éthanolique de R alaternus L sur le

poidsrelatif du foie pour lesdifférentslots:

Les résultats obtenus lors du calcule des poids relatif du foie pour les lots, représenté

sur histogramme (figure 41) ; sont significativement différents. Grasse a cette histogramme

on peu déduire :

e |l yaeuuneintoxication du foie par Klipal et celaest exprimé par la diminution du

% poids relatif du foie (Pr) dans le lot intoxiqué (2.89% =+ 0.5) comparant au lot

témoin (3.21% + 0.34) .

e Un bien fait hépatique par I’extrait éhanolique exprimeé par I’ augmentation du % Pr

danslelot traité (3.65% * 0.2) comparant au lot témoin (3.21% + 0.34).

e Une protection hépatique (effet anti-intoxication) est survenue grasse a |’ extrait

éthanolique de R. alaternus et cela est exprimé par |’ augmentation du % Pr dans le lot

traité et intoxiqué (3.15% + 0.4) comparant au lot intoxiqué (2.89% +0.5) .
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Poids relatif du foie (%)
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les lots

Figure 41 : représentation graphique des pourcentages de poids relatif
des différant lots

V1.2.3. Evolution destaux de malonyldialdehyde (M DA) destissus hépatiques:

Les résultats représentées sur lafigure 42 montre que le taux de I'MDA des
rats du lot intoxiqué est nettement élevé (20.43 nmol/g + 0.04) comparé aux taux de I’'MDA
des rats du lot témoin (10.86+0.005). Cette augmentation ne peut Sexprimer que par
I"intoxication de ces différents lots par le paracétamol qui a poussé a I’apparition de
phénomene de I’ oxydation lipidique.

Ces résultats montrent aussi une diminution significative du taux de I’MDA chez les
rats du lot traité (4.89nmol/g + 0.005) et une diminution chez les rats du lot traité et
intoxiqué qui égale & 3.80nmol/g £+ 0.01.

De celaon peut déduire que I’ extrait éhanolique de la plante R.alaternus a un effet principal
sur ladiminution du taux del’MDA dansletissu ou il aun réle d’ un anti oxydant

Si on considere le taux de I’'MDA des rats du lot témoin comme référence, on peut
estimer ladiminution du I’MDA chez les rats du lot traité de 55% et de 65% pour les rats du
lot traité et intoxiqué par apport au lot témoin ; I’ augmentation de ce taux chez les rats du lot
intoxiqué est arrivé a 88 .12% presgue le double du taux de I’ MDA chez les rat du lot témoin.
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Figure 42 : Représentation graphique d MDA pour les différents
lots

V1.2.4. Evaluation del’activité de la catalase (CAT):

Les résultats des absorbances obtenue apres avoir testé les différents foies de chaque
lots nous a permis de calculer laCAT exprimer en unité international (U.1). (figure 43)

Cesrésultats de I’ analyse statistique des effets d’ activité de cette enzyme chez les rats
montre une forte activité chez les rats du lot intoxiqué (37.9* 10 U.I +0.5) comparants aux

rats des lots : témoin et lot traité et intoxiqué qui égale respectivement : 7.46*10° U.| +0.34

et de 6.0210° U.I +0.4. Contrairement aux rats du lot traité cette activité est trés basse elle
ne dépasse pas 2.85*10° U.l +0.2.
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Figure 43 : représentation graphique de la catal ase exprimé en
U.1X107
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V1.2.5. Evolution du taux delaBilirubine:

Les résultats de dosage de la bilirubine sont représentés dans la figur e 44 exprimée en
mg/dl du sang de |’animal .

L’ éude montre qu'il y a une diminution remarquable dans les concentrations
plasmatiques de la BIL chez lesrats du lot traité avec |’ extrait éthanolique (2.25 mg/dl + 0.5)
comparent aux rat du lot témoin qui est de 3.75 mg/dl £ 1.25.d"' un autre coté aussi il y a aussi
une augmantation chez les rats du lot intoxiqué (8.5mg/dl + 0.76) comparent aux rats du lot
intoxique et traité (5.5mg/dl+ 0.5).

Cette élévation du taux de la bilirubine est causé peut étre par hémolyse ou bien par
une pathologie du foie ou lors d’une obstruction biliaire (calcul, cancer du pancréss,

inflammation de lavésicule biliaire...) di a notre substance toxique (Klipale)

Bilirubine
_10
k=
S 8
E 6
c
s 4 1
>
z . ~
-5 O T T T 1
témoin intoxiquée traié traité et
intoxiqué
leslots

Figure 44: Représentation graphique des résultats de la
Bilirubine pour les différents lots exprimés en mg/dl du sang

VI1I1.2.6. Evolution du taux desproténestotales:

Les résultats obtenus lors du dosage des PrsT de plasma sanguine de différents rats
de chaque lots, représenté sur histogramme (figure 45) ; sont significativement différents.
Grasse a cette histogramme on peu déduire :

e |l yaeuuneintoxication du foie par Klipal et celaest exprimé par la diminution du
taus de PrsT dans le lot intoxiqué (56.5g/dl + 1.5) comparant au lot témoin (64.5g/dl
+2.82).

e Un bien fait hépatique par I’ extrait éthanolique exprimé par |’ augmentation du PrsT
danslelot traité (74.25¢/dl + 3.05) comparant au lot témoin (64.5g/dl + 2.82).
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e Une protection hépatique est survenue grasse al’extrait éthanolique de R. alaternus
et cela est exprimé par I’augmentation du PrsT dans de plasma des rats de le lot
traité et intoxique (68.66g/dl + 2.19) comparant au lot intoxiqué (56.5g/dl +£1.5).

proténestotales
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leslots

Figure 45 : Représentation graphique des résultats de la protiénes
totales pour les différents lots exprimés en g/dl du sang
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Discussion

R. alaternus est une plante trés répondue dans le nord de I’ Algérie et vu son utilisation
loca comme plante médicina, elle présente un grand intérét pharmacologique. Elle est
caractérisée par |'abondance de nombreuses substances, doués d’ activités biologiques et joue

un role clé dans la prévention et | e traitement de nombreuses mal adies.

Notre présent travail est consacré a |’étude de I'extrait éthanolique de la partie
aérienne de Rhamnus alaternus, d’une part, caractérisation physico-chimique et étude de la
capacité antioxydante et anti-radicalaire. D’autre part, |'éude de I'effet sur la toxicité
hépatique induite par le Klipal. Ainsi, notre éude nous a permis d’ émettre les résultats

suivant :

Le protocole d extraction appliqué est de type liquide-solide, par I’éthanol. Le taux
d’extraction est de 13,22%. Ce rendement est moyennement éleve par rapport a celui obtenu
par Ljubuncic et ses collaborateurs (2005) en utilisant comme solvant I’ eau distillé qui est
de !’ ordre de 8%.

L’ évaluation du contenu en polyphénols totaux par la méhode de Folin-Ciocalteu a
montré que |’ extrait contient environ 59.46 £0.013% d’ extrait sec. Le dosage des flavonoides
par la méthode de réduction de chlorure d’ aluminium a donné un taux 44.5+0.016% d’ extrait
sec. Ce taux est méme trés inférieur a celui rapporté par Ben Ammar et ses collaborateurs
(2007) qui ont démontré que I’ extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie
contient environ 283+11mg EQ /mg.

L’ extrait éthanolique de la plante R. alaternus a montré une activité anti radicalaire
contre le radical DPPH. La comparaison de |’ activité scavenger du radical DPPH de I’ extrait
et des standards (acide gallique et quercétine) montre une activité anti-radicalaire dépendante
de la concentration. Par exemple, & la concentration de 40ug /ml, on a un pourcentage
d’inhibition de I’ ordre de 61.68% et & 100ug/ml, le pourcentage atteint 83.09%. On remarque
gue méme a des faibles concentrations, |'extrait montre un pourcentage d inhibition
important, ce qui nous permis de déduire que les composés phénoliques contenu dans |’ extrait
méthanolique des feuilles de R. alaternus sont tres efficace comme antioxydants. Lavaleur de
CI50 calculé pour I’ extrait de R. alaternus est de I’ ordre de 37,97ug/ml. Cette valeur obtenue
est élevée par rapport a celles rapportées dans les études réalisées sur I’ extrait méthanolique
des feuilles de R. alaternus de Tunisie qui est de I’ordre de 25,38ug/ml (Ben Ammar et
al.,2005). Cette différence pourrait s expliquer par la nature des composés phénoliques
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contenus dans I’ extrait qui est influencé par la période de récolte (mai - juin), sachant que
notre échantillon a éé récolté au mois de mars. Comme €lle pourrait s expliquer aussi par la
différence des conditions climatique et celles du sol ou la plante est cultivée.

L' éude de I'effet de I'extrait éhanoligue de Rhamnus alaternus sur la toxicité
hépatique induite par le Klipal chez les rats Wistar a une dose de 500mg/kg a montré que cet
extrait a un bien fait hépatique exprimeé par |’augmentation du pourcentage relatif de foie
dans le lot traité 3.65% * 0.2 comparant au lot témoin 3.21% + 0.34, et un effet protecteur
hépatique exprimé par |’augmentation du pourcentage relatif de foie dans le lot traité et

intoxique 3.15% + 0.4 comparant au lot intoxiqué 2.89% +0.5.

En effet, dans la médecine traditionnelle, R. alaternus a éé employée en tant que
digestive, diurétique, laxative, hypotenseur et pour le traitement des complications hépatiques
et dermatologiques (Ben Ammar et al., 2007 ;Ben Ammar et al., 2009 ,Bhouri et al., 2012 ;
Izhaki et al., 2002 ). Efficace contre I’ictére hépatique, les maladies du foie et du pancréas
(Lucienne , 2013). L’écorce de la racine ou du tronc de R.alaternus sont utilisés
avantageusement contre la jaunisse (Belouad,2001). Les fruits de R.alaternus renferme un
principe actif, larhamnine, qui leur donne des vertus purgatives, elles constituent en effet, un

purgatif trés énergique et d'un emploi sir (Belouad,2001).

Dans les analyses sanguines effectués, Les résultats de dosage de la bilirubine sont
exprimées en mg/dl du sang de I’animal montre qu’il y a une diminution remarquable dans les
concentrations plasmatiques chez les rats du lot traité avec |'extrait éthanolique de
2.25mg/dI+0.5 comparent aux rats du lot témoin qui est de 3.75 mg/dl = 1.25, d’un autre coté
une augmentation chez les rats du lot intoxiqué 8.5mg/dl + 0.76 comparant aux rats du lot
intoxiqué et traité 5.5mg/dl+ 0.5 donc cet extrait a diminué la toxicité provoqué par le klipal
et pour les résultats de dosage des protéines totales montre une augmentation dans les
concentrations plasmatiques chez les rats du lot traité avec | extrait éthanolique de
74.25mg/dI£0.5 comparent aux rat du lot témoin qui est de 65.5 mg/dl + 2.82, d’ un autre coté
une diminution chez les rats du lot intoxiqué 56.8mg/dl + 1.5 comparent aux rats du lot
intoxiqué et traité 68.66mg/dl+ 2.19 donc notre extrait éthanoligue a un effet sur

I”augmentation des protéines totales plasmatique ce qui facilite I’élimination de la toxique.

La peroxydation lipidique, est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés

des membranes cellulaires ce qui entraine la génération de nombreux produits de
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dégradation. L’MDA, I'un de ces produits, qui a été éudié largement comme un indice de la
peroxydation lipidique et en tant que marqueur de stress oxydatif. La mesure de I'acide
thiobarbiturique des substances réactives (TBARS) a é&té largement utilisée dans les éudes de
I'activité de la peroxydation lipidique. Les résultats de notre étude ont montrés que |’ extrait
éthanolique de R. alaternus possede une activité antilipoperoxydative. Ces résultats sont

conformes aux résultatsin vitro de Ben Ammar et al., 2009.

Notre extrait a montré aussi une diminution de I’ activité de I’enzyme de la catalase ;
dans le lot intoxiqué 37.9%10° U.I +0.5, dans le lot traité et intoxiqué 6.02*10° U.| +0.4
contrairement aux rats du lot traité, cette activité est tres basse elle ne dépasse pas
2.85*1073U.1 +0.2, cette baisse explique que notre plante peut étre a une capacité de saccager
et vulnérabiliser cette enzyme. une déficience en Fer qui est un constituant du site actif de
cette enzyme (Jurcsuk et al., 2004) soit a sa photo-inactivation (Sandalio et al., 2001).
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Conclusion et per spectives

La majorité des médicaments actuels sont des copies concentrées de remedes
végétaux. Notre pays est doté d’ une biodiversité végétale immense, qui reste a découvrir ; une
grande partie de cette flore est constitué par des especes médicinales.

Ce document a porté :

e Dans un premier, a I'identification in vitro des groupes phytochimiques et a
I"’évaluation de I’ activité anti-radicalaire qui caractérisent |’ extrait éthanolique de la
partie aérienne de notre plante a savoir : un rondement de 13.22% , composents
phénolique 59.46 +0.013% ; taux flavonoides 48.38+0.58mgEQ /g d’ extrait sec ; IC50
37,97ug/ml ;

e Dans un deuxiemes temps la recherche d' activité biologique et les potentialités que
peut avoir cet extrait in vivo a savoir les capacités: anti-hépato-toxique, anti-

oxydantes et anti-lipoperoxydative .

En fin, les antioxydants naturelles des especes végétales locales et particulierement
ceux provenant de Rhamnus alaternus L peuvent étre tres utiles pour renforcer I’ organisme
dans le cas de situation de stress oxydatif et de prévenir les différentes pathologies hépatique
survenues suite a une attaque radicalaire. Par ailleurs, Il serait nécessaire :

1. D’isoler et de caractériser la ou les molécules potentiellement anti-hépato-toxique et
antioxydantes des fractions les plus actives.

2. D’ éudier les autres activités biologiques (in vivo) de I’ extrait a savoir : effet anti-
inflammatoire, antimutagéne, anti-cancérigene... .etc.

De déterminer latoxicité et de préciser les doses LD50 sur des modél es ani maux.

D’avoir une animalerie équipée et des techniciens formeés dans |’ élevage des animaux

de laboratoire.
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Annexes



Annexel : Taux et latence de mortalité apres une dose unigque de |’ extrait ethanolique de

RalaternusL :
Dose (mg/kg) | Nombre d’animaux par lot Mortalité L atence de mortalité
0 5 0 0
1000 5 0 0
2000 5 0 0
5000 5 0 0




Résumé:

Rhamnus alaternus L (Nerprun méditerranéen) appelée localement (Melilésse) est une
plante herbacée distribué le long du bassin méditerranéen, L’efficacité de cette plante a été
prouvé en médecine traditionnelle, elle est utilisée comme purgative, laxative, diurétique, anti
hypertensive, dépurative, et pour des maladies de foie ...ect. Ces différentes applications nous
a conduit a identifier ses composantes phytochimiques comme I’ évaluation du contenu des
polyphénols totaux, de ce la en adoptant la méthode de Folin-Ciocateu qui révele une
présence des quantités moyennement importantes en polyphénols. De méme nous avons dosé
les flavonoides par la méthode d’ AICI3 qui nhous méne a conclure que cette plante contient
une quantité considérable de flavonoides .Le potentiel antiradicalaire de extrait éthanolique a
été déterminé par la méthode de DPPH dont les résultats montrent que notre plante possede
une bonne activité antiradicalaire. L' éude de I'effet de I’ extrait éthanolique de Rhamnus
alaternus L sur latoxicité hépatique induite par le Klipal chez les rats Wistar par une dose de
500mg/kg a montré que cet extrait a un bon effet protecteur hépatique. Au cours de cette
étude nous avons réalisé également analyses sanguines sur les rats wistar albinos et par une
comparaison entre eux on arévélé que I’ éxtrait ethanolique a diminué la toxicité provoqué par
le klipal et une augmentation des protéines totales plasmatique ce qui facilite I’éimination de
latoxique.

Mots clés: Rhamnus alaternus L, activité antiradicalaire, toxicité hépatique, Klipal.

Abstract::

Alaternus Rhamnus (buckthorn Mediterranean) called localy (Mélilésse) is a
herbaceous plant distributed along the Mediterranean basin, the effectiveness of this plant has
been proven in traditional medicine, it is used as purgative, laxative, diuretic, anti
hypertensive, depurative ... ect. These applications has led us to identify its phytochemicals as
evauating the content of total polyphenols, this here by adopting the method of Folin-
Ciocalteu which reveals the presence of moderately large quantities of polyphenols. Similarly
we assayed flavonoids by the AICI3 method that leads us to conclude that this plant contains a
considerable amount of flavonoids. Antiradical potential of the ethanolic extract was
determined by the DPPH method, the results show that our plant has good anti-radical
activity. The study of the effect of the ethanol extract of Rhamnus aaternus on hepatotoxicity
induced by Klipa in Wistar rats with a dose of 500mg/kg showed that this sample has a good
protective effect hepatic. In this study we also conducted blood tests on Wistar abino rats and
compared them it was revealed that the ethanol extract decreased the toxicity caused by Klipal
and an increase in total plasma protein that facilitates the elimination of toxic.

Key words: Rhamnus alaternus L, antiradical activity, liver toxicity, Klipal.
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