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Introduction

Le foie est la plus grande glande du corps assurant une multitude de fonctions
nécessaires au maintien d'une homéostasie physiologique normale (Juza et pauli, 2014). En
tant qu'organe majeur du métabolisme intermédiaire, il est exposé a une variété d’agressions
métaboliques dues a des maladies et xénobiotiques a savoir, les médicaments de résistance a
I'insuline, les toxines, les produits microbiens, etc. L'une des conséquences de ces agressions

est le développement de la stéatose hépatique non alcoolique (Shetty et al., 2010).

La NAFLD est la cause la plus fréquente de maladies chroniques du foie dans le
monde, avec une prévalence mondiale de 25,2 % (Younoussi et al., 2019). Elle est définie
comme un éventail de troubles hépatiques chroniques causés par une accumulation irréguliére
de graisse dans le tissu hépatique qui entraine une stéatose, une inflammation et dans les cas
graves, une cirrhose (Asadollahpoor et al., 2017). Les patients atteints de stéatose hépatique
non alcoolique présentent souvent une dyslipidémie ainsi que d'autres caractéristiques du
syndrome métabolique telles que l'obésité, le diabéte sucré et I'hypertension. La dyslipidémie
dans la NAFLD est caractérisée par une augmentation des triglycérides sériques et du
cholestérol (Hemant et al., 2012). L’accumulation de lipides dans le foie peut étre décelée par
une absorption accrue d'acides gras libres dans le foie, une altération de la f-oxydation des

acides gras ou l'incidence accrue de la lipogenése de novo (Koo, 2013).

Un déséquilibre entre la production d'espéces oxydantes et le mécanisme antioxydant,
contribue & la NAFLD (Pasavei et al., 2018). Il est maintenant reconnu que la NAFLD est
caractérisée comme une maladie centrée sur l'oxydoréduction ; maladie due au réle des
especes réactives de l'oxygene (ROS) dans le métabolisme hépatique. Cependant, les
mécanismes sous-jacents expliquant ces alternances ne sont pas complétement compris (Lin
etal., 2021).

Lavatera cretica (LC) (Malvacées) est une plante a fleurs d'Europe occidentale et
d'Afrique du nord (Veermani et al ., 2017). Elle a été largement utilisée dans la médecine
traditionnelle (Ben-Nasr et al., 2015). Les études antérieures ont montré que cette plante est
dotée d’activités insecticides (Villalobos et Robledo, 1998) anti-inflammatoires (Ben-Nasr et
al., 2015), hépatoprotectrices (Veeramani et al., 2017) et contrble la resistance a l'insuline
(Veeramani et al., 2018). Par ailleurs, I’effet curatif de 1’extrait hydro-éthanolique de LC

contre la NAFLD n'a pas encore été exploré.
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Malgré les progrés dans le domaine de la recherche scientifique, aucun traitement n’a
été validé pour traiter la NAFLD. Cependant, LC peut-elle étre un remede contre cette

maladie hépatique ?

L’objectif de ce travail est d’évaluer, in vivo, I’effet hépatoprotecteur de 1’extrait
hydro-éthanolique des feuilles de Lavatera cretica contre une stéatose hépatique non
alcoolique induite par un régime riche en gras et en sucre chez les rats. Cette évaluation est
basée sur le suivi de I’évolution du poids corporel, la mesure des niveaux sériques des

transaminases ainsi que le taux des marqueurs du bilan lipidique (Triglycéride et cholestérol).

Le présent manuscrit comporte trois chapitres. On citera dans le premier chapitre une
revue bibliographique parlant sur le foie et la NAFLD, le systéme de défense de 1’organisme
et sur la plante LC. Le chapitre Il abordera le matériel utilisé et la méthodologie
expérimentale suivie dans cette étude. Le chapitre Il présentera les résultats obtenus et leur

discussion.
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Chapitre I Synthése Bibliographique

l. Foie
1.1- Définition
Le foie est I'un des plus grand organes du corps humain puisqu'il pese entre 1,6 a 2kg

(Bessaguet et Desmouliére, 2021). C'est une glande abdominale unique et asymétrique

appartenant au systeme digestif (Flament et al., 1982).

1.2- Description anatomique

Le foie est positionné a droite, sous le diaphragme et présente une couleur brun rouge.
Il est constitué de deux lobes distincts, séparés par le ligament falciforme (Figure 1) qui
permet également de le relier a la paroi abdominale antérieure ( Lacour et al., 2015). La
vascularisation hépatique est particuliere du fait de la présence d’un double réseau veinulaire
portal et cave. Le foie qui regoit 25 a 30 % du débit cardiaque, fait partie des porte, mais

également de I’artére hépatique (Desmouliére, 2007).

Diaphragme

ligament
falciforme
Lobe droit

Figure 1: Anatomie du foie (Inspiré de Abdel-Misih et Bloomston, 2010).

1.3- Les cellules du foie

Le foie est composé de plusieurs types de cellules d'origine embryologique différente,
notamment les hépatocytes, les cellules épithéliales biliaires (Cholanglocytes), les cellules
stellaires, les cellules de kupffer et les cellules endothéliales sinusoidales du foie (Figure 2).
Les hépatocytes constituent la majorité du volume du foie et remplissent de nombreuses

fonctions (Trefts et al., 2017).
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cellules endothéliales

Cholanglocytes sinusoidales

Hépatocytes

Cellules de Kepffer

Cellules stéllaires

Artére hépatique

Figure 2: Les cellules du foie (Adaptée de Trefts et al., 2017).

|.4- Fonctions du foie

Le foie est un centre critique pour de nombreux processus physiologiques. Il a la
capacité a stocker le glucose sous forme de glycogene avec l'alimentation et a assembler le
glucose via la voie gluconéogénique. Par ailleurs, il oxyde les lipides, mais peut également
conditionner I'excés de lipides pour les secréter et les stocker dans d'autres tissus comme le
tissu adipeux (Mitra et Metcalf, 2012). De plus, cet organe est un acteur majeur dans la
sécrétion des protéines dans le sang, de la transformation des acides aminés en énergie et de
I'élimination des déchés azotés issus de la degradation des protéines (Trefts et al., 2017).
Le foie intervient également dans le métabolisme des macronutriments, la régulation du
volume sanguin, le soutien du systéme immunitaire, le contrdle endocrinien des voies de
signalisation de la croissance, I'noméostasie du cholestérol et la dégradation des xénobiotiques
(Poirier et al., 1980).

1.5- Atteintes hépatiques

Les maladies affectant le foie se présentent sous la forme d'un processus aigu ou
chronique dans lequel les Iésions progressives entrainent une détérioration constante de la
fonction hépatique entrainant éventuellement des maladies du foie avec une insuffisance
hépatique (Kanel et Kaole, 2010).

Les atteintes hépatiques peuvent se manifester de plusieurs fagons tels que les hépatites qui se
caractérisent par des inflammations aigues ou chroniques (Eslam, 2018), les fibroses qui se
distinguent par I'accumulation excessive de matrice extracellulaire (Hou et al., 2022), les

cirrhoses qui provoquent des manifestations cutanées courants et qui peuvent mettre jusqu'a


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1472029911002694#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1472029911002694#!
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trente ans a se développer (Bhandari et Mahajan, 2021) et les stéatoses qui se caractérisent
par une augmentation des dépots de graisse dans le foie (Koo, 2013).
Il. Stéatose hépatique non alcoolique
11.1- Définition
Le NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease) se définit par une accumulation des
lipides dans au moins 5% des hépatocytes (Figure 3) en l'absence d'une consommation
d'alcool significative (< 20g/jour pour la femme et < 30g/jour pour I'nomme). Le NAFLD
englobe un spectre allant de la simple stéatose hépatique jusqu'a la stéatohépatite non
alcoolique (NASH), la fibrose et la cirrhose hépatique (Smith et Adams, 2011).
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Figure 3: Histologie d'une stéatose hépatique non alcoolique (Inspiré de Bernsmeier et Heim,
2011).

11.2- Facteurs de risques

11.2.1-Obésite

La prévalence de la NAFLD augmente avec 1’index de masse corporelle et le tour de
taille. Les pathologies associées a 1’obésité, comme le diabéte de type 2, le syndrome d’apnée
du sommeil et le syndrome des ovaires polykystiques, sont associées a une prévalence de

NAFLD plus importante (Bedogni et al.,2005 ; Fracanzani et al., 2017).

11.2.2-Hygiéne de vie

Une alimentation riche en calories, 1’exces de graisses (saturées), de sucres raffinés, de
boissons sucrées, un apport élevé en fructose, et la « Western Diet » ont tous été associés a

I’obésité et a la NAFLD (Barrera et George, 2014)
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11.2.3-Geéneétique

Plusieurs facteurs génétiques prédisposant a la NAFLD et sa sévérité ont été
identifiés. L’association génétique la micux caractérisée est celle avec le variant 1148M du
géne PNPLA3 (Patatin Like Phospholipase Domain Containing 3) qui est associé a des
formes plus séveres de la maladie (Valenti et al., 2010 ; Liu et al., 2014 ; Eslam et al.,
2018).

11.2.4-Insulino-résistance

L’accumulation des critéres du syndrome métabolique et le degré d’insulino-
résistance sont associés a une augmentation de la prévalence de la NAFLD et de sa sévérité la
stéatohépatite non alcoolique (NASH) (Marchesini et al., 2003 ; Speliotes et al., 2010 ;
Gaggini et al., 2013).

11.3- Physiopathologie de la NAFLD

Les mécanismes associés a l'accumulation des triglycérides dans le foie et les
dommages des cellules hépatocellulaires subséquentes sont multifactoriels et ne sont pas
entierement compris (Pettinelli et al., 2011).

Le transport des acides gras circulants dans le foie est principalement assuré par les
protéines de transport des acides gras (FATP 2 et 5), cluster de différenciation 36 (CD36), et

les cavéolines situées dans la membrane plasmique des hépatocytes (Koo, 2013) (Figure 4).

Aprés absorption, les acides gras hydrophobes ne diffusent pas librement dans le
cytosol et doivent faire la navette entre différents organites par des protéines de liaison
spécifiques aux acides gras dont FABP1 (Fatty acide binding proteine 1), également connu
sous le nom de FABP hépatique, est l'isoforme prédominante dans le foie. Initialement,
FABP1 est augmenté, mais les niveaux peuvent diminuer avec la progression de la maladie
qui potentiellement va limiter la mobilité des acides gras et entretenir la stéatose (Mashek,
2013) (Figure 4).

La lipogenese De novo permet au foie de synthetiser de nouveaux acides gras a partir
de l'acétyl-CoA. Initialement, I'acétyl-CoA est converti au malonyl-CoA par l'acétyl-CoA
carboxylase (ACC) et le malonyl-CoA est ensuite converti en palmitate par l'acide gras
synthétase (FASN). Le nouvel acide gras peut alors subir une gamme d'étapes de désaturation,

d'élongation et d'estérification avant d'étre finalement stocké sous forme de triglycérides ou
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exporté sous forme de particules de VLDL (Sanders et Griffin, 2016). La régulation de la
lipogenése de novo est contrblée par deux facteurs clés de transcription : SREBP1c et
ChREBP (Listenberger et al., 2003). L'amélioration de la lipogenése de novo médiée par
SREBP1c est une caracteristique clé de NAFLD contribuant de maniere significative a
I'accumulation de lipides, et en méme temps, la ChREBP qui pourrait étre hépatoprotectrice,

semble étre régulé a la baisse dans la NAFLD (Ipsen et al., 2018) (Figure 4).

L'oxydation des acides gras est contrdlée par le PPARa., elle se produit principalement
dans les mitochondries pour réduire le niveaux de graisse en utilisant les lipides comme
source d'énergie, mais comme les mitochondries n'ont pas la capacité d'oxyder les acides gras
a trés longue chaine, ceux-ci sont de préférence métabolisés via la B-oxydation peroxysomale
(Reddy et Rao, 2006). En cas de surcharge lipidique, comme dans le cas de la NAFLD, la o-
oxydation contribue également dans les cytochromes. Cependant, ces processus génerent des
quantités considérables d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et des acides dicarboxyliques
toxiques, favorisant potentiellement 1’inflammation et la progression de la maladie (Rao et
Reddy, 2001) (Figure 4).

Le foie peut exporter des lipides en les emballant dans des particules de VLDL
solubles dans l'eau qui se forment dans le réticulum endoplasmique, ou l'apolipoprotéine
B100 (apoB100) est lipidée dans un processus catalysé par I'enzyme protéine microsomale de
transfert des triglycérides (MTTP) (Kawano et Cohen, 2013). Une exposition modérée aux
acides gras provoque l'augmentation de la sécrétion d'apoB100 alors que I'exposition
prolongée conduit a un stress du reticulum endoplasmgie (ER) et a une dégradation post-
traductionnelle de apo B100. Par conséquent, une diminution de la sécrétion d'apoB100 est
reliée a un stress du ER et a la progression de NAFLD par inhibition de I'apoB100. Par
ailleurs, I'apoB100 et le MTTP sont négativement régulé par l'insuline, ce qui réduit
I'exportation des lipides hépatiques en induisant la dégradation de I'apoB100 et en supprimant
la synthese de MTTP (Ipsen el al., 2018) (Figure 4).
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Figure 4: Mécanisme moléculaire de La NAFLD (Adaptée de Ipsen et al., 2018)

ACC : acetyl-CoA carboxylase, ApoB100 : apolipoprotein B100, CD36: cluster of differentiation 36,
ChREBP : carbohydrate regulatory element binding protein, FABP: fatty acid binding protein,
FASN : fatty acid synthase, FATP : fatty acid transport protein, MTTP : microsomal triglyceride
transfer protein, PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor, ROS : reactive oxygen species,
SREBP1c : sterol regulatory element binding protein 1c, VLDL : very low density lipoprotein.

I11. Exploration de la fonction hépatique

Un bilan hépatique consiste a doser certaines enzymes ou certaines substances
transformées ou fabriquées par le foie afin d’apprécier le bon fonctionnement et le
métabolisme de 1’organe (Berthélémy, 2014) tels que: les marqueurs de cytolyse
(transaminases, lactates déshydrogénases) les marqueurs de cholestase (gamma-glutamyl
transférase, bilirubine, phosphatases alcalines) et les marqueurs d'insuffisance hépato-

cellulaire (Albumine, facteur de coagulation, ammoniaque, urée).

I11.1-Marqgueurs de cytolyse

111.1.1- Transaminases (aminotransférases)

Les aminotransferases ALAT (alanine aminotransferase) et ASAT (aspartate

aminotransferase) sont des enzymes cytosoliques, mais ASAT est aussi mitochondriale.
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L’ALAT est plus spécifique du foie, bien que les deux transaminases soient fortement
ubiquitaires ; leurs activités augmentent dans les cytolyses hépatique, cardiaque, musculaire et
rénale (Imbert-Bismuth et al., 2007). Les transaminases restent réputées pour leur sensibilité,
si les médecins les prescrivent si souvent c¢’est bien parce qu’une transaminase un peu élevée

signe toujours quelque chose d’anormal (Baudin ,2017).

IV. Exploration du bilan lipidique
IV.1- Les triglycérides et le cholestérol

Les molécules de triglycérides représentent la principale forme de stockage et de
transport des acides gras dans les cellules et dans le plasma (Bezerra et Cohen, 2017).

Le cholestérol est le composant essentiel des membranes cellulaires mais aussi le
constituant de base pour la synthése des hormones stéroides ou les sels biliaires. Il peut étre
lie aux LDL qui est transporté du tube digestif vers les organes, principalement les parois des
artéres ou il peut s’accumuler et former la plaque d’athérome ; c’est pour cette raison qu’il est
communément appelé “mauvais cholestérol” .Comme il peut étre lié aux HDL qui quitte les
organes pour aller vers le foie ou il est détruit, ce qui ’empéche de se fixer dans les tissus et

les parois des vaisseaux, constituant ainsi le “bon cholestérol” (Berthélémy ,2014).

V. Traitement des stéatoses hépatiques

Le traitement du NAFLD consiste en la détection et la prise en charge des éléments
constituant le syndrome métabolique tels que I’hypertension, le diabéte ou la surcharge
pondérale associés a un suivi régulier au minimum une fois par an des tests hépatiques. Les
mesures hygiéno-diététiques telle que la perte pondérale et les exercices physiques permettent
de réduire la résistance a I’insuline et ainsi d’avoir un impact positif sur I’évolution du
NAFLD (Patersen et al., 2005 ; Harrison et Day, 2007). Les traitements médicamenteux les
plus étudiés dans cette pathologie sont ceux agissant sur 1’insulino-résistance, tels que la
metformine et les glitazones. La metformine a montré un impact positif sur les transaminases
hépatiques sans ameélioration des données ultrasonographiques et histologiques. Les
glitazones permettent non seulement une diminution des enzymes hépatiques, mais également

une régression de la stéatose et de I’inflammation au niveau hépatique (Gariani et al., 2012).

Malgré plusieurs approches prometteuses, il n’existe actuellement pas de traitement

médicamenteux ou invasif spécifique de la NAFLD.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Alves-Bezerra%20M%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cohen%20DE%5BAuthor%5D
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V1. Systeme de défense

L'exposition des cellules a des espéces réactives nocives provogue une cascade de
réactions et induit a I'activation de multiples mécanismes de défense interne (enzymatiques ou
non enzymatiques) qui assurent I'élimination des espéces réactives et de leurs dérives
(Chodakowska et al., 2017).

V1.1- Molécules endogénes enzymatiques

L'uns des antioxydants enzymatiques jouant un réle important dans la premiére ligne
de défense est la superoxyde dismutase (SOD). La SOD catalyse la réaction de dismutation de
I'anion superoxyde. Les autres antioxydants enzymatiques importants comprennent la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GSHPx) qui réduisent le peroxyde d'hydrogéne
(Goudable et Favier, 1997)

Le radical hydroxyle est généré a partir du peroxyde d’hydrogéne suite a la réaction de
Fenton. Ce radical étant trés délétere cible I’ADN, les protéines, les lipides, les acides aminés,
les sucres et les métaux. Il intervient dans le phénomeéne de la peroxydation lipidique qui est
un processus complexe impliquant l'interaction de radicaux libres dérivés de I'oxygene avec
des acides gras polyinsaturés, conduisant finalement a une variété d'aldéhydes électrophiles
tres réactifs qui sont capables de se fixer facilement de maniére covalente aux protéines en
formant des adduits avec la cystéine, la lysine, ou des résidus d'histidine (Kopitz et al., 2004)
(Figure 5)
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Figure 5: Principales étapes de production des espéces réactives de I'oxygéne (Goudable et Favier,
1997).

SOD: Superoxyde disimutase, GSH: Glutathion réduit, GSSG: Glutathion disulfure, GSHPx:

Glutathion peroxydase, H,O: eau, Fe*": fer ferreux, Fe®": fer ferrique.
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V1.2-Molécules endogenes non enzymatiques

Le glutathion (GSH) est un compose de faible poids moléculaire composé de trois
acides aminés : glycine, cystéine et acide glutamique (Forman et al., 2009 ;Chodakowska et
al., 2017). Il est présent sous plusieurs formes redox dans le corps humain, les plus importants
sont le glutathion reduit (GSH) et le glutathion oxydé (GSSG) (Kosower et Kosower, 1978 ;
Chodakowska et al., 2017). 1l régénere d'autres petites molécules antioxydantes telles que la
vitamine C et la vitamine E (Rahman, 2007), répare les molécules protéiques, les acides
nucléiques et les lipides endommagés dans les processus de peroxydation et maintien les

groupements sulfhydryles des protéines a I'état reduit (Chatterjee, 2013 ; Alli et al., 2014).
V1.3- Molécules exogenes
V1.3.1- Vitamines

La vitamine E agit in vivo et in vitro en neutralisant les radicaux libres, elle permet de
diminuer la peroxydation lipidique dans la membrane cellulaire et au sein des LDL. Sa
réduction est assurée par la vitamine C qui est maintenue sous forme réduite par I'action de la
déshydroascorbate réductase qui utilise le glutathion comme cofacteur (Goudable et Favier,
1997) (Annexe 01).

V1.3.2- Polyphénols

Les composés phénoliques (PC) sont des métabolites secondaires des végétaux,
caractérisés par la présence d'un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs
groupements  hydroxyle dans leur structure chimique, ils sont dérivés d'une voie de
biosynthése commune, impliquant des précurseurs des voies shikimate et/ou acétate-malonate
(Truzzi et al., 2021). Les principales classes des polyphénols comprennent les acides

phénoligues, les favonoides et les non flavonoides (Tableau I) (Rambaran, 2020).

Des preuves croissantes existent a l'appui des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, antitumorales et anti-cardiovasculaires attribuées aux polyphénols (Truzzi et
al., 2021).
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Tableau I: Classification des polyphénols (Rambaran, 2020).

Groupe Classe structure

Acide hydroxycinnamique ji.:j\’?\r"”
Acides ) L

phénoliques

Acide hydroxbenzoique =

Flavonols =

Polyphénols Flavonoides Flavones @;;’;.’@

L)
Isoflavones ]

Lignanes >
Non
Flavonoides Stilbénes @NQ

VII. Présentation de Lavatera cretica
VI1.1-Description botanique

Lavatera cretica (L. cretica) également connu sous le nom de Malva multiflora (M.
multiflora) est appelé Lavatére de Créte, Mauve multiflore ou Mauve de Linné en francais
(Saldano et al., 2005). Elle est nommeée Cornish mallow en anglais et connue sous le nom de
Khobiza en arabe (Veeramani et al., 2018). En kabyl, elle est appelée Mejir.

C’est une Plante annuelle ou bisannuelle, herbacée, de 20 a 150cm de hauts, avec des tiges
érigée souvent envahie de rouge, velues. Elle a des feuilles alternes, de 4-7 cm de long, a
pétiole, limbe plus ou moins rond, jusqu'a 9 cm de long, 5-7 lobes, base en forme de cceur, 2

faces velues, lobes courts, large et obtus. Ses Fleurs sont de 3-4 cm de large, par 2-8 aux
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aisselles, 5 calices, 6-8 cm de long, largement triangulaires. Elle posséde 3 sépales extérieurs,
largement ovoides, a 6mm de long, 5mm de large, pointus réunies a la base avec 5 pétales
lilas a violet, profondément emarginées et 7 & 11 méricarpes plus au moins lisses (Bayer
et al., 2005).

V11.2-Répartition geographique

L. cretica (Figure 7) pousse dans les zones cotiéres de la région Proche-Orient et
Méditerranée, y comprit I'Afrique du nord et la Macaronésie. On la trouve sur la majorité des
iles méditerranéennes comprenant au moins les lles Baléares, la Corse, la Sardaigne, la Sicile,
I'archipel maltais et la Créte. Elle est naturalisé dans certains endroits des Etats-Unis
d'’Amérique et d'Afrique du Sud (Ben-Nasr et al., 2015).

VII. 3- Usage traditionnel

En raison de ses propriétés antitussives, laxatives et anti-inflammatoires, L. cretica est
appliquée dans certaines régions d'Espagne pour gueérir la grippe et les problemes digestifs
ainsi que les troubles des voies respiratoires supérieures (Veeramani et al., 2018). Au
Portugal, elle a également été utilisé comme agent anti-inflammatoire, analgésique,
antiseptique, cholérétique, cholagogue, anti-parasitaire, cicatrisant et laxatif (Ben-Nasr et al.,
2015).

V11.4-Classification

La classification taxonomique de Lavatera cretica est comme suit (Soldano et al.,
2005)

Tableau I1I: Classification taxonomique de Lavatera cretica

Régne Plantae

Embranchement Trachéophytes

Classe Dicotylédones

Ordre Malvales

Famille Malvacées

Genre Malva L

Espéce Malva multiflora AR

Figure 6: Lavatera cretica (Photogrphie)
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VI11.5- Composition phytochimique

L'analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
de l'extrait de Lavatera cretica a révélé la présence d'acide 9, 12, 15-octadécatriénoique,
vitamine E, phytol, acide hexadécanoique, acide benzenepropanoique et le stigmastérol
(Veeramani et al., 2018). Une teneur élevée en flavonoides et en phénols totaux a été

également enregistreé dans I'extrait de L. cretica (Veeramani et al., 2017).
VI11.6- Etudes antérieurs

Dans le but de valider l'utilisation traditionnelle de Lavatera cretica (LC), plusieurs
études ont été réalisées. Le pouvoir antioxydant a été démontré par Ben-Nasr et al. (2015) .En
effet, les extraits de feuilles et de fleurs étaient les plus actifs pour piéger les radicaux libres
de l’acide 2.,2’-azino-bis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) avec des
concentrations d'inhibitions de 2,88 + 0,54 et 4,37 + 0,54 g /mL, respectivement. L'extrait de
feuilles a exhibé quand a lui la meilleure inhibition du radical hydroxyle (1C50 = 0,81 + 0,05
ug/mL). Par ailleurs, I'extrait de bractée plus sépale ont démontré la meilleure capacité a
piéger le radical anion superoxyde (IC50 = 1,13 + 0,48 pug/mL).

L’étude de Veeramani et al. (2018) a démontré la capacité de LC a contrdler la
résistance systémique a l'insuline. L'administration de I'extrait de feuilles (100 mg/kg) a des
souris nourries par un régime riche en graisse a réduit le poids corporel, I'apport alimentaire,
la leptine, la glycémie ainsi que I'insuline plasmatique. Le test de tolérance au glucose a
révélé que cet extrait empéchait 1’augmentation supplémentaire des taux du glucose

circulants.

L'effet hépatoprotecteur de LC a été étudié chez des souris nourries avec un régime
riche en graisse (Veeramani et al., 2017). En effet, I'administration orale de fractions
d'acétate d'éthyle (EFLC) de LC (50mg/kg) a réduit le taux des transaminases (ALAT et
ASAT), des triglycérides hépatiques, du cholestéerol total, des acides gras libres et a induit une
diminution de la production des biomarqueurs du stress oxydatif. De plus, le traitement avec
la fraction EFLC a également inversé I'expression des genes de synthese des acides gras tels
que les acides gras synthase (FAS), la proteine 1 de liaison des éléments régulateurs de stérol
(SREBP-1c) et I’acetyl-CoA carboxylase (ACC).
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I1.1-MATERIEL

11.1.1-Matériel végeétal

L'étude expérimentale a été réalisé sur les feuilles d'une plante locale appelée Lavatera
cretica L (Figure 7). L'identification botanique a été confirmée par Mr ABACCI H
enseignant au département du Tronc Commun, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a

I’université de Bejaia.

Figure 7: Feuilles de Lavatera cretica (Photographie)

11.1.2-Matériel animal et conditions d’élevage

Pour évaluer in vivo I’effet hépatoprotecteur de 1’extrait éthanolique des feuilles de
Lavatera cretica contre la stéatose hépatique non alcoolique, des rats males albinos de souche
Fischer, ayant un poids d’environ 100g ont servi de modéle expérimental pour la réalisation
de ce travail. Ces animaux proviennent du centre d’¢élevage de I’institut pasteur d’Alger.
L’expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire d’expérimentation animale de

I’université Abderrahmane MIRA de Bejaia.

Les rats ont été maintenu dans un cycle de 12/12h (lumiére/obscurité) et a une
température ambiante de (25 + 2 °C) pour une période d’acclimatation de deux semaines
avant d’étre utilisées dans les différentes expériences. Les rongeurs ont été nourris a volonté

avec I’aliment & bouchon et I’eau du robinet.
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11.1.3-Appareillages et produits chimiques

Le tableau suivant résume les appareils et produits chimiques qui ont été utilisés pour

la réalisation de ce travail.

Tableau I11 : Différents appareillages et produits chimiques utilisés

Appareillages

Produits chimiques

-Agitateur (Bunsen)
-Balance(Adventurer)

-Sonde de gavage
-Vortex(VELP Scientifica)
-Etuve(POL-EKO Aparatura)
-Spectrophotometre(Biotech engineering)
-Bain marie (Raypa)
-Centrifugeuse(Sigma)
-Broyeur électrique(Comaf)
-Tamiseur électrique (Retsch)
-Evaporateur rotatif (Buchi)

-Acide gallique

-Folin

-Na,Cos

-Quercetine

-Ethanol

-AlICl3

-Potassium acétate

-Acide ascorbique

-DPPH

-Trolox

-ABTS

-Sulfate d’ammonium ferreux

-H,0,

-Phenanthroline

-CMC

-chloroforme

-ALAT : Réactifl+Réactif2 (Tampon de tris
,L-Alanine,2-Oxoglutarate, NADH, LDH ).
-ASAT :Réactifl+Réactif2(Tampon de tris
,Laspartate,20xoglutarate, NDH,MDH,LDH).
-TG:R1(Pipes,Chlorure de
magnésium,Chloro-4-phénol,conservateur)
R2(Lipase,POD,GPO,GK,PAR,ATP)
R3(Glycerol, TG).

-Cholésterol :R1(Tampon de good,

cholésterol oxydase,Ester de
cholésterol,Acide hydroxybenzoique,4-
aminoantipyrine,Peroxydase,Azoture de

sodium,Hydroxyl de sodium) Calibrant
(Cholésterol,tensioactif).
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11.2-METHODES
11.2.1 Préparation de I'extrait

% Recolte
Les feuilles de Lavatera cretica ont été récoltées en mois de Février 2022 dans la

région de Berdoune, commune d’ Amizour, Bejaia.

% Séchage
Les feuilles ont été séchées dans une étuve a 35 C a I'obscurité loin de I'hnumidité.

s Broyage

A l'aide d'un broyeur électrique de marque "COMAF", les feuilles de la mauve ont été

broyées afin d'obtenir une poudre fine.

% Tamisage

La poudre obtenue a été tamisée avec un tamiseur de marque "RETSCH" pour
récupérer une poudre fine homogéne d'un diametre de 250 um. La poudre a été mise dans des
flacons en verre, fermés et stockés a 1’abri de la lumiére et de I’humidité.

% Extraction

La méthode d'extraction est une méthode par macération en utilisant I'éthanol a 50%
comme solvant d'extraction.
1. 120g de poudre de feuilles de Lavatera cretica ont été macérées dans de I'éthanol a 50%.
2. Le mélange a été laissé sous agitation pendant 8h, puis laissé décanter dans des éprouvettes
de décantation durant la nuit.
3. Le surnagent a été récupéré et centrifugé a 4000 rpm/ 3min.
4. Le surnagent a été transféré dans un ballon a fond rond afin de le faire passer dans
I'évaporateur rotatif et laissé enfin séché dans 1'étuve a 35 C.
5. L’extrait sec a été conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

Le rendement d’extraction a été calculé suivant la formule ci-dessous :
P
Taux d’extraction (%) = [ P—l ] x 100, tel que :
0

P1: poids de I’extrait sec.

Po: poids de la poudre soumise a 1’extraction.
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11.2.2 Dosage des composés phénoliques
11.2.2.1 Dosage des polyphénols totaux
> Principe

La teneur en composés phénoliques de notre extrait a été déterminé en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu en se basant sur le fait que les composés phénoliques forment un
complexe redox avec les acides phosphotungstiques et phosphomolybdiques de ce réactif,
ceci entraine la formation d’un mélange de tungsténe et de molybdéene de couleur bleue, dont
I’absorption est proportionnelle aux taux de polyphénols présents dans I’extrait (Enneb et al.,
2015).

» Mode opératoire

La technique utilisée a été inspiré de Zeghbib et al. (2022). Un volume de 200ul de
I'extrait ou d'acide gallique a une concentration de 1mg/ml a été mélangé a 1ml du réactif
Folin Ciocalteu dilué au dixieme (1/10). Apres 5min d'incubation, 800ul de carbonate de
sodium Na,COs (7,5%) one été ajouté. Le mélange réactionnel a été incubé dans un bain
marie a 50° C pendant 5min. L’absorbance du complexe coloré a été mesuré a une longueur

d'onde de 760 nm.

Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme
d'extrait sec (mg EAG/g ES), calculée en utilisant 1’équation de la courbe d’étalonnage
(Annexe 02).

11.2.2.2 Dosage des flavonoides :
» Principe

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude
forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm (Marinova et al.,
2005). Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d'aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des metaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons
(Ribéreau-Gayon, 1968).
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» Mode opératoire

Le protocole était inspiré de Surana et al. (2016). Un volume de 250 pl de l'extrait a
été melangé avec 750 ul d’éthanol absolu, 50 pl de chlorure daluminium (AICl3) a 10%, 50
ul d’acétate de potassium (1M) et 1,4 ml d'eau distillée. Apres agitation, le mélange a été
incubé pendant 40 minutes a 1I’obscurité. L'absorbance a été mesurée au spectrophotométre a
415 nm. La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent quercétine par
gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES) a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant la quercétine

comme référence (Annexe 03).
11.2.3-Evaluation de I’activité anti-radicalaire
11.2.3.1- Activité scavenging du radical DPPH
» Principe

Le DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) de formule brute CigHi2NsOg est un
radical libre synthétique stable de couleur violette comme réactif. Il vire vers le jaune en
présence de capteurs de radicaux libres et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine
(Cuendet et al., 1997) (Figure 8).

NO,

C;
NO, 05N NO,
-
—_— A +
. N—H

N
OsN
AH +
N
: N : N
DPPH" DPPH-H

Figure 8: Schéma réactionnel entre I'antioxydant et le radical DPPH (Guder, 2016).
AH : Antioxydant ; A" : Radical Antioxydant

» Mode opératoire

L’activité scavenging de L. cretica a eté évaluée en utilisant la méthode décrite par

Dieng et al. (2017). La solution éthanolique de DPPH a été préparee par dissolution de 4mg
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de DPPH dans 100 ml d'éthanol. Un volume de 150pul d'extrait ou d'acide ascorbique a éte
ajouté a un volume de 2850ul de la solution DPPH. Aprés 30 minutes d’incubation a
I'obscurité, I'absorbance a été mesuré a 517 nm sur un spectrophotométre UV-visible. Les
résultats ont été exprimé en capacité antioxydant équivalente acide ascorbique en utilisant
I'équation de la courbe d'étalonnage (Annexe 04).

Le pourcentage d’inhibition (PI) du radical DPPH a été calculé suivant la formule :
PI={(*=2 )] x 100

AO : Absorbance control. A1 : Absorbance échantillon.

11.2.3.2- Activité scavenging du radical ABTS
» Principe

Le test ABTS mesure la capacité relative des antioxydants a piéger le radical ABTS
(sel d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) en phase
aqueuse, par rapport a un standard le Trolox (analogue de vitamine E soluble dans I'eau).
L'ABTS est généré en faisant réagir un agent oxydant fort (par exemple, le permanganate de
potassium ou le persulfate de potassium) avec le sel d'ABTS. L’ABTS de couleur bleu-vert

est réduit par les antioxydants donneurs d’hydrogene (Ratnavathi et Komala, 2016).
» Mode opératoire

Le protocol expérimental suivi est celui décrit par Re et al. (1999). Un volume de
100pl d'extrait a été ajouté a 1ml de la solution d'ABTS. Le mélange réactionnel a été incubé
a I’obscurité durant 7 minutes suivi de la mesure de 1’absorbance a 734nm. Les résultats ont
été exprimés en capacité antioxydant équivalente Trolox calculé & partir d’une courbe
d’étalonnage réalisée avec le TROLOX (Annexe 05).

11.2.3.3- Activité scavenging du peroxyde d’hydrogéne
» Principe

Ce dosage est basé sur la réaction de I'ion ferreux (Fe**) avec la 1,10-phénanthroline
qui forme spécifiguement un complexe de tri-phénanthroline rouge-orange qui absorbe au
maximum a 508-510 nm. Il est connu que quand le peroxyde d'hydrogéne est ajouté au tube
avant l'ajout de 1,10-phénanthroline, le H,O, va oxyder tout les ions ferreux en ions ferriques

(Fe*") qui deviennent incapable de former le complexe rouge-orange avec la 1,10-
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phénanthroline. Par contre quand le piégeur du radical H,O, est ajouté aucune conversion
ferreuse en ferrique ne se produirait et sera détecté par addition de 1,10-phénanthroline qui
donnera un complexe rouge-orange et une réduction peut étre vu a une longueur d'onde de
510nm (Afsar et al., 1990).

» Mode opératoire

La méthode de dosage du H,O, a été inspirée de Mukhopadhyay et al. (2016). Un
volume de 125pl de sulfate d’ammonium ferreux a été ajouté a un volume de 750ul de
I’extrait. Aprés agitation, un volume de 31,25ul de H,O, a été additionné suivie d’une
incubation pendant 5min a I'obscurité. Ensuite, une quantité de 750ul de phénanthroline a été
ajoutée au milieu réactionnel. A la suite d’une agitation et incubation pendant 10min a

I'obscurité, I'absorbance a été mesurée a 510nm.

Le piégeage du radical H,O, était exprimé en pourcentage d’inhibition a 1’aide de la

formule suivante :
% Inhibition de H,0, = [;‘—E] x 100
T

Apg: absorbance de I'extrait, Ay: absorbance du témoin

11.2.4- Evaluation de I'effet hépatoprotecteur de Lavatera cretica contre la stéatose
hépatique non alcoolique

La stéatose hépatique non alcoolique a été provoquée chez les rats par une
alimentation riche en sucre et en gras durant une période de 12 semaines. Afin de tester I’effet

curatif de I’extrait contre cette stéatose, quatre groupes expérimentaux ont été formés :

- Groupe témoin négatif (-) : Ce lot de rats avait un libre accés a 1’eau et a la nourriture

(alimentation saine) sans aucun traitement.

- Groupe témoin positif (+) : Ce lot a été soumis a un régime riche en sucre et en matiére

grasse durant toute la période expérimentale.

- Groupe témoin (x) : Ce lot a été soumis a un régime riche en sucre et en matiére grasse

durant 12 semaines puis a repris une alimentation saine.

- Groupe Traité: Ces rats ont recu un régime riche en sucre et en matiére grasse durant 12
semaines suivie d’un traitement par voie orale durant 21 jours avec I’extrait éthanolique de
Lavatera cretica (100mg/kg dissous dans du CMC a 0,8%).
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A la fin du traitement, les rats ont éte sacrifiés par décapitation sous légere anesthésie
a la vapeur de chloroforme. Le sang a été récolté a partir de la jugulaire pour le dosage des
paramétres hépatiques et lipidiques et le foie a été récupéré apres dissection. Par ailleurs,
I’évolution du poids corporel des rats ainsi que leur comportement a été suivi durant toute la

période expérimentale.
11.2.5- Dosage des parameétres biochimiques
11.2.5.1- Dosage sanguin des transaminases

Le dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT) et de 1’alanine aminotransférase
(ALAT) a été réalise au sein du laboratoire de biochimie de l'université A-MIRA , Bejaia par
la méthode du dosage enzymatique selon la fiche technique du Kit CEBIO (Algérie). La
concentration de ces enzymes est exprimée en unite internationale par litre de substrat (UI/L).
1UI correspond a la quantité d'enzymes qui transforment 1umol de substrat/min.

11.2.5.1.1- Dosage de I'aspartate aminotransférase (ASAT)
» Principe

L'enzyme aspartate aminotranferase appelée aussi la glutamate-oxaloacetate-
transaminase (TGO) catalyse la réaction transaminase entre le L-aspartae et le 2-oxoglutarate.
Le 2-oxalacétate formé est réduit en malate en présence de malate deshydrogénase (MDH).
Au fur et a mesure que la réaction se déroule, le NADH est oxydé en NAD selon les réactions
suivantes:

ASAT
L-Aspartate + 2-oxoglutarate — 3  L-Glutamate + 2-oxalacétate

MDH
2-oxalacétate + NADH,Ht* ——» Malate + NAD™
La disparition du NADH par unité de temps est suivi de la mesure de la diminution de
I'absorbance a 340nm (Davila et al., 1989)

11.2.5.1.2- Dosage de I'alanine aminotransférase (ALAT)
> Principe
L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le glutamate-pyruvate-transaminase
(TGP) catalyse la réaction transaminase entre la L-alanine et le 2-oxoglutarate. Le pyruvate
formé est réduit en lactate en présence du lactate déshydrogénase (LDH) et du NADH, H*

selon les réactions suivantes:
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ALAT
L-Alanine + 2-oxoglutarate ——  L-Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH, H* 5 L-Lactate + NAD"

Le taux de diminution de l'absorbance a 340 nm, qui en résulte est directement
proportionnel a l'activité ALAT qui est due a I'oxydation du NADH en NAD* (Dabra et al .,
2012).

» Mode opératoire

La récolte du sang a été faite dans des tubes héparinés. Ces derniers ont été soumis a
une centrifugation a 3000 rpm/10 min. Le sérum a été ensuite récupéré et utilisé pour le
dosage des transaminases (ASAT et ALAT) grace a des kits enzymatiques CEBIO.

Un volume de 1000 pl du réactif a été mélangé avec 100 pl du sérum. Apres agitation,
I’absorbance a été mesurée a 340 nm durant 3 minutes en utilisant un spectrophotomeétre de
marque Biotech engineering.

La concentration des enzymes a été calculée en utilisant la loi suivante :

(UI/L)=AA/minx 1746

11.2.5.2- Dosage des paramétrés lipidiques
11.2.5.2.1- Dosage des triglycérides
» Principe
Dans notre étude les triglycérides ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique en utilisant le kit de triglycérides BIOLABO.
Les triglycérides sériques sont hydrolysés par la lipase, et le glycérol libéré est dosé dans une
réaction catalysée par la glycérol kinase dans un systéme qui génere du peroxyde d'hydrogene
(H20,). Au final, le H,O; produira un complexe de couleur rose par I’intervention de la
peroxydase (Fossati et Prencipe, 1982). Le schéma réactionnel est le suivant :

Lipase
Triglycéridles ——»  Glycérol + acide gras libres

Glycérol kinase

Glycérol + ATP < > Glycérol 3 Phosphate + ADP
Glycérophosphate
déshydrogénase
Glycérol 3 Phosphate + O, ¢ » Dihydroxyacétone phosphate+ H,0,
Peroxydase

H,O, + p-chlorophénol + 4-aminophénazone = ——  Quinonéimine (rose) + H,O
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L'absorbance du complexe coloré, proportionnelle a la concentration en triglycerides dans le

specimen, est mesuré a 500nm.

» Mode opératoire
Le dosage des triglycérides a été réalisé en utilisant un kit enzymatique de la firme
BIOLABO. Un volume de 1000 pl du réactif a été mélangé avec 10 pl du sérum. Apres une
incubation de 10 minutes a 37° C, I’absorbance a été mesurée a 500 nm contre un blanc et un
¢talon. Le résultat a été déterminé d’apres la formule suivante :

Triglycéride (mmol/L) = (Abs échantillon/Abs étalon) x concentration de 1’étalon.

11.2.5.2.2- Dosage du cholestérol
» Principe
Le dosage quantitatif du cholestérol est basé sur les réactions enzymatiques suivantes :

Cholestérol-estérase
Ester de Cholestérol + H,O » Cholestérol + acides gras

Cholestérol-oxydase
Cholestérol + O, » Cholestérol-4-en-3-one + H,0,

Peroxydase
2 H,0,+ Hydroxybenzoate + 4-aminoantipyrine  ———— 3 complexe rouge + 4H,0

L’intensit¢ de la couleur est proportionnelle a la présence du cholestérol dans

I’échantillon.

» Mode opératoire
Le dosage du cholestérol a été réalisé en utilisant un kit enzymatique de la firme
CEBIO. Un volume de 1000 ul du réactif a été mélangé avec 10 pl du sérum. Aprés une
incubation de 10 minutes a 37° C, 1’absorbance a été mesurée a 510 nm contre un blanc et un

calibrant. Le résultat a été déterminé d’aprés la formule suivante :

Abs échantillon

Cholestérol (mmOI/L) = [ Abs calibrant

] x 200 X 0,02586

11.2.6- Analyse statistique

Les résultats des tests ont été exprimés en moyenne £ SD et en moyenne + SEM.
L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA 7.1, one way

ANOVA. Les différences ont été considérées comme significatives a P < 0,05.
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I11- Résultats et discussion

I11.1- Rendement d'extraction

Afin d’extraire le maximum de métabolites secondaires a partir de Lavatera cretica,
I’éthanol a 50% a été utilisé comme solvant d’extraction. L’extrait éthanolique a été préparé a
partir d’une poudre trés fine de 250um afin d’augmenter la surface d’échange entre le solide
et le solvant d’extraction, augmentant ainsi la disponibilité des composés bioactifs.

Cowan (1999) a rapporté que 1’éthanol permet d’extraire un taux important de polyphénols et
solubilise les composés phénoliques moyennement polaires. Une étude menée par Yilmaz et
Toledo (2004) a montré qu’une augmentation du taux d’extraction et de la concentration des
polyphénols était obtenue avec une méthode d’extraction basée sur I'utilisation d’un mélange
de solvant organique et de 1’eau, ce qui est un bon argument du choix de la méthode adoptée
dans notre étude. L’addition de 1’eau au systéme d’extraction fait améliorer le rendement en
composés phénoliques glycosylés et des phénols avec un degré de polymérisation plus élevé
(Gironi et Piemonte, 2011).

Les résultats du rendement d’extraction dans notre étude ont révélé un taux d’extraction de
18,31%. Le faible pourcentage d’extraction obtenu au niveau des extraits ne refléte pas une
faible activité, car les activités biologiques in vitro et in vivo d’un extrait de plante dépendent
de la structure des composés s’y trouvant et non de leur quantité (Gulgin et al., 2005).

Il a été rapporté également que le rendement d'extraction dépend la taille des particules, la
période de la récolte, les conditions de stockage, les facteurs environnementaux influengant la
biosynthése et I’accumulation des métabolites secondaires de la plante, de la technique
utilisée dans I'extraction, du solvant d'extraction, du pH du solvant, la température et la durée
du processus d'extraction (Chavan et al., 2001, Naczk et Shahidi, 2004, Tabart et al., 2007,
Rostagno et al., 2010).

111.2- Dosage des composés phénoliques

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives dans ’extrait éthanolique de

Lavatera cretica, un dosage des phénols totaux et des flavonoides a été effectué.
111.2.1- Dosage des polyphénols totaux

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour le dosage des phénols totaux. La

teneur en phénols totaux dans 1’extrait éthanolique de Lavatera cretica est calculée a partir de
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la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (annexe 2). Les résultats sont illustrés dans la figure
9. Un taux de 7,22 + 0,40 mg EAG/g ES a été enregistre.
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Figure 9: Histogramme de teneur en phénols totaux pour I'extrait éthanolique de Lavatera cretica.
EELC: Extrait éthanolique de Lavatera cretica

Ce résultat est en accord avec les travaux de Veeramani et al. (2017), ayant démontré
la richesse de Lavatera cretica en polyphénols ou la teneur la plus élevée a été enregistré dans
I'extrait éthyle acétate comparativement a I'extrait méthanolique qui a exhibé une faible
teneur. Par ailleurs, un trés faible taux a été enregistré dans I'extrait chloroformique. D’autre
part, le résultat de notre étude est inferieur a celui de Ben-Nasr (2015) qui a démontré un
rendement de 254,62 + 6,50 mg EAG/g ES pour I'extrait aqueux de Lavatera cretica. De plus,
dans une autre étude menée par Basheer et al. (2021), une teneur élevé en phénols totaux a été
enregistré dans l'extrait méthanolique des feuilles de LC (16,5 = 3,2 mg EAG/g ES)
comparativement a celle retrouvé dans notre extrait. Par ailleurs, la teneur de notre extrait
éthanolique en polyphénols était supérieure a celle de I'extrait éthanolique de Malva sylvestris
(1,42 £ 0,14 mg EAG/g FW) enregistrée par Petkova et al. (2018).

Cette différence de teneur totale en composés phénoliques entre les extraits pourrait étre
attribué a la différence de polarité des phytocomposés libérés dans chaque type d’extrait
suivant le solvant d’extraction (Tiwari et al., 2011). Néanmoins, les resultats du dosage des
composés phénoliques ne donnent pas les valeurs exactes des teneurs en phénols totaux.
D’apres Huang et ses collaborateurs (2005) ce dosage n’est pas spécifique parce que le réactif
Folin-Ciocalteu ne permet qu’une appréciation globale des agents réduisant le complexe

phosphotungstique / phosphomolybdique.
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111.2.2-Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode spectrophotométrique au
chlorure d’aluminium (AICI3). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de
querceétine par g d’extrait sec (mg EQ/g ES). La concentration des flavonoides dans 1’extrait
éthanolique de Lavatera cretica était de 54,13+ 0,81 mg EQ/g ES. Les résultats sont

représentes dans la figure 10.
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Figure 10: Histogramme de teneur en Flavonoides pour I'extrait éthanolique de Lavatera cretica.
EELC: Extrait éthanolique de Lavatera cretica

L’étude menée par Veeramani et al. (2017) a demontré la richesse de Lavatera cretica
en flavonoides ou la teneur la plus élevée a été enregistré dans I'extrait éthyle acétate en
comparaison a I'extrait méthanolique qui a exhibé une faible teneur. Dans une autre étude
établie par Petkova et al. (2019), une faible teneur a été enregistrée dans les feuilles de Malva
sylvestris (0.76+0.19 mg EQ/g PF). De plus, un rendement de 15,58 + 0.19 ug EQ/mgE a été
retrouvé dans I'extrait méthanolique de Malva neglecta (Al-Snafi, 2019). Ceci démontre la
richesse de 1’extrait de notre étude en flavonoides comparativement aux études précédentes.
Cette différence de teneur en flavonoides peut étre di au fait que les flavonoides sont des
molécules tres polaires, résultant de leur richesse en groupements hydroxyles, donc se
solubilisent facilement dans les solvants polaires (Pietta, 2000 ; Bimakr et al., 2011).
D'autres auteurs ont également trouveé un contenu plus élevé en flavonoides et en composeés
phénoliques dans les feuilles comparativement aux tiges et aux fleurs lors de 1’utilisation de

I'éthanol a 95% comme solvant d'extraction. Cependant, une teneur en eau plus élevée

27



Chapitre 111 Résultats et Discussion

entraine I'extraction d'un plus grand nombre de composés bioactifs, en raison de leur
solvatation (Petkova et al., 2019).

111.3- Evaluation de I'activité antioxydant

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de 1’extrait éthanolique de la plante a été
réalisée in vitro par trois techniques chimiques différentes.
111.3.1- Piégeage du radical DPPH

La capacité de I'extrait de LC a piéger le radical DPPH a été déterminée en utilisant la
courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique. La teneur obtenu de notre extrait est de 65,92 +
8,40 mg EAA/g MS.
Les résultats représentés dans la figure 11 montrent le taux du DPPH présent dans le milieu.
Une différence significative (p < 0,05) a été enregistré pour 1’extrait de LC comparativement

au contr6le, ainsi I'extrait a permis une inhibition de 33,53 £ 4,78 % du DPPH.
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Figure 11: Histogramme de pourcentage du radical DPPH en présence de I'extrait éthanolique de
Lavatera cretica
Ctrl : Contréle ; EELC : Extrait éthanolique de Lavatera cretica .Toutes les valeurs sont représentées
par la moyenne + SD , One way ANOVA a été utilisé pour I'analyse statistique , *P < 0,05 Comparé
au controle.

Les travaux de Ben-Nasr et al. (2015) ayant utilisé I'extrait aqueux de LC ont démontré une
inhibition de 50% du DPPH a la concentration de 0,70 pug/ml. Dans une autre étude réalisée
par Hasimi et al. (2017), I'extrait méthanolique de Malva neglecta a démontré une inhibition
de 50% du DPPH a 60,51 pg/ml.

L’activité antioxydant des plantes est du a leur richesse en métabolites secondaires.
Les polyphénols et surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants, susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et de s'opposer a 1'oxydation des macromolécules

(Van et al., 1995). En effet, de nombreux travaux réalisés sur les activités antioxydantes des
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extraits de plantes ont montré que la capacité antiradicalaire déterminée par le test du DPPH
est bien corrélée au contenu en polyphénols totaux (Beta et al., 2005 ; Mansouri et al.,
2005). L’effet antioxydant de Lavatera cretica peut s’expliquer aussi par la présence du
tocophérol, une vitamine antioxydant mise en évidence dans la plante (Veeramani et al.,
2018).

111.3.2- Piégeage du radical ABTS

La capacité de I'extrait de LC a piéger le radical ABTS a été determinée en utilisant la
courbe d’étalonnage du TROLOX. L'extrait éthanolique de LC possede une concentration de
87,55 + 11,39 mg E Trolox/g MS.
Les résultats représentés dans la figure 12 montrent une différence significative (p < 0,05)
entre I’extrait éthanolique et le groupe contrdle, ainsi I'extrait de LC a permis une inhibition
de 18,45 £ 5.58% d’ABTS présent dans le milieu.
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Figure 12 : Histogramme de pourcentage du radical ABTS en présence de l'extrait éthanolique de
Lavatera cretica
Ctrl : Contrdle ; EELC : Extrait éthanolique de Lavatera cretica .Toutes les valeurs sont représentées
par la moyenne £ SD , One way ANOVA a été utilisé pour l'analyse statistique , *P < 0,05 Comparé
au controle.

Les travaux de Ben-Nasr et al. (2015) ayant utilisé l'extrait aqueux de LC ont
démontré une inhibition de 50% d’ABTS a la concentration de 2,88ug/ml. Dans des travaux
réalisés par Mihaylova et al. (2014) sur les feuilles de Malva sylvestrise, la capacité
antioxydant la plus élevée du radical ABTS a été enregistré par la méthode de décoction
(25,87+0,21 umol Trolox /g PF) suivie de la méthode d’extraction assistée par micro-ondes
(4,68+0,12 umol Trolox /g PF). D’autre part, Tabaraki et al. (2012) a estimé I’activité
antioxydant du radical ABTS de I’extrait éthanolique des feuilles de Malva sylvestris a une
valeur qui varie entre 24,07 et 28,70 umol Trolox /g PS.
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Les composés phénoliques sont doté d’activité antioxydant et ils ont la capacité de
piéger les radicaux libres par transfert d'électron singulier (Re et al., 1999). Les flavonoides
avec leur groupement hydroxyles agissent comme piégeurs de radicaux libres (Pokorny et al.,
2000) ce qui pourrait expliquer la différence dans la capacité de piéger le radical ABTS pour
les différents extraits vu la différence des teneurs en composés phénoliques et flavonoides

dans ces derniers.
111.3.3-Piégeage du peroxyde d’hydrogéne

L’effet scavenging du H,O, par I’extrait éthanolique de LC est illustré dans la figurel3
Les résultats montrent la présence d’une différence significative (p < 0,05) entre 1’extrait et le
contréle. Le pourcentage d'inhibition du peroxyde d'hydrogéne par I'extrait éthanolique de LC
est estimé a 27,64 + 0,12 %.
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Figure 13 : Histogramme de pourcentage du peroxyde d'hydrogéne en présence de l'extrait
éthanolique de Lavatera cretica
Ctrl : Contréle ; EELC : Extrait éthanolique de Lavatera cretica Toutes les valeurs sont représentées
par la moyenne + SD , One way ANOVA a été utilisé pour I'analyse statistique , *P < 0,05 Comparé
au controle.

Le peroxyde d'’hydrogéne a de fortes propriétés oxydantes. Il peut étre formé in vivo
par de nombreuses enzymes oxydantes, telle que la superoxyde dismutase et peut traverser les
membranes cellulaires oxydant lentement un certain nombre de composés intracellulaires

(Mandade et al., 2011). Pour cela, son élimination est tres importante pour la défense
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antioxydant dans les systemes cellulaires. Le peroxyde d'hydrogene est parfois toxique pour

les cellules car il peut donner naissance au radical hydroxyle (Moualek et al., 2020).

Plusieurs études ont testé I’effet inhibiteur de certaines plantes de la famille des
Malvacées vis-a-vis du H,O,. A notre connaissance aucun teste n’a été déja effectué pour
déterminer la capacité de Lavatera cretica a inhiber le peroxyde d'hydrogéne. Les essais
effectués par Moualek et al. (2020) ont montré des résultats plus élevés que ceux obtenus par
notre extrait. En effet, I'extrait aqueux de Malva sylvestris a permis une inhibition de 82,67%
du H,0O,. Dans une autre étude réalisée par Zakizedeh et al. (2011), I'extrait méthanolique des
feuilles et des fleurs de Alcea hyrcana Grossh a montré un pourcentage d'inhibition de 50%.
Par ailleurs, les travaux de Gulder et Korkmaz (2012) ayant utilisé 1’extrait hydroalcoolique

de Malva neglecta Wallr ont démontré une inhibition de 78,1 % de H,0,.

Le piégeage du H,O, par les extraits de plantes peut étre attribué a leurs composeés
phénoliques qui donnent des électrons a H,O,, le réduisant ainsi en eau (Farhan et al., 2011 ;
Guder et Korkmaz, 2012). Les différences de capacité de piégeage de H,O; entre les extraits
de plantes peuvent étre attribuées aux caractéristiques structurelles de leurs composants actifs
qui déterminent leur capacités comme donneur d'électrons (Ebrahimzadeh et al., 2009 ;
Zakizadeh et al., 2011).

111.4 - Evaluation de I'effet hépatoprotecteur de I'extrait de Lavatera cretica

L’effet hépatoprotecteur de 1’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Lavatera cretica
a été évalué en utilisant des rats de race Fischer comme modele animal. La stéatose hépatique
non alcoolique a été induite par un régime riche en gras et en sucre, par la suite un suivie
d'évolution du poids des rats ainsi qu'un dosage des parametres biochimiques tels que les
transaminases, triglycérides et cholestérol a été établie afin d'évaluer I'effet curatif de cet
extrait.

111.4.1- Evolution du poids des rats

Le changement dynamique du poids corporel a été mesuré pendant 16 semaines pour
chaque groupe de rats (Figure 14).

Le poids initiale (Semaine 1) et le gain du poids corporel apres I'exposition au régime
riche en gras et en sucre était significativement prononcé dans le groupe des rats traités qui

ont été mis sous régime gras avant leur traitement par rapport au contrble (-) soumis a
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I'alimentation saine. Tout au long du protocole, le gain de poids était prononcé a I’ajout du

régime riche en gras.

Aprés lI'administration de ’EELC, une diminution significative (P < 0,05) du poids des
rats traités au debut de la treizieme semaine (13 semaines) a été observée par rapport au
groupe (+) ayant gardé le régime gras pendant toute I'expérimentation ainsi que le groupe (%)

qui a repris I'alimentation saine.
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Figure 14: Courbe d'évolution de la masse corporelle entre les quartes groupes de rats en fonction de
semaines.

T.EELC : Traités avec l'extrait éthanolique de Lavatera cretica ; Ctrl + : Contrdle rééquilibré avec de
la nourriture saine. ; Ctrl - : Contréle soumis a la nourriture saine , Ctrl+ : Controle soumis au régime
gras et au sucre. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne = SEM, (N=9) , One way
ANOVA a été utilisé pour I'analyse statistique , *P < 0,05 Comparé au contréle (+).

Le protocole du régime alimentaire a duré 12 semaines car en comparaison avec la
littérature cette durée est largement suffisante pour induire la stéatose hépatique (Yang et al.
2010 ; Passevei et al., 2018; Tang et al., 2020). Le gain prononcé du poids corporel chez le
groupe traité qui a été soumis a une alimentation grasse est en accord avec plusieurs travaux
Li et al.,2014; Ipsen et al., 2018 ; Tang et al., 2020). Le modéle de la stéatose hépatique
induite par le régime alimentaire utilisé dans notre étude est largement utilisé dans la
prévention et la guérison de la NAFLD, puisque il existe effectivement une grande association
entre la NAFLD et I'obésité. La stéatose peut s’installer dés la quatriéme semaine du régime,
caractérisee par des augmentations de lI'accumulation de lipides dans le foie avec une prise de
poids (Li et al., 2014)
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En outre I'administration de l'extrait hydro-éthanolique de LC a permis une diminution
du poids chez le groupe traité et a empéché I'augmentation supplémentaire du poids corporel
par rapport au groupe témoin. Cela pourrait étre di aux flavonoides et phénols présent dans
I'extrait éthanolique de Lavatera cretica. En effet, les flavonoides et les polyphénols isolés de
diverses plantes médicinales ont montré un potentiel effet hypolypidémiant en supprimant le

stress oxydatif et I'népatostéatose (Ceylan-Isik et al., 2013).

111.4.2- Effet du traitement par I'extrait de Lavatera cretica sur les parametres

biochimiques

La stéatose hépatique est caractérisée par le trouble de I'expression d'une séries de
paramétres du métabolisme lipidique et hépatique, pour ceci un dosage des lipides sériques
ainsi que les taux des enzymes hépatiques était nécessaire afin d'évaluer les dommages

hépatiques induits.
111.4.2.1- Evaluation du taux sérique d'ASAT

Les résultats du dosage de I’ASAT sont représentés dans la figure 15. La valeur la plus
élevée a été enregistrée chez le groupe controle (+) (110,52 + 14,39 UI/L), suivi par le groupe
contrble (+) avec une valeur de (87,51 + 15,61 UI/L). Le groupe traité avec I’extrait de
Lavatera cretica (100 mg/kg) a exhibé une réduction significative (P<0,05) du taux d’ASAT
(64,60 + 5,32 UI/L) comparativement au contréle (+). Par ailleurs, une faible teneur a été
enregistré chez le groupe contréle(-) (48, 66 + 3,46 UI/L).
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Figure 15: Effet de I'extrait de LC sur le taux d’ASAT chez les différents lots de rats.

T. EELC : Traités avec I'extrait éthanolique de Lavatera cretica , Ctrl + : Contr6le rééquilibré avec de
la nourriture saine. ; Ctrl - : Contréle soumis a la nourriture saine. , Ctrl+ : Contréle soumis au régime
riche en gras et en sucre. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne + SEM, (N = 6), One
way ANOVA a été utilisé pour l'analyse statistique, *P < 0,05 comparé au contrdle (+).

111.4.2.2- Evaluation du taux sérique d’ALAT

Les résultats du dosage de I’ALAT sont représentés dans la figure 16. La valeur la plus
élevée a été enregistrée chez les groupes contrdle(z) et contrble (+) avec des valeurs de (79,00
+ 16.49 UI/L) et (40,44 + 17,97 UI/L) respectivement, comparativement au groupe control (-)
qui a exhibé une faible teneur en ALAT (8,58 = 1.73 UI/L). Par ailleurs, une réduction
significative (p<0,05) du taux d’ALAT (16,15 + 4,20 UI/L) a été enregistré chez le groupe

traité avec ’EELC comparativement au groupe contréle (+).
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Figure 16: Effet de I'extrait de LC sur le taux d'ALAT chez les différents lots de rats.

T. EELC : Traités avec I'extrait éthanolique de Lavatera cretica , Ctrl + : Contr6le rééquilibré avec de
la nourriture saine. ; Ctrl - : Contr6le soumis a la nourriture saine. , Ctrl+ : Contrdle soumis au régime
riche en gras et en sucre. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne + SEM, (N = 6), One
way ANOVA a été utilisé pour l'analyse statistique, *P < 0,05 Comparé au controle (+).

Nos résultats ont révélé que les rats soumis au régime alimentaire riche en gras et en
sucre présentaient une augmentation importante dans les taux de ASAT et ALAT par rapport
au groupe témoin normal. Ces résultats sont en accord avec ceux trouveés par Li et al. (2014)
et Tang et al. (2020). L’étude de Shetty et al. (2010) a également démontré une hausse des
niveaux de ALAT chez le groupe nourris avec lI'alimentation grasse (103,43 + 16,04 UI/L) par
rapport au groupe témoin vehicule (46,95 + 3,14 UI/L).

L'ASAT et I'ALAT sériques sont des marqueurs qui évaluent les dommages
hépatocellulaires. L'ALAT est situé dans le cytosol hépatocellulaire tandis que ASAT se
trouve principalement dans les mitochondries (Sanyal et al., 2015). Il a été rapporté que les
activités ASAT et ALAT augmentent significativement chez les animaux diabétiques associés
a l'obésité (Angulo, 2002). De plus, des études ont également confirmé la présence des
dommages hépatocellulaires suite a lI'obésité induite par le traitement riche en gras et cela par
le dosage du niveau plasmatique d’ASAT et ALAT (Byrne et al., 2009). L'étude réalisée par
Sanyal et al. (2015) a confirmé que la stéatose hépatique était significativement corrélée avec
une valeur d'ALAT plus élevée. Conformément aux rapports précédents, notre étude a

également observé une augmentation des taux de ALAT et de ASAT chez les rats nourries par
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I'aliment riche en gras et en sucre. Ceci pourrait provenir de I'accumulation des lipides induite

par le regime graisseux et qui est associée aux dommages du foie (Sunderesan et al., 2014).

L'augmentation du taux d'ASAT et ALAT dans le groupe () ayant repris
I'alimentation saine apres celle riche en gras signifie que le régime rééquilibré n'a pas eu

d'effet protecteur contre les dommages hépatiques.

Dans notre étude I'administration d'une dose de 100mg/kg de l'extrait hydro-
éthanolique des feuilles de LC a permis une diminution significative du taux de TGO et TGP
par rapport au groupe n’ayant regu aucun traitement de I'extrait, revendiquant un effet hépato-
protecteur de LC. Les travaux de Veeremani et al. (2017) confirment ces résultats.
Effectivement, l'extrait éthyl-acétate des feuilles de LC administré aux souris a réduit
significativement le taux d’ASAT et ALAT. Cette réduction pourrait étre due aux polyphénols
présents dans I'extrait de LC qui s’insérent dans les lipides saturés de la membrane
hépatocytaire préservant ainsi l'intégrité de la membrane cellulaire et prévenant les dommages
du foie (Popov et al. 2014). Par ailleurs, certains antioxydants, tels que la vitamine E
(présente dans les feuilles de LC) s’avere étre efficace pour réduire les transaminases sériques
et améliorer I'histopathologie hépatique chez les patients atteints de la NAFLD (Lavine,
2000).

111.4.2.3- Evaluation du taux des triglycérides

Les taux de triglycérides des différents groupes sont démontrés dans la figure 17. Une
forte teneur a été signalé chez le groupe contréle (+) (4,42 + 1,1mmol/L) alors que le contrdle
(-) a exhibé une réduction significative (P<0,05) du taux des TG ou la valeur correspondait a
(2,1 £ 0,27mmol/L). En outre, le groupe ayant recu I'extrait de LC a montré une diminution
significative avec une valeur de (2,67 + 0,68 mmol/L) comparativement au lot (+). Le groupe
(%) ayant recu une alimentation saine aprés avoir €té soumis au régime gras a enregistré une

diminution significative dans les taux de TG avec une valeur de (2,26 £ 0,36mmol/L).
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Figure 17: Effet de I'extrait de LC sur le taux des triglycérides chez les différents lots de rats

T. EELC : Traités avec I'extrait éthanolique de Lavatera cretica , Ctrl £ : Contr6le rééquilibré avec de
la nourriture saine. ; Ctrl - : Contréle soumis a la nourriture saine. , Ctrl+ : Contréle soumis au régime
riche en gras et en sucre. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne + SEM, (N = 6), One
way ANOVA a été utilisé pour l'analyse statistique , *P < 0,05 Comparé au contrdle (+).

Les résultats obtenus dans notre étude sont en conformité avec ceux obtenus par
Veeramani et al. (2017) ayant enregistré une augmentation du taux des TG chez le control
(+)(14,46 £ 1,04 mmol/L) et sa diminution chez le contrdle (-) (6,37 £ 0,47mmol/L). Cette
augmentation a été aussi confirmée par Yang et al. (2010) ou le taux de TG chez les rats
soumis a l'aliment gras était deux fois supérieurs a celle du lot sain. Dans une autre étude
mené par Passavei et ses collaborateurs (2018), I’augmentation dans les niveaux de TG a été
également observé chez les rats soumis a la nourriture grasse (95,8 + 2,6 mmol/L) par rapport
aux rats sains (79,8 £ 2,2 mmol/L). L’accumulation de lipides hépatiques qui s'est produit
chez les rats qui consomment un régime riche en gras est du a la production accrue d'acides

gras endogenes et I'augmentation de I'apport d'acides gras libres au foie par la circulation.

Le traitement des rats par EELC a montré une diminution du niveau des TG et qui est
comparable aux teneurs des rats sains. Ceci pourrait suggérer que I'extrait hydro-éthanolique
exerce un effet hypolypidémiant sur les rats soumis au régime gras. Cet effet est probablement

du a la capacité de I'extrait a réguler le métabolisme lipidique.
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La lipogenése hépatique de novo et l'oxydation des acides gras sont des voies
cruciales qui contrélent le métabolisme des lipides dans le foie. La lipogenese est fortement
régulé par la voie des lipides et joue un role dans la conversion de I'excés de glucides en
acides gras. Ce processus est contrélé par SREBP-1c. En général, SREBP-1c est un facteur de
transcription qui contréle les enzymes clés telles que I'ACC et le FAS, qui sont
principalement impliquées dans la biosynthese des acides gras (Horton et al., 2002). Des
études ont révélé que la consommation chronique du régime gras peut augmenter I'expression
de I'ARNm de SREBP-1c, ACC et FAS, conduisant finalement a I'accumulation de lipides
hépatiques (Sunderesan et al., 2014). En effet, I'étude réalisée par Veeramani et al. (2017) a
prouvé que I'administration orale de I'extrait éthyl-acétate de LC au groupe ayant suivie une
alimentation riche en gras a significativement réduit les expressions d'/ARNm de SREBP-1c,
ACC et FAS. Ceci pourrait étre dd a I'inhibition de la synthese des AG hépatiques et donc au
processus de la lipogenése de NOVO. Cependant, la diminution du taux de TG observé dans
notre étude pourrait étre due a 1’action de I’EELC sur I’expressions d’ARNm de SREBP-1c,
ACC et FAS réduisant ainsi la synthése des AG hépatiques.

Le taux d'oxydation des acides gras hépatiques diminue au cours de la stéatose
hépatique. PPAR-o. agit comme un récepteur hormonal nucléaire améliorant la 3-oxydation
des acides gras. Une diminution de ce récepteur a été rapporté chez le modéle NAFLD
provoqué par le régime gras (Ip et al., 2003). Li et al. (2014) ont démontré que l'activation de
PPAR-a réduit I'expression de SREBP-1c et blogue ainsi la synthése endogene des acides gras
en inhibant I'ACC et le FAS. Dans l'étude réalisée par Veeramani et al. (2017),
I'administration de I'extrait éthyl-acétate de LC a montré une augmentation significative dans
I'expression du PPAR-a. Cela méne a dire que I’extrait de LC empéche Il'accumulation

excessive de lipides hépatiques en régulant la B-oxydation des acides gras.
111.4.2.4- Evaluation du taux du cholestérol

Les résultats du dosage du cholestérol sont représentés dans la figure 18. La valeur la
plus élevée a été enregistrée chez le groupe contréle (+) (2,2 + 0,28 mmol/L). Le traitement
des rats avec I’EELC a exhibé une diminution significative du taux du cholestérol (1,79 %
0,12 mmol/L) comparativement au contréle (+). En outre, les groupes controle (£) et controle
(-) ont comparablement enregistré une diminution significative dans les teneurs du cholestérol
avec des valeurs de (1,93 + 0,02 mmol/L) et (1,92 + 0,21 mmol/L), respectivement en

comparaison au controle (+).
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Figure 18 : Effet de I'extrait de LC sur le taux sérique du Cholestérol total chez les différents lots de
rats.

T. EELC : Traités avec I'extrait éthanolique de Lavatera cretica , Ctrl + : Contr6le rééquilibré avec de
la nourriture saine. ; Ctrl - : Contr6le soumis a la nourriture saine. , Ctrl+ : Contrdle soumis au régime
riche en gras et en sucre. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne + SEM, (N = 6), One
way ANOVA a été utilisé pour l'analyse statistique, *P < 0,05 Comparé au contréle (+).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Veeramani et ses collaborateurs (2017) qui
ont trouvé une accumulation accrue du niveau du cholestérol total chez les groupes nourris
avec un régime gras par rapport au groupe témoin et que cette accumulation a été réduit de
maniére significative chez les groupes traités avec ’extrait éthyle acétate de Lavatera cretica
ce qui indique I’effet hypolypidémiant de cette plante. L’accumulation du cholestérol a été
aussi confirmé dans d'autres travaux ayant utilisé un régime alimentaire riche en gras (Yang
et al., 2010; Pasavei et al., 2018; Tang et al., 2020).

Il a été prouvé que la consommation d’un régime riche en graisse est associé au dépot
de graisses hépatiques et a I’accumulation des lipides hépatiques (Veeramani et al., 2017) ce
qui explique 1’élévation du taux du cholestérol observé dans notre étude chez le groupe
control (+). Par contre, la diminution du taux de cholestérol noté chez le groupe traité avec
I’EELC pourrait étre dus aux composes polyphénoliques qui possédent un cycle aromatique
portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (Halliwell, 2007). Les polyphénols ont
divers activités biologique tel que la réduction du taux de cholestérol sanguin (Hu, 2007).
Plusieurs études in vitro et in vivo suggerent que les flavonoides pourraient réduire les

concentrations du cholestérol sanguin et les dommages oxydatifs (Hodgson, 2008). En outre,
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on pourrait suggérer que la réduction de la teneur en cholestérol chez le groupe traité avec
I’EELC pourrait étre due a Il'inhibition de la HMG-CoA réductase. En effet, il a été prouveé
préecédemment dans I'étude réalisée par Veeramani et al. (2017) que l'administration de
I'extrait éthyle acétate de Lavatera cretica a significativement réduit I’expression d'/ARNm de
SREBP-1c. Cette derniére a été signalé comme régulateur de la transcription de la synthese

des acides gras mais aussi de la HMG-CoA reductase (Yang et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

Ce présent travail avait pour but d’évaluer l'effet de I'extrait éthanolique des feuilles de
Lavatera cretica sur les stéatoses hépatiques induites chez les rats par un régime alimentaire

riche en gras et en sucre.

Le dosage des métabolites secondaires présent dans I'extrait a montré un taux modéré
des phénols totaux (7,22 + 0,40 mg EAG/g ES) et des flavonoides (54,131 0,81 mg EQ/g ES).

Les résultats des tests antioxydants effectués ont démontré que Lavatera cretica avait
une capacité dans le piégeage de différents radicaux avec une inhibition de 33,53 + 4,78 % et
18,45 £ 5.58% du radical DPPH et ABTS, respectivement. En outre, I’effet scavenging du
H,0, a été estimeé a 27,64 + 0,12 %.

Le modeéle du régime alimentaire riche en gras et en sucre suivie a permis ’installation
de la stéatose chez les rats. Ceci a été démontré par différents parameétres tels que
I’augmentation du poids corporel des rats, une élévation de l'activité sérique des

transaminases ainsi qu'une altération importante dans le métabolisme lipidique.

L'administration d'une dose de 100mg/kg de I'extrait de LC a réduit d'une maniere
significative (P < 0,05) le taux des transaminases ASAT (64,60 + 5,32 UI/L) et ALAT (16,15
+ 4,20 UI/L) ainsi que les paramétres du bilan lipidique tels que les triglycérides (2,67 + 0,68
mmol/L) et le cholestérol (1,79+0,12 mmol/L) par rapport au groupe de rats ayant recu le
régime alimentaire riche en gras et en sucre. D’apres les résultats de cette étude il s’est avéré
que PEELC posséde un effet hépatoprotecteur et hypolipidémiant intéressant. Ces effets
curatifs pourraient étre dus a sa richesse en métabolites secondaires et a son pouvoir

antioxydant.

A la suite de ces résultats, il serait intéressant de compléter cette étude par des
observations microscopiques de 1’aspect histologique des foies des rats ainsi qu’une étude de
I’expression génique des facteurs rentrant dans la prononciation de cette maladie. Par ailleurs,
il serrait également intéressant d’évaluer l'effet préventif de l'extrait hydro-éthanolique de

Lavatera cretica et d’identifier les principes actifs responsable de I’effet curatif observé.
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Annexe 1: Les défenses antioxydantes enzymatique exogénes (Laverve, 2009).
Vit E: vitamine E, Vit C: vitamine C, OH: Hydroxyle, O : oxygéne, GSH: Glutathion réduit GSSG:

Glutathion disulfure NADP: Forme oxydé de nicotinamide dénine dinucléotide phosphate, phosphate,
NADPH: Nicotinamide adénine dinucléotide.
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Annexe 2: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux dans I'extrait
de Lavatera cretica.
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Annexe 3: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des Flavonoides dans I'extrait de
Lavatera cretica.
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Annexe 4: Courbe d'étalonnage de I'acide ascorbique pour la détermination du piégeage du radical
DPPH dans l'extrait de Lavatera cretica.
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I'extrait de Lavatera cretica.




Résumé

Une alimentation grasse répétitive est la source majeure du développement de plusieurs
maladies telles que la stéatose hépatique. La présente étude porte sur I'évaluation de I'effet de I'extrait
hydro-éthanolique de Lavatera cretica sur la stéatose hépatique induite par un régime riche en gras et
en sucre chez des rats. Un dosage de métabolites secondaires a révélé que I’extrait est une source de
phénols totaux et de flavonoides. L’extrait a également démontré un effet antioxydant avec des
pourcentages d'inhibition de (33,53 + 4,78%) pour le DPPH, (18,45 + 5,58%) pour I'ABTS et (27,64 +
0,12%) pour le H,O,. Aprés 12 semaines de régime alimentaire riche en sucre et en gras, les animaux
ont recu une dose de 100mg/kg de l'extrait de LC par voie orale pour une période de 21 jours. Une
diminution significative du poids corporel et des taux d'/ASAT (64,60 + 5,32 UI/L), ALAT (16,15 +
4,20 UI/L), TG (2,67 £ 0,68 mmol/L) et cholestérol (1,79+0,12 mmol/L) a été enregistrée chez le
groupe traité comparativement au groupe control (+). Ces résultats suggérent que I'extrait de LC est
doté d'un effet hépatoprotecteur a aspect curatif. Par ailleurs, il serait intéressant également de tester
’effet préventif de la plante.

Mots clés : Lavatera cretica, extrait hydro-éthanolique, stéatose hépatique, effet antioxydant,
transaminases, parameétres lipidiques.

Abstract

A repetitive fatty diet is the major source of the development of several diseases such as hepatic
steatosis. The present study focuses on the evaluation of the effect of hydro-ethanolic extract of
Lavatera cretica on hepatic steatosis induced by a high fat and a high sugar diet in rats. It was shown
that the extract is a source of total phenols and flavonoids. The extract demonstrated also an
antioxidant effect with an inhibition of (33.53 + 4.78%) for DPPH, (18.45 *+ 5.58%) for ABTS and
(27.64 £ 0.12%) for H,0,. After 12 weeks of high sugar and high fat diet, the animals received an oral
dose of 100mg/kg of LC extract for a period of 21 days. A significant decrease was recorded for the
body weight, ASAT (64.60 + 5.32 UI/L), ALAT (16.15 + 4.20 UI/L), TG (2.67 + 0.68 mmol/L) and
cholesterol (1.79+0.12 mmol/L) levels in the treated group compared to the (+) control group. These
results suggest that the extract of LC has an hepatoprotective effect with a curative aspect.
Furthermore, it would be also interesting to test the preventive effect of the plant.

Keywords: Lavatera cretica, hydroethanolic extract, hepatic steatosis, antioxidant effect,
transaminases, lipid parameters.



