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Introduction

Le stress oxydant est un déséquilibre entre les systemes oxydant et antioxydant lié a une
production accrue des espéces réactives de I’ oxygéne (ERO) et une diminution de la capacité
de défenses antioxydantes aboutissant a une attaque des composes cellulaires (Chow et al.,
2007).

La peroxydation lipidique est un processus qui se produit lors de la présence de I’ oxygene
comme conséquence du stress oxydant, les acides gras étant sa cible, les plus sensibles étant
les acides gras polyinsaturés (Cillard et Cillard, 2006). Ce processus de dégradation des
composes naturels est li€, chez les mammiferes, a des Iésions et des inflammations dans les
organes riches en lipides, comme le foie. Les lipides de la membrane cellulaire, dégradeés,
menent a des changements de la perméabilité membranaire conduisant a son ultime
destruction et al’ apoptose (Guéraud, 2010).

Les pathologies liées a la peroxydation lipidique sont nombreuses les plus importantes sont
I’ athérosclérose et la maladie d’ Alzheimer (Negre-Salvayre et al., 2010) Les traitements par
la médecine moderne de ces maladies est limité, ce qui a incité la recherche de nouvelles
molécules d’ origine naturelle pour la prévention et le traitement de ces maladies. Beaucoup
de plantes médicinales contiennent un large spectre de substances phytochimiques qui sont
des sources d’antioxydants naturels tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins. Ces composés possedent, en plus de leur activité antioxydante, d’ autres propriétés
biologiques, notamment anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Li et al., 2008). Ces

diverses propriétés sont responsables de leur large utilisation en médecine traditionnelle.

Pistacia lentiscus et Fraxinus angustifolia sont deux plantes locales largement utilisées dans
le traitement de plusieurs maladies. P. lentiscus possede des propriétés anti-radicalaire,
antifongique, anti-inflammatoire et antioxydante (Atmani et al., 2009) aors que F.
angustifolia est doué d'activités diurétique, hépatoprotectrice, antimicrobienne et anti
oxydant. Ces propriétés thérapeutiques ont été mises en évidence dans plusieurs études de
recherches (Atmani et al., 2009; Moulaoui et al., 2014; Remila et al., 2015) et
correspondent aleur richesse en métabolites secondaires tels que les composés phénoliques.

L’ objectif de ce travail a éé d évaluer |’ effet hépatoprotecteur des extraits éhanoliques des

feuilles de P. lentiscus et feuilles et écorce de F. angustifolia contre la peroxydation lipidique

E

induite par le trichlorure d’ aluminium (AlCl5).




Chapitre I : Revue

bibliographique




CHAPITRE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Le stress oxydant est caractérisé par la présence en exces de radicaux libre.
|.1.Lesradicaux libres

[.1.1. DEFINITION

Un radicd libre (RL) peut étre défini comme une espéce chimique, atome ou molécule, qui
contient un ou plusieurs éectrons non appariés. Cet électron célibataire confére aux RL une
certaine instabilité, qui stimule des attaques par les radicaux libres de molécules biologiques
afin de les oxyder. En présence de I’ oxygéne, la production des RL est permanente au sein de
la matiére vivante ce qui nécessite leur neutralisation par des molécules appel és antioxydants
(Amar, 2010; Berger, 2006). L’ oxygene, indispensable a la vie, génére dans la cellule des
espéces réactives oxygenées (ERO) qui peuvent provoquer de nombreux effets déelétéres et

qui peuvent réagir avec de nombreuses molécules et de provoquer des dégéts cellulaires

(Pincemail et al., 2009).

1.1.2.NATURE DES RADICAUX LIBRES

Les radicaux libres peuvent provenir de I’ oxygene, généralement appelés especes réactives
oxygénees (ERO). On en cite les radicaux hydroxyl (OH"), le superoxyde (O2) et I’ oxygene
singulet (O). lls peuvent provenir aussi de |’ azote appelés especes réactives azotées (ERN).

Les monoxydes d’ azote (NO) et le peroxynitrite ONOO™ sont des exemples.(Reimund, 2002)
1.1.3. LESPRINCIPALES SOURCES DES ERO

Deux sources principales sont a I’ origine de laformation des ERO

1.1.3.1. LES SOURCES ENDOGENES

-LAMITOCHONDRIE

Les dérivés réactifs de I’ oxygene sont produits au cours de la chaine respiratoire ou I’ oxygene
moléculaire est réduit en eau. En effet, dans les cellules non phagocytaires, 80 % de I’anion
superoxyde dans la cellule provient du fonctionnement de la chaine respiratoire, localisée
dans la membrane interne de la mitochondrie (Carriére et al., 2006). Cependant, une
proportion significative de I’ oxygene (2 a 3 %) échappe a la réduction complete en H,0 et
subit une réduction mono-éectronique au niveau des complexes | et 1ll de la chaine

respiratoire pour donner naissance a |’ anion superoxyde (O,) (Gardeés -Albert et al., 2003).
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Ce dernier est le précurseur des ERO car il est transformé sous I'action du superoxyde
dismutase (SOD) en peroxyde d hydrogene (H.O,) (Figure 1). Par addition de nouveaux
électrons, le H,O, donne naissance au radical hydroxyle (OH") par la réaction de Fenton. Ce
dernier, hautement réactif, peut s attaquer a la plupart des macromol écules (protéines, acides
nucléiques et lipides), désorganisant leur structure chimique et atérant leurs fonctions
biologiques (Babior, 2000). D’ autres réactions chimiques conduisent a la formation d acide
hypochloreux et d’ oxygéene singulet (Figure 1), Le monoxyde d’ azote, quant a lui, est produit
sous I’ action de laNO synthase (NOS) (Reimund, 2002)

-LA NADPH OXYDASE

La NADPH oxydase est une enzyme localisée au niveau de la membrane cytoplasmique et
dans les cellules phagocytaires. La NADPH utilise le NADH ou le NADPH intracellulaire
comme donneurs d’ électrons pour catalyser la réduction mono-électronique de I’ oxygene en
O, (réaction 1) (Beaudeux et al., 2006 ; Favier, 2003).

-LA XANTHINE OXYDASE

La Xanthine oxydase (XO) est une enzyme cytosolique qui catalyse |’oxydation de
I” hypoxanthine en xanthine et laréduction d’ O, en O, (réaction 2)(M ontalbini, 2000).

-LESMETAUX DE TRANSITION

Les ions métalliques comme le fer et le cuivre sont de remarquables promoteurs de processus
radicalaires in vitro, transforment le H,O, en radical hydroxyl (OH") par laréaction de Fenton
(réaction 3). Ce dernier, étant encore plus toxique, accéléere la peroxydation lipidique
(Fontaine et al., 2002).

E
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[.1.3.2. LES SOURCES EXOGENES

Les sources exogenes sont majoritairement des prooxydants environnementaux tels que les

pesticides, la fumée de cigarettes, les xénobiotiques, et les rayonnement €l ectromagnétiques

(radiation ionisante, lumiére ultraviolette) (Buonocore et al., 2010).

Lumiére UV oxydases
10, | < 0, | H;O,
Oxygéne singulet Oxygéne Seperoxyde eroxyde d’hydrogénes
; Cycles redox dismutases myéloperoxidase
Arginine NADPH ox
mitochondrine
NO*° 0,° HOCI
- . Fe3+
Monoxyde d’azote Anion superoxyde
ONOO » | OH’
peroxynifrite Radical hydroxyle
Nitration d /
Ip:z':::::c:cs Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
) des cascades des protéines Lipidique I'ADN

de kinases

Figure 1. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’ oxygene

(Hazout et al., 2008).

.1.4. ROLES DES RADICAUX LIBRES

Le rble des RL est trés complexe car ils peuvent assumer une fonction physiologique ou un

effet toxique en fonction de leur concentration. A |’ état physiologique, il existe un équilibre

entre la production des radicaux libres dérivés de I'oxygene (ERO) et les systémes

antioxydants. Par contre, une production exagérée d' ERO provoqué essentiellement par un

.
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déséquilibre des défenses antioxydants peut aboutir a des pathologies telles les maladies

dégénératives et le cancer (Baudin, 2006).
.1.4.1. ROLESPHYSIOLOGIQUES

Les radicaux libres remplissent de trés nombreuses fonctions utiles. lls participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogenes (Favier, 2003). Ils sont aussi impliqués dans la
destruction des celules tumorales par apoptose, le cycle cdllulaire et la différentiation
cellulaire (Favier, 2003). Ils peuvent aussi jouer un réle de messagers secondaires ou

activateurs des facteurs de transcription (Haleng et al., 2007).
1.1.4.2. ROLES PATHOLOGIQUES

En exces, les RL deviennent pathologiques, par activation de |’ expression des genes codant
pour des cytokines proinflammatoires ou des protéines d’ adhésion. En outre, leur nature
instable les rend tres réactifs vis-a-vis de substrats biologiques et capables d’'induire des
modifications oxydatives délétéres potentiellement impliquées dans I’ apparition de plusieurs
pathol ogies comme | e cancer et les mal adies neurodegénérative (Haleng et al., 2007).

[.2. STRESS OXYDANT

Un stress oxydant est produit lorsgu’il y a un déséquilibre profond entre antioxydants et
prooxydants en faveur de ces derniers. Cette situation peut résulter d' un dysfonctionnement
de la chaine mitochondriale, d’une activation de systemes enzymatiques (xanthine oxydase,
NADPH oxydase, monoamine oxydase), d’une libération de fer libre a partir des protéines
chélatrices (ferritine) ou d’'une oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine,
catécholamines). Enfin, une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera

également al’ apparition d un stress oxydant (Pincemail et al ., 2002).

.2.1.PRINCIPALES CIBLESBIOLOGIQUES

1.2.1.1.L.’ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE :

L’ ADN est une cible privilégiée des ERO. La guanine, par exemple, peut réagir avec le OH"

pour former la 8-hydroxy-2’'-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, en s appariant avec |’ adénine,
entraine des mutations au sein de I’ADN (Figure2) qui peut aboutir au déclenchement du
cancer (Haleng et al., 2007).
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Figure2 : Exemple de Mutations de I’ ADN formées par attaque radicalaire (Favier,2003).
.2.1.2. LESLIPOPROTEINES:

L’ attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit ala formation de LDL oxydées, qui
seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’ activité de ces récepteurs
n'éant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les macrophages se
transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans les premieres étapes de
I” athérosclérose) (Nakajima, 2006).

1.2.1.3. LESPROTEINESET ACIDESAMINES

Les modifications des structures primaires, secondaires et tertiaires des protéines par les ERO
sont ala base de la formation de dérivés protéiques carbonylés (Pincemail et al., 2009). Les
acides aminés les plus réactifs sont I’ histidine, |a proline, le tryptophane, la cystéine et la
tyrosine. Toute attaque radicalaire provoque des dommages qui sont, pour la plupart
irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non
reconnaissance d’'un récepteur par un ligand et perte d’ activité enzymatique) (Haleng et al.,
2007).

.2.1.4. LESLIPIDESMEMBRANAIRES:

Le mécanisme d'attague oxydante des RL sur la membrane cellulaire est appelé la

peroxydation lipidique (Baudin, 2006). Il est discuté dans la section suivante.

E
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[.2.2. LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

La peroxydation lipidique est engendrée par des attaques radicalaires sur les composés les
plus sensibles de la membrane cellulaire qui sont les acides gras polyinsaturés (AGPI), dont
I’ oxydation est d’autant plus importante que le nombre de doubles liaisons est élevé (Acar et
Lecert, 2007). Le dommage oxydatif des lipides membranaires (phospholipides,
cholestérols), modifie la perméabilité et la fluidité de la membrane et atére son intégrité
cellulaire (Guéraud et al., 2010). Ce processus est constitué d’ une réaction en chaine divisée

en trois étapes:
-L’INITIATION

Le radical hydroxyle arrache un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons
d un acide gras polyinsaturé (AGPI), pour former un radical diéne conjugué, qui en présence

d oxygene va étre oxydé en radical peroxyle (Figure 3) (Hennebelle et al., 2004).

Figure 3 : Initiation de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).
-LA PROPAGATION

Le radical peroxyle (ROOe) formé dans la premiére phase est suffisamment réactif pour
arracher un H" aun (AGPI) voisin provoquant ainsi la propagation de la réaction (Figure 4)
(Atkin et al., 2005).
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Figure4: Lapropagation dela peroxydation lipidique a d’autres AGPI (Favier, 2003).
-LA TERMINAISON

Cette phase consiste a la recombinaison des deux peroxyle pour former un peroxyde
relativement stable (RO, +RO, —ROOR+0,). La décomposition des peroxydes libére de
nombreux produits tels que des aldéhydes (malondial déhyde, 4-hydroxynonénal) a partir de la
plupart des AGPI, et des isoprostanes a partir de |’ acide arachidonique (Figure 5) (Baudin,
2006).

Figure5 : Produits terminaux de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).
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1.2.2.1.CAUSES DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

Les métaux semblent jouer un réle important dans I'induction de la peroxydation lipidigue;
parmi ces métaux citons I’aluminium (Al) et le fer (Fe).

Le fer joue un réle important dans I'initiation et la propagation des réactions radicalaires.
Quand il se retrouve dans le sang sous une forme libre, il engendre la formation de radicaux
hydroxyles (OH") par la réaction de Fenton, et catalyse ainsi I’initiation de la peroxydation

lipidique expliguée ci-dessus (Pincemail et al., 1999).

L’ aluminium n’est pas un métal de transition et ne peut pas initier la peroxydation lipidique.
Cependant, plusieurs études montrent une corrélation entre |I’accumulation de I’aluminium et
les dommages oxydatifs dans le cerveau. Des études in vitro ont montré que I’aluminium
accélere significativement la peroxydation lipidique initiée par le fer en rentrant en
compeétition avec ce dernier par sa liaison a la transferrine. Donc, le Fe se retrouve sous une
forme libre et permet laformation de radicaux hydroxyles (OH") (Shati et al., 2011).

1.2.2.2. PATHOLOGIESLIEESA LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

La neurotoxicité de I’'auminium (Al) et le fer (Fe) a été considérée pendant plusieurs années
comme |’une des causes de déséquilibre lié a la maladie d’ Alzheimer. D’ autres pathologies
comme |'athérosclérose est aussi liée éroitement a la peroxydation lipidique (Negre-
Salvayreet al., 2010).

-LAMALADIED'ALZHEIMER

Le systeme nerveux central (SNC) est une cible tres sensible aux dommages de la
peroxydation lipidique en raison de la présence d'un niveau élevé de lipides polyinsaturés
dans les membranes cellulaires neuronales, le taux éevé en métaux de transition et en
oxygene en plus de sa pauvreté en systemes de défense antioxydants (Negre-Salvayre et al.,
2010). Comme le cerveau appartient a I’ensemble des tissus et organes dans lesquels le
renouvellement cellulaire est quasiment absent, on observe une tendance a accumuler de

grandes quantités de produits de la peroxydation lipidique.

Les cellules neuronales possedent un récepteur de haute affinité et spécificité pour la
transferrine, ce récepteur est un point d'acces pour le fer dans le cerveau a travers la
circulation (Singh et al., 2014). L’ Al peut se lier auss a la transferrine et I’ utilise comme

E

véhicule pour la pénétration dans le cerveau (El-Sayed et al., 2011). La maladie d’ Alzheimer
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est associée au processus de vieillissement du cerveau. Elle débute habituellement a partir de
50 ans (début précoce) mais le plus souvent, le début se situe aprés 65 ans (Derouesné et al.,
2000). La maladie d’ Alzheimer est une affection neuro-dégenérative chronique (Eustache et
al., 1993), avec des | ésions anatomopathol ogiques et biochimiques importantes. Ces derniéres
aboutissent a un éat démentiel entrainant la disparition progressive des neurones et
conduisant a une atération intellectuelle irréversible des facultés cognitives (mémoire,
langage, raisonnement) (Petit et al., 2000; Anaes2000). Ces lésions envahissent
progressivement les différentes zones du cortex cérébral, qui se manifestent d’ une maniére de

plus en plusvisible.

-L’ATHEROSCLEROSE

L’ athérosclérose est une pathologie inflammatoire de la paroi artérielle qui résulte d'une
agression initiale de I'endothélium vasculaire (Duriez, 2004). Cette agression est issue d'un
stress oxydant qui joue un réle important dans I’ oxydation des lipoprotéines de faible densité
(LDL). Ces derniers circulant dans le sang; ils sont riches en acides gras polyinsaturés
subissent des changements dans leur structure en induisant une fragmentation de leur
apolipoproteine qui serait en partie responsable de leur athérogénicité (Demuth et al., 2000).
Ces LDL modifiés seront reconnues par les macrophages au sein desquels elles s accumulent
formant ains des cellules spumeuses qui S'instalent dans |’ espace interstitiel et contribuent

au développement de |’ athérosclérose (Pincemail et al., 1999).
1.2.2.3. BIO-MARQUEURS DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

Les marqueurs de la peroxydation lipidique sont nombreux et peuvent étre des indicateurs de
plusieurs pathologies. Parmi ces marqueurs, on peut citer des produits primaires comme les
hydroperoxydes, ou des produits secondaires terminaux comme le malondialdéhyde (MDA),
le 4-hydroxynonéna (4-HNE) et les isoprostanes. La difficulté est de choisir tel ou tel
marqueur pour apprécier son importance in vivo a cause des problemes analytiques de
specificité et de sensibilité. (Michel et al., 2008).

@
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-LES DIENES CONJUGUES

Ils sont facilement mesurables a 234 nm. Leur détection, peu spécifique et peu sensible, a
surtout une valeur indicative mais présente |'avantage dune détermination cinétique.
(Guichardant et al., 2006)

-LE DIALDEHYDE MALONIQUE (MDA)

Cest sans doute le plus connu et le plus utilisé. Il résulte de la dégradation des
hydroperoxydes formeés au cours de la peroxydation des acides gras polyinsaturées. Cependant,
il peut auss étre formeé lors de I'activation de la voie de la cyclooxygénase. De plus, sa
formation n’est pas spécifique des lipides. Il peut aussi apparaitre lors de ’interaction du
radical hydroxyle avec la vitamine C ou avec le désoxyglucose. Il généralement détecté par
spectrophotométrie a 532 nm apres sa dérivation sous la forme d’un complexe avec |’ acide
thiobarbiturique ou avec |’ acide diéthylthiobarbiturique(Guichar dant et al., 2006)

-LESISOPROSTANES

Les isoprostanes résultent de I’ oxydation de I’ acide arachidonique et sont constitués de cing
types regroupant chacun huit régions isomeres, Le 8-épi-PGF2a est |I'isoméere mgjoritaire
(Morrow et al., 1990). Il peut ére mesuré notamment dans les urines et est considéré
actuellement comme le marqueur de référence de la peroxydation lipidique in vivo (Greco et
Minghetti, 2004).

-LES4-HYDROXY-ALKENALS

IIs dérivent comme pour le MDA de la scission des hydroperoxydes formés au cours de la
peroxydation lipidique. Ces hydroxyl-alkénals ont en commun une double liaison entre les
carbones 2 et 3. |Is sont caractérisés par la présence d’ un groupement a déhydique porté par le
carbone 1 et par un groupement hydroxyle sur le carbone2. Ils ne différent que par lalongueur

de leur chaine carbonée. (Guichardant et al., 2006).

|.2.3.LESSYSTEMESANTIOXYDANTS

On distingue deux types de systémes de défense antioxydants: les antioxydants enzymatiques
comme la catalase, la glutathion peroxydase (GSH—Px) et la SOD, et les antioxydants non-
enzymatiques comme la vitamine E, en particulier la forme a-tocophérol, la vitamine C, et la

glutathione cellulaire (Reimund, 2002).

E
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1.2.3.1. LESANTIOXYDANTS ENZYMATIQUES

- LA SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD)

La famille des SOD est formée de plusieurs métalloprotéines (Haleng et al., 2007), qui
permettent |I'élimination des anions superoxydes (O,) par dismutation en peroxyde
d’ hydrogene (H.O.) et en une molécule d’ oxygene (O,) (réaction 4) (Gardes-Albert, 2003).

SOD, H*
O, +0; ———» H0,+0, (4)

-LA CATALASE (CAT)

La catalase est une enzyme qui contient du fer. Elle est concentrée dans le foie et les
érythrocytes (Tessier et Marconnent, 1995). Elle réduit le peroxyde d’ hydrogene en libérant
de I’oxygene et de |’ eau (réaction 5) et son role est trés important surtout en présence d’ions
ferreux en permettant d' éiminer |I’excés de peroxyde d’hydrogene afin que la réaction de
Fenton ne puisse pas s amplifier (Goudable et Favier., 1997).

Catalase
2H202 » 2H2O + O2 (5)

-LA GLUTATHIONE PEROXYDASE (GSHPX) :

La GSH-Px est localisée dans les milieux extracellulaires, le cytosol et les mitochondries
(Ruch et al., 2003). Ces enzymes réduisent le peroxyde d hydrogene (réaction 6) et les
hydroperoxydes lipidiques (réaction 7) en utilisant le glutathion réduit (GSH) sur lequel elles
transférent |’ oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSG) (Goudable et al., 1997).

GSHPy

H,0,+2GSH —+—— 2H,0 + GSSG (6)
GSHPy

ROOH +2GSH ——— & ROH + GSSG + H,0 @)

@
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1.2.3.2. LESANTIOXYDANTSNON-ENZYMATIQUE

-LAVITAMINE C

Lavitamine C (I’ acide ascorbique) est un excellent piégeur des ERO (HO ou Oy). Elleinhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses:
contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthése du
collagéne et des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer
(Pincemail et al., 2009; Haleng et al., 2007).

-LAVITAMINE E

La vitamine E est un puissant inhibiteur de la peroxydation lipidique, elle se dose sous la
forme de ses deux isomeres (o et y-tocophérol). Son caractére hydrophobe lui permet de
sinsérer au sein des membranes riches en acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un réle
protecteur en réagissant avec les radicaux pyroxyles (ROO’) pour former un radica
tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique. (Gill et Tutga,
2010).

-LESCOMPOSES PHENOLIQUES

Durant ces derniéres années, plusieurs chercheurs se sont intéresses aux composants
phénoliques a cause de leur pouvoir a piéger les radicaux libres et les bienfaits potentiels de
leur consommation sur la santé humaine (Manach et al., 2004). Les composés phénoliques
regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent tous un point en commun: la présence dans leur structure d au
moins un cycle aromatique a 6 carbones, [ui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004).

Les composés phénoliques différent dans leur structure selon le nombre et la position des

hydroxylations et méthylations du cycle aromatique (Bourgou et al., 2008).

E
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-LESTANINS

Les tanins sont un groupe diversifié de métabolites secondaires des plantes qui ont deux
caractéristiques communes : tous sont des polyphénoles et tous ont |a capacité de fixer les
protéines. Les tanins inhibent la peroxydation lipidiqgue des mitochondries du foie et des
microsomes. Lors de la peroxydation, les tanins donnent des protons face aux radicaux libres,
et aingi, des radicaux tanniques stables sont formés, ce qui permet de stopper la réaction en

chaine de I’ auto-oxydation lipidique (Ekoumou, 2003).

-LESQUINONES

Les quinones sont des composés intéressants qui ont des caractéristiques uniques et plusieurs
réles importants. Ils sont largement distribués dans la nature, y compris dans les tissus
animaux et végétaux. les quinones ont été utilisées dans une grande variété de pratique
clinique.

Par exemple, la doxorubicine (DXR) est une anthraguinone(AQ) antibiotique qui a été utilisé
cliniquement dans le traitement des tumeurs malignes (Naoya et Naotaka, 2014). Les
guinones sont attachées aux composés phénoliques simples. Certaines quinones plus
complexes, ou la partie aromatique est liée a une chaine latérale isoprénique, assurent souvent
des fonctions biologiques essentielles chez les étres vivants, en particulier, le transfert des

électrons dans les mitochondries et les chloroplastes (M acheix et al., 2005).

-LESCOUMARINES

Les coumarines et leurs dérivés sont des produits naturels qui sont largement utilisés pour des
fins pharmaceutiques, agricoles et cosmétiques (Moussaoui et Bensalem., 2007). Ils ont des
activités anti-thrombotiques, anti-inflammatoires et vasodilatatrices (Cowan, 1999).1ls ont la
capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. Ils préviennent
également la peroxydation des lipides membranaires (Ander son et al., 1996).

-LESFLAVONOIDES

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composés polyphénoliques. Ils sont
classés en flavonols, flavones, flavanones, chalcones, flavanes, isoflavones, flavanols et
anthocyanes (Derbel et Ghedira, 2005). Du fait de leurs propriétés antioxydantes, liées a
leur structure polyphénolique, les flavonoides ingérés avec nos aliments sont réputés pour

protéger I’organisme contre les effets déléteres des apports environnementaux oxydants

E
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(Stoclet et Schini-Kerth, 2011). Les différentes classes des composés phénoliques sont

résumeées dans | e tableau en-dessous.

Tableaulll : Les différentes classes de composés phénoliques (K ostova et | ossifova., 2007 ;
Bruneton., 2009; Nkhili., 2009; Pandey et Rizvi., 2009).

Squelette carboné Classe Exemple Structure chimique
C6 Phénols simples Hydroquinone HO @ OH
C6-C1 Acides Acide gallique
hydroxybenzoiques
R]_: R2 = OH
R,

Acides Acide caféique Rz

hydroxycinnamiques.
C6-C3 R on

O
Coumarines Fraxine
R,=H; R, = OMeg;
R; = OH; R,= OGlc

C6-C3-C6 Flavonoides, Kaempférol

isoflavonoides

R=R =H
(C6-C3)2 lignanes Medioresinol CHy0 O cmoH
HO CH,OH
OCH;
OH

(C6-C3-C6) n Tanins condensés Procyanidol

E
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I.1.MATERIEL
[1.1.1.MATERIEL VEGETAL

Le matériel végéta est composé des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus et ceux des
feuilles et écorce de Fraxinus angustifolia. Le choix des plantes n’était pas arbitraire mais
basé sur I’ utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle pour le traitement des maladies

causées par le stress oxydatif.

11.1.1.1. DESCRIPTION DESPLANTES
I1.1.1.2.1. Pistacia lentiscus
-DESCRIPTION BOTANIQUE

Le pistachier lentisque « Pistacia Lentiscus L. », de la famille des Anacardiaceae, est un
arbuste vivace ramifié de 1 a 3 métres de hauteur, a odeur résineuse prononcee, et petites
feuilles généralement paripennées, d'un vert foncé, luisantes et persistantes (Bammou et al.,
1997; Fennane et al., 2007) (figure 6A). Le fruit est une baie globuleuse de 2 a 3 mm,
d abord rouge, il devient brunétre a sa maturité en automne (figure 6B). L’incision du tronc de
cet arbuste fait écouler un suc résineux irritant non coloré nommeé le mastic qui, une fois

distillée, fournit une essence employée en parfumerie (I serin, 2001).

A : feuilles B : fruits

Figure 6: arbuste de Pistacia lentiscus.

@
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-CLASSIFICATION: représentée dans le (tableau I) ci-dessous.

Tableau | : classification scientifique de P. lentiscus (Ansari et al., 2012).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
- Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espece Pistacia lentiscus

REPARTITION GEOGRAPHIQUE

L’ espece Pistacia lentiscus se trouve généralement dans la région méditerranéenne de
I”Europe et de I’ Afrique jusgu’ au canaries, et qui se dével oppe sur tous types de sols, dans les
zones subhumides et semi-arides (Arab et al., 2014). Cette plante est tres répandue sur le
littoral et joue un réle fondamental dans |'entretien des écosystémes par sa forte résistance aux

changements climatiques (Hamlat et al., 2008).
-PROPRIETES THERAPEUTIQUES

Pistacia lentiscus posséde des propriétés anti-radicalaires (Atmani et al., 2009; Remila et al.,
2015) anti-ulcéreuses, antifongiques et antibactériennes (Bammou et al.,1997). Elle est
utilisée en médecine traditionnelle gréce a ses propriétés thérapeutiques hépatiques, gastro-
intestinales, et comme antiseptique, contre les infections urinaires et respiratoires (Bozor gi
et al., 2013).

-PRINCIPESACTIFS

La composition chimique des feuilles de P. lentiscus est caractérisée par la présence d’ une
forte teneur en anthocyanines (delphinidine 3-O-glucoside et cyanidine 3-O glucoside)
(Ansari et al., 2012), en tanins, comme la catéchine (Vaya et al., 2000 ;Romain et al., 2002)

et le D-Gallocatéchine (Hou et al.,2000), et en flavonoides comme la quercetine-glucoside et
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myricetine glucoside (Arab et al., 2014 ; Remila et al., 2015). La plante est aussi riche en

acides phénoliques tels que le B-Glucogalline (Niemetz et al., 2001) et I'acide galique

(Rodriguez et al., 2013; Remila et al., 2015).

11.1.1.2.2. Fraxinus angustifolia :

-DESCRIPTION BOTANIQUE

Fraxinus angustifolia est un arbre d’une taille maximale de 25m (Brosse, 2000), a feuilles
adultes grandes de 12 a 25 cm (Figure7A) (Beloued, 2009). L’ écorce est lisse et grise, plus
rugueuse avec |’ &ge (Figure 7B) (Schauenberg et Ferdinand, 2013).

A : Feuilles de F.angustifolia

B : Ecorce de F. angustifolia

Figure 7 : Arbuste de Fraxinus angustifolia.
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-CLASSIFICATION : €lle est représentée dans le tableau 11 suivant :

Tableau Il : Classification scientifique de F. angustifolia (Goussen et al., 1982)

Regne Plantae
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae
Genre Fraxinus
Espece Fraxinus angustifolia

-REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Fraxinus angustifolia se trouve dans I'ensemble du méridional et de I'Europe de I'Est. Sa
distribution sétend de I'Espagne et du Portugal dans I'ouest, au nord en Slovaguie et en
Moravie méridionae, et vers lI'est en Turquie, Syrie, Caucase, Iran et Russie méridionale
(Boshier et al., 2005).

-PROPRIETES THERAPEUTIQUES

L es especes Fraxinus ont été utilisées en médecine traditionnelle en raison de leurs propriétés
diurétiques, anti-inflammatoires, antioxydantes, hépato-protectrice, antimicrobiennes et
antiallergiques. Elles sont utilisées aussi pour le traitement de la constipation, I’ arthrite, les
douleurs rhumatismales et la cystite (Kostova et al., 2007). Les feuilles possedent des
capacités efficaces pour la régulation des selles et contre les parasites intestinaux aors que
I’écorce est utiliste contre les hémorragies, la goutte et surtout contre les fiévres
intermittentes (Beloued, 2001).

-PRINCIPESACTIFS
La présence des coumarines, des secoiridoides et des phenylethanoides est caractéristique des
espéeces Fraxinus (Kostova, 2001).

Les feuilles de F. angustifolia contiennent des secoiridoides synthétisés principa ement sous
forme de glucosides et quelques flavonoides (Calis et al., 1993). Elles contiennent également
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une faible quantité de coumarines, des acides organiques et des tanins. Les coumarines se
trouvent soit sous forme libre ou sous forme de glucosides.

D’ autre part, I’ écorce contient un glucoside, la fraxine, des principes amers (Beloued, 2001),
une teneur élevée en tanins mais une faible teneur en flavonoides (Atmani et al., 2009).
L’ écorce contient aussi des lignanes et des composes phénoliques simples (Kostova et al.,
2007).

11.2. ANIMAUX DE LABORATOIRE

Pour |’ évaluation de I’ activité hépatoprotectrice in vivo, de I’ extrait éthanolique des feuilles
de P. lentiscus et feuilles et écorce de F. angustifolia, des souris abinos méales (22-25 g)
avec une moyenne d' &ge de 6 semaines ont été utilisées. Ces animaux proviennent des
centres d’' élevage de I'institut Pasteur d’ Alger et I’ expérimentation a été réalisée au niveau
du laboratoire d’ expérimentation animale de |’ université de Bejaia.

Pour respecter leur cycle biologique, les animaux ont éé mis sous des conditions de
température ambiante (25-27°C) et d’humidité (60-70%). Le laboratoire est soumis a un
éclairage artificiel 12h/12h de lumiere et d'obscurité. Les souris ont éé nourries a volonté

avec |’ aiment a bouchon et I’ eau de robinet.
11.2.1. METHODE

[1.2.1.1. RECOLTE ET BROYAGE DESPLANTES

Les feuilles de P. lentiscus ont été récoltées en juillet 2013, dans la forét d’ Azru-n-Bechar a
Amizour située a I'est de Bgjaia alors que les feuilles et écorces de F. angustifolia ont été
échantillonnées en aolt 2013. Les parties de plantes ont été sechées a température ambiante et
dans un espace ombragé suivi par un séchage final dans une étuve (37°C) afin d éiminer
toute trace d’humidité. A I’aide d’ un broyeur éectrique, les parties de plantes ont été broyées
et tamisées, jusqu’a I’ obtention d’une poudre fine (63um), qui a été stockée a I’abri de la

lumiére et a-90°C.

[1.2.1.2. EXTRACTION
Une extraction a été menée de la fagon suivante:
— 400g de poudre ont été macérés dans de |’ éthanol avec un rapport de 1:4 (p/v) pendant
24h.

)



CHAPITRE 11 MATERIELS ET METHODES

— Lemélange a été laissé sous agitation pendant 24h aprés décantation le surnagent a été
centrifugé puis séché a l'air libre et a une température ambiante, jusgu'a la

stabilisation compléte du poids.

[1.22.ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

-PRINCIPE

L’ activité antioxydante de I’ extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus et les feuilles et
écorce de F. angustifolia a été déterminée par I’ évaluation de leur effet hépatoprotecteur. La
peroxydation lipidique a été provoquée par I'injection intra-gastrique de I' AlCl3 (figure 8)
chez 64 souris réparties en 08 groupes (n=8).

La méthode d’induction de la peroxydation lipidique par I’ AICl; a été inspirée du protocole
de (Prakash et Kumar 2012).

Groupe | (control négatif): a regu de I’eau distillée une heure avant I’administration d’une
solution de carboxymethyle-cellulose (CMC) a0,8 %.

Groupe Il (control positif): a recu une solution d’AlICl; (100mg/kg) une heure avant
I" administration d’ une solution de CMC (0,8 %).

Groupes I11, 1V (test): aregu des extraits de feuilles de P. lentiscus a des concentrations de
150 et 300 mg/kg, respectivement.

GroupesV et VI (test): arecu des extraits de feuilles de F. angustifolia a des concentrations
de 150 et 300mg/kg, respectivement.

Groupes VIl et VIII (test): a recu des extraits d'écorce de F. angustifolia a des
concentrations de 150 et 300mg/kg respectivement.

Les groupes I11, 1V, V et VI ont éé administrés une solution d’ AlCl; (100mg/kg), une heure
avant qu’ils ne recoivent les solutions tests (extraits) tous les jours et pendant deux mois avant
d étre sacrifiées. Les souris ont été privées de nourriture et d’ eau pendant une heure avant les

gavages successifs.
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Figure 8 : Représentation de |’ administration intra-gastrique

[1.2.2.1.EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANT

-POIDS DES SOURI'S

Les souris ont été pesees une fois par semaine durant toute la période de traitement.
-POIDSRELATIFSDESFOIES

Les foies des souris ont été pesés apres leurs excision et les poids relatifs des foies (poids du
foie/poids de la souris déterminé une journée avant le sacrifice) ont été calculés afin de révéler

s letraitement avec I’ Al Cl; a causé une inflammation ou une nécrose de ces foies.
-DETERMINATION DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

La technique utilisée est celle décrite par Ohkawa et al. (1979) avec des modifications.
Apres leur excision, les foies ont été lavés dans du KCI (0,9%), coupés en petits morceaux et
homogénéisés dans une solution de KCI (0,15 M) + EDTA (1mM) a 10% (p/v); 0,2 ml
d homogénat a été gouté a 0,2 ml de SDS (8,1%) et 600ul d eau distillée. Une solution de
1,5ml de solution de TBA (1%) dissous dans de |’ acide acétique (20%) et dont le pH a été
gjusté a 3,62 a été ensuite gjoutée.
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Apres agitation et incubation a 95° C pendant 90 minutes, |es tubes contenant |es solutions ont
été refroidies, et centrifugés a 4000 rpm pendant 10 min. Le surnageant de couleur rose a été
prélevé et son absorbance a été mesurée a 532 nm.

Le taux de MDA est exprimé en termes de nmoles/mg de protéines par |’ utilisation du
coefficient d extinction molaire du MDA (1,56 x 10° M™ cm™) et la concentration de
I”homogénat en protéines est calculée avec |la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

L es pourcentages d’inhibition ont été calculés selon laformule suivante :

[1-(taux MDA ¢ - taux MDA teg)/taux MDA ;- taux MDA ¢)]* 100 ol

MDA .. : est lamoyenne de taux des MDA des souris traitées par I’ AICls.

MDA . : est letaux des MDA des souris non traitées par I’ AICl3 (ont regu de I’ eau distill ég).

MDA (e : €St lamoyenne de taux des MDA des souris traitées par |’ extrait de plante.

11.3. ETUDE STATISTIQUE

Les résultats ont été exprimés en moyenne + SEM. Les données expérimentales ont été
analysées par le logicidl Graph Pad Prism 5.3; I'analyse des variations a été effectuée par le
test one-way ANOVA, P< 0,05 a été considéré comme statistiquement significatif.

2
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L’ effet hépatoprotecteur des extraits de P. lentiscus et F. angustifolia a éé évalué en mesurant
I'inhibition de la peroxydation lipidique accompagné par des observations des poids des

souris et les poids relatifs de leur foie.
[11.1.POIDS CORPORELS

La prise du poids corporel des souris a été réalisée une fois par semaine pendant toute la

période del’ expérimentation.

45
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poids cor por el dessouris(Q)
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Figure 09: Evolution des poids corporels des souris pendant la période de traitement. Groupe |
(control négatif), Groupe Il (control positif), Groupe Il (P. lentiscus 150mg/kg), (P. lentiscus
300mg/kg). Toutes les vaeurs sont des moyennes + SEM. Les résultats ont été analysés par la
méthode two way ANOVA et le test appliqué est Bonferroni. * P < 0,05, **P<0,01tout les groupes
comparés au groupe témoin.

Les résultats représentés dans la (figure 09) ont montré que le Groupe Il (contrdle positif)
traité par I’ AICI3 et le groupe 11 traité par |’ extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus a
une concentration de 150mg/kg ne présentent aucune différence significative des poids
corporels par rapport au groupe | (contréle négatif) qui n'a recu que I'eau distillée. D’ autre
part, une baisse significative (p<0,05) du poids corporel a été observée a partir de latroisieme
semaine pour le groupe IV traité par I'extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus
(300mg/kg).

Les résultats de la (figurel0) ne révélent aucun changement significatif dans les poids
corporels des souris traitées par les extraits des feuilles et écorce de F. angustifolia comparé
aux souris du Groupe | témoin (contrdle négatif) et cela tout au long de la péiode de

%

traitement.
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Figure 10 : Evolution des poids corporels des souris pendant la période de traitement. Groupe |
(control négatif), Groupe Il (control positif), Groupe V (F. angustifolia feuilles 150mg/kg), Groupe VI
(F. angustifolia feuilles 300mg/kg), Groupe VIl (F. angustifolia écorce 150mg/kg), Groupe VIII (F.
angustifolia écorce 300mg/kg). Toutes les valeurs ont été exprimés en tant que moyennes = SEM. Les
résultats ont été analysés par la méthode two way ANOV A et le test appliqué est Bonferroni.

* P < 0,05, tout les groupes comparés au groupe témain.

La perte de poids étant un critere de toxicité, les résultats de la présente étude indiquent que
les extraits éthanoliques de P. lentiscus (150 mg/kg) et F. angustifolia (150 et 300mg/kg) ne
présentent aucun effet néfaste sur la santé des souris. Cependant, |’ extrait éthanolique de P.
lentiscus a 300 mg/kg a provoqué une perte de poids, qui peut étre expliqué par |’ effet laxatif
de cette plante (Imtiyaz et al., 2013). D’ autre part, la richesse des feuilles de P. lentiscus en
tanins (Atmani et al., 2009) qui provoquent la complexation des protéines et empéchent leur
absorption pourrait avoir causé la perte de poids observée (Kumar and Vaithiyanathan,
1990).

11.2.POIDSRELATIFSDES FOIES DE SOURIS

Les foies des souris ont été pesés apres leur excision pour vérifier s'il ya une augmentation ou
une diminution de leur taille due a une inflammation ou une nécrose, respectivement. Les

poids relatifs des foies ont été ensuite calcul és et sont représentés dans la (figure 11).
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Figurell: Evolution des poids relatifs des foies de souris. Groupe | (control négatif), Groupe Il
(control positif), Groupe I11 (P. lentiscus 150mg/kg), Groupe 1V (P. lentiscus 300mg/kg), Groupe V
(F. angudtifolia feuilles 150mg/kg), Groupe VI (F. angustifolia feuilles 300mg/kg), Groupe VIl (F.
angustifolia écorce 150mg/kg), Groupe VIII (F. angustifolia écorce 300mg/kg). Toutes les valeurs ont
été exprimés en tant que moyennes + SEM. Les résultats on été analysés par la methode one way
ANOVA et le test appliqué est Dunnett. * différence significative a p<0,05, tout les groupes comparé
au groupe témoin.

La ( Figure 11) montre qu'il n’existe aucune différence significative entre les poids relatifs
des foies de toutes les souris traitées par I’ AICl3 (Groupe 1), I’ extrait éhanolique des feuilles
de P. lentiscus et de F. angustifolia aux concentrations de 150mg/kg et 300mg/kg par rapport
au groupe témoin (Groupe 1), suggérant que le poids du foie a été proportionnd a celui de la
souris. Ceci veut dire que I’ AlICl; n’'apas cause des |ésions significatives aux foies des souris.
L’ observation a I’ceeil nu a confirmé |’ absence de modifications dans la taille des foies des
souris chez les groupes mentionnés ci-dessus. Par contre, on a noté une augmentation
significative (p<0,01) des poids relatifs des foies des souris traitées par I extrait éhanolique
del’écorce deF. angustifolia ala concentration de 300mg/kg (Groupe V111). Cette différence
indique que I’ extrait de I’ écorce a une concentration élevée (300mg/kg) aurait pu causer une
|égere inflammation du foie. L’ observation al’ ceil nu a confirmé cette supposition dans le cas
delasouris 1 du groupe V111 traité par |’ extrait éthanolique de I’ écorce de F. angustifolia ala
concentration de 300mg/kg. En effet, on aremarqué un gonflement du foie de cette souris par
rapport aux foies des souris de ce groupe. Ce gonflement est révélateur d une inflammation

plus accrue du foie de cette souris par rapport aux autres du méme groupe.

2
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[11.3.TEST DE TBA

Le foie est le plus grand organe glandulaire du corps qui joue un role essentiel dans le
meétabolisme des glucides, lipides, protéines et détoxification des xénobiotiques et
meédicaments. Aing, le foie est la cible fréquente des substances toxiques (Eswar Kumar et
al., 2013 ; Bhawna et Kumar, 2010). Le trichlorure d’ auminium (AICl3) est souvent utilisé
dans les études sur des animaux pour induire la peroxydation lipidique (Y okel et Mcnamar a,
2001). L’un des mécanismes par lequel I’auminium peut perturber e métabolisme cellulaire
est I'induction du stress oxydatif en réprimant les systémes enzymatiques et non
enzymatiques antioxydants de la cellule. En effet, I’administration de I’aluminium diminue le
taux de glutathione réduit total (GSHua) €t le rapport GSH/GSSG qui sont des marqueurs de
I’ activité antioxydant, dans le surnageant post-mitochondrial du foie, et altére I’intégrité des
cellules hépatiques (Viezeliene et al., 2011). En outre, cette substance hépatotoxique cible le
foie en causant des Iésions hépatiques et une nécrose car elle provoque une diminution de
I’activité de la catalase et la glutathione peroxydase (GPx). Cette diminution se traduit par
I'accumulation de H,0, et conduit ala formation de radicaux libres comme |le superoxyde qui
déclenchent une cascade de réactions conduisant a la formation de plus de radicaux libres.
Une peroxydation lipidique dans les cellules hépatiques sen suit formant ains les
malondialdéhyde (MDA) qui sont les produits finaux de la peroxydation lipidique (Kakkar et
al., 1997 ; El-Sayed et al., 2011). La quantification des MDA, qui sont les marqueurs les plus
utilisés de la peroxydation lipidique a été I’ objectif de notre éude pour évaluer le potentiel

hepatoprotecteur des extraits de P. lentiscus et F. angustifolia.

Les résultats illustrés dans la (figure 12) montrent que les foies des souris du groupe |1
(control positif) traités par I’ AlCl3 contiennent un taux de MDA de 3,50+0,36 nmoles/mg prot
significativement (p<0,05) plus élevé que celui du groupe | (control négatif) (1,99+0,14
nmoles/mg prot). Ces résultats indiquent une augmentation de la peroxydation lipidique, qui
est en accord avec les résultats d' éudes précédentes (El Sayed et al., 2011).




CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

:ET EE=E Groupe |
o
= 4 * == Groupe ll
E I E3 Groupe lll
= 34 et
% e @O Groupe IV
= et 0T
S 27 oo !
= poomomsmes
& 14 o
= o
3 o
hand - T T

groupe

Figurel2 : Taux des MDA (nmoles/mg de protéines) apres intoxication avec I’ AlCl; chez les
souris traitées par les feuilles de P. lentiscus. Groupe | : control négatif, Groupe Il : control positif,
Groupe Il : P. lentiscus (150mg/kg), Groupe IV : P. lentiscus (300mg/kg). Toutes les valeurs sont
exprimées en tant que moyennes + SEM. Les résultats on éé analysés par la methode one way
ANOVA et |e test appliqué est Dunnett. * différence significative a p<0,05, tout les groupes comparé
au groupe 1.

D’autre part, le traitement avec les extraits éthanoliques des feuilles de P. lentiscus aux doses
de 150 et 300 mg/kg a induit une réduction significative (p<0,05) des MDA, (1,75 £ 0,26 et
2,06+ 0,34 nmoles/mg prot, respectivement) comparé au contréle positif révélant ainsi un

effet hepatoprotecteur comparable et considérable pour les deux doses de la plante.
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Figurel3: Taux de MDA (nmoles/mg prot) aprés intoxication avec I’ AICl3 chez les souris
traitées par les feuilles et écorce de F. angustifolia. Groupe | (control négatif), Groupe Il (control
positif), Groupe V (F. angustifolia feuilles 150mg/kg), Groupe V1 (F. angustifolia feuilles 300mg/kg), Groupe
VIl (F. angustifolia écorce 150mg/kg), Groupe VIII (F. angustifolia écorce 300mg/kg). Toutes les valeurs sont
exprimées en tant que moyennes + SEM, Les résultats on été analysés par la methode one way ANOV A et
le test appliqué est Dunnett. ** différence significative a p<0,01, tout les groupes comparé au groupe
.
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La (figurel3) montre que les groupes traités par les extraits éthanoliques des feuilles de F.
angustifolia (groupes V et V1) aux doses respectives de 150 et 300 mg/kg présentent des taux
de MDA sdignificativement réduits (p<0,05) (2,41+0,35 et 2,80+0,33 nmoles/mg prot,
respectivement) par rapport au taux de MDA du groupe Il (contréle positif). Cette réduction
signifie que les deux doses de la plante ont atténué I’ hépatotoxicité de I’aluminium de fagon
similaire, ladose de 150mg/kg étant la dose maximale pour induire I’ effet hépatoprotecteur.

Concernant les groupes traités par les deux doses des extraits éhanoliques de I’ écorce de F.
angustifolia (groupes VI et VIII), une diminution hautement significative des taux de MDA
(p<0,001) comparé au groupe Il a éé notée, démontrant ains un effet hépatoprotecteur
remarquable. En effet, on a observé une baisse des taux de MDA de 3,50+ 0,36 nmoles/mg
prot chez le groupe Il a 1,63 +0,3 et 1,29+ 0,12 nmoles/mg prot chez les groupes traités par
I’ écorce de F. angustifolia a 150 et 300 mg/kg, respectivement.

L analyse statistique des résultats montrent que les extraits éthanoliques des feuilles de P.
lentiscus et les feuilles et écorce de F. angustifolia ont présenté une activité hépatoprotectrice
compléte et équitable en rétablissant I’ état redox du foie a son état normal. La richesse en
composés phénoliques des extraits éthanoliques de P. lentiscus et F. angustifolia qui sont
dotés d'une activité antioxydante a été prouvée par les travaux effectués in vitro (Atmani et
al., 2009). Cette étude a démontré que les extraits éthanoliques des feuilles de P. lentiscus et
d’ écorce de F. angustifolia possédent une efficacité modérée pour |I’inhibition de H,O,, avec
des pourcentages respectifs d' inhibition de 50 et 54 % pour F. angustifolia et P. lentiscus. La
détermination de la composition chimique en tannins, flavonoides et composés phénoliques
totaux a montré une forte corrélation entre les constituants phénoliques et le pouvoir
antioxydant des deux plantes. En plus d une capacité pour la réduction du H,O,, une forte
inhibition de la peroxydation lipidique (acide linoléique) in vitro a éé trouvée avec des
pourcentages d’inhibition de 97% pour I’ écorce de F. angustifolia et 94% pour les feuilles de

P. lentiscus.

L’ expérience actuelle nous a permis de vérifier in vivo I’ effet hepatoprotecteur des extraits
éthanoliques brut des deux plantes médicinales. L’importance des expériences in vivo se base
sur plusieurs criteres scientifigues, ceux de |’ absorption des extraits par le systéme digestif, et

I’ observation des comportements des animauix pour tester leur toxicite.
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L'augmentation du taux de MDA dans le foie des groupes traités par I’ AlCl3 est |e résultat du
stress oxydatif et de la peroxydation lipidique (Ozkaya et al., 2010). Certains auteurs ont
remargué un gonflement de la majorité des mitochondries des hépatocytes apres intoxication
par I’auminium (El-Sayed et al., 2011). Ce gonflement a été expliqué par une augmentation
de la perméabilité membranaire qui contribue aux changements du statut redox de la
mitochondrie. Ces dommages significatifs aux cellules du parenchyme hépatique peuvent
expliquer 'augmentation du niveau de MDA en comparaison avec les souris du groupe
témoin (groupe 1). Le potentiel antioxydant des extraits des plantes étudiées (Atmani et al.,

2009) contribue a baisser le niveau des radicaux libres générés dans |a mitochondrie.

D’autres auteurs ont attribué la hausse du niveau de la peroxydation lipidique a celle du
niveau de fer libre dansla cellule. Le fer, généralement stocké et transporté par la transferrine
peut étre remplacé par I’ aluminium sur cette protéine, ce dernier ayant le méme rayon ionique
que le Fe*" (Moris et al., 1990). La libération du fer dans la cellule provoque la formation du
radical OH" par la réaction de Fenton, causant ainsi I’augmentation de la peroxydation des
lipides membranaires (Nehre et al., 2005). L’ activité chélatrices des métaux des extraits de
plantes médicinales (Candan et Tuzmen, 2008) peut contrecarrer les effets néfastes de la
réaction de Fenton. Cette activité n’a pas été confirmeée dans des études précédentes pour les
deux plantes mais le taux élevé des flavonoides et tannins des deux plantes peut étre

responsable d' une activité chélatrices du fer et baisser la peroxydation lipidique.

L’ aluminium peut inhiber I’ activité d’ enzymes génératrices du NADPH, qui est un coenzyme
nécessaire pour la régénération du GSH, ce dernier éant un antioxydant important pour la
cellule, qui assure la protection contre les espéces réactives de I'oxygene (Florin et al.,
2014). Les travaux d'une étude ont montré que la présence de la quercetine cause une
augmentation significative de la GSH et diminution de la NADP-H, cette activité protectrice
est liée d'un coté a ses propriétés antioxydants et a I'induction de la GSH qui est un
antioxydant endogéne (Ozkaya et al., 2010). Vu que la présence de la quercetine dans les
extraits de feuilles de P. lentiscus a éé demontrée (Remila et al., 2015), |’activité

hépatoprotectrice de cette plante peut étre justifiée.

Les travaux effectués par (Turgut et al., 2006) ont confirmé la liaison étroite entre
I’augmentation des taux de MDA et la déplétion du GSH causé par |’intoxication par

I’ uminium.




CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Bai et al., (2012) ont prouvé dans une éude menée sur I’ effet de I’ exposition subchronique a
I’AICl3 sur les fonctions hépatiques des rats, que le niveau de MDA augmentait
significativement avec la dose d’a uminium administrée.

La peroxydation lipidique induite par le stress oxydatif provoqué par I’Aluminium qui a
conduit par conséquent a la diminution des activités des enzymes antioxydantes (GSH-Px,
SOD, CAT), aééinhibé par les extraits de Pistacia lentiscus et Fraxinus angustifolia. Cette
inhibition peut étre due, comme il est rapporté par (Newairy et al., 2009), qui ont testé
I’ effet hepatoprotecteur de Propolis contre le stress oxydatif induit par I’ AlCl3, ala présence
des flavonoides et des composés phénoliques dans ces extraits. Ces composés exercent une
activité antioxydant gréce a leur capacité a chélater les ions métalliques, piéger le radical
hydroxyle, I’anion superoxyde et I’oxygéne singulet, de plus, les flavonoides réduisent le
niveau des radicaux libres et |es especes réactives de I’ oxygene.

De méme, Mayo et al., (2012) ont rapporté dans leur éude in vitro sur I’ activité antioxydante
et les activités enzymatiques du foie des extraits des feuilles de Moringa oleifera, que les
phénols, les flavonoides, sont capables de piéger les radicaux libres, cette activité peut étre
due a leurs propriétés antioxydantes, |a présence des structures conjuguées et au groupement

carboxylique qui a été considéré comme inhibiteur de la peroxydation lipidique.

Les expériences in vitro de Abdelwahed et al. (2007), rapporté par Ansari et al. (2012), ont
montré que |’ activité antioxydante des feuilles de Pistacia lentiscus peut étre due a sa teneur
en acide gallique qui est capable de piéger le radical ABTS, d'inhiber la peroxydation
lipidique induite par H,O, et la xanthine oxydase (XO) impliquée dans la génération des
radicaux libres. Donc I’ efficacité inhibitrice des extraits éthanoliques de Pistacia lentiscus

peut étre liée ala présence de ce compose.

D’ apres les résultats obtenus, la perte du poids corporel enregistré chez les souris traitées par
I"extrait éhanolique des feuilles de P. lentiscus (300mg/kg) et I’augmentation des poids
relatifs des foies chez les souris traitées par les extraits de |’écorce de F. angustifolia
(300mg/kg) ne sont pas dues a la hausse de |la peroxydation lipidique du foie, puisque le taux

de MDA a été réduit aux valeurs normales par les extraits de ces plante
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’ activité antioxydante des extraits éthanoliques de Pistacia lentiscus et Fraxinus angustifolia
contre la peroxydation lipidique chez des souris intoxiquées par I’aluminium a été évaluée a
des concentrations de 150 et 300 mg/kg. Les résultats obtenus ont démontré une augmentation
du taux de MDA 3,5+0,36 nmoles/mg protéines chez les souris traités par I’ AICl3 parapport
aux souris témoins 1,99+0,14 nmoles/mg proténes indiquant ains une induction de la
peroxydation lipidique. D’ autre part les valeurs de MDA ont éé significativement réduites
chez les souris traitées par les extraits éthanoliques des feuilles de P. lentiscus (1,75+0,26 et
2,06+0,34 nmoles/mg protéines) et par les feuilles (2,41+0,35 et 2,80+0,33 nmoles/mg
protéines) et écorce (1,63+0,03 et 1,29+0,12 nmoles/mg protéines) de F. angustifolia ce qui
révéle que ces extraits exercent une inhibition trés importante contre la peroxydation

lipidique, confirmant ainsi les résultats d' études précédentes menéesin vitro.

Les extraits éhanoliques de P. lentiscus et F. angustifolia représentent une source importante
de composés phénoliques doués d activités antioxydantes. L’effet hepatoprotecteur des
extraits peut étre donc attribué a la richesse des plantes en composés phénoliques, ce qui
justifie leur utilisation en médecine traditionnelle contre les maladies liées a la peroxydation

lipidique.

Le progrés du secteur pharmacologique dépend sur la découverte de nouvelles molécules
d’ origine naturelle qui présentent plus d efficacité et moins d effets secondaires que les
meédicaments synthétiques. Dans cette perspective, il serait intéressant de faire de nouvelles
recherches scientifiques approfondies, pour isoler et identifier les différents composés actifs
issues des plantes medicinaes éudiées (P. lentiscus et F. angustifolia). Ces composes
peuvent étre utilisés dans le développement de nouveaux médicaments dirigés pour le

traitement des maladies liées a des pathol ogies hépatiques.
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ANNEXES

Annexe N° 1: Courbe d’ éaonnage réalisé avec laBSA pour |le dosage des protéines.
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Résumé

L’ objectif de notre travail a été d’ évaluer |’ activité hépatoprotectrice in vivo des extraits éthanoliques de deux
plantes médicinales locales, Pistacia lentiscus et Fraxinus angustifolia.

Les expériences ont été effectuées sur le foie des souris albinos aprés induction de la peroxydation lipidique par
I’administration intragastrique d'AICI; a une dose de 100 mg/kg pendant deux mois. Le taux de
malondialdéhyde (MDA) en tant que indice de la peroxydation lipidique, a éé mesuré par le test de I'acide
thiobarbiturique (TBA). Les résultats obtenus ont démontré une augmentation des MDA (3,5+0,36 nmoles/mg
protéines) chez les souris intoxiquées par I'aluminium par rapport aux souris témoins (1,99+0,14 nmolesmg
protéines), indiquant ains une induction de la peroxydation lipidique. D’ autre part, les valeurs de MDA ont été
également et significativement réduites chez des souris traitées par les extraits éthanoliques de feuilles de P.
lentiscus (1,75+0,26 et 2,06£0,34 nmoles/mg protéines) et les feuilles (2,41+0,35 et 2,80+0,33 nmoles/mg
protéines) et écorce (1,63+0,03 et 1,29+0,12 nmoles/mg protéines) de F. angustifolia aux doses respectives de
150 et 300mg/kg de fagon a restaurer le niveau de la peroxydation lipidique normale. Les activités antioxydantes
de P. lentiscus et F. angustifolia sont probablement dues a leurs richesses en composeés phénoliques.

Cette étude a permis de valider I'utilisation des feuilles de P. lentiscus et ceux des feuilles et écorce de F.
angustifolia en médecine traditionnelle contre les maladies hépatiques et comme source riche en antioxydants
naturels.

Motsclés: AlCl;, MDA, Pistacia lentiscus, Fraxinus angustifolia, antioxydants, peroxydation lipidique.
Abstract

The aim of our study was to evaluate the in vivo hepatoprotective activity of the ethanol extracts of two local
medicinal plants, Pistacia lentiscus and Fraxinus angustifolia.

The experiments were performed on the liver of albino mice after induction of lipid peroxidation by the intra-
gastric administration of AICI; at a dose of 100 mg/kg for two months. The malondialdehydes (MDA) level, an
index of lipid peroxidation, was measured by the thiobarbituric acid (TBA) test. The results showed an increase
in MDA (3.5+£0.36 nmoles/mg protein) in mice intoxicated by aluminum compared to control mice (1.99 + 0.14
nmoles/mg protein), indicating an induction of lipid peroxidation. On the other hand, we observed a comparative
and significative reduction in MDA values in mice treated by the leaf ethanolic extracts of P. lentiscus
(1,75+0,26 and 2,06+0,34 nmoles/mg protein) and leaf and bark ethanolic extracts F. angustifolia (2,41+0,35
and 2,80+0,33 nmolessmg protein, 1,63+0,03 and 1,29+0,12 nmoles/mg protéines) at 150 and 300 mg/kg,
respectively, so as to restore the normal level of lipid peroxidation. The antioxidant activities of P. lentiscus and
F. angustifolia are probably due to their richness in phenolic compounds.

This study validated the use of leaves of P. lentiscus and the leaves and bark of F. angustifolia in traditional
medicine against liver diseases and as arich source of natural antioxidants.

Keywords: AlCl3, MDA, Pistacia lentiscus, Fraxinus angustifolia, antioxidant, lipid peroxidation.
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