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Introduction

Le stress oxydant est produit suite a un désequilibre entre les espéces oxydantde et
le systeme de défense antioxydant de I’organisme. Les acteurs du stress oxydant peuvent
avoir des effets déléteres sur de nombreux constituants cellulaires comme les protéines, les

lipides et les acides nucléiques (Joshi et al., 1995 ).

Au niveau des lipides, le processus d’oxydation met en jeu une réaction en chaine
radicalaire qui entraine 1’oxydation des acides gras insaturés. Cette oxydation génere des
produits de dégradation secondaires des lipides comme les malondialdéhydes (MDA) ou les
4-hydroxy-2-nonenals (HNE) qui exercent des effets inhibiteurs sur les systemes
enzymatiques membranaires (chaine respiratoire) et sur la synthése protéique (Long et al,
2010). Ces effets délétéres contribuent énormément a la genese de maladies qui sont les plus
fatales de notre épogque notamment le cancer, les maladies cardiovasculaires, la maladie
d’Alzheimer et les maladies hépatiques (Sarmishtha et al., 2000). Il est donc crucial de

prévenir la lipopéroxydation pour combattre ces maladies.

Il a été démontré qu’une consommation de fruits et légumes est associée a un faible
risque pour ces maladies, attribué aux substances antioxydantes et d'autres composés
phyto-chimiques qui les composent (Dugas et al., 2000). Récemment, ’intérét de la
recherche scientifique s’est dirigé vers 1’étude des plantes medicinales et leurs composés
phytochimiques antioxydants, les polyphénols (Harish & Shivanandappa, 2006). Ces derniers
sont destinés a remplacer les antioxydants synthétiques qui se sont avérés toxiques
(Shahwa, 2012).

Le but de ce présent travail est d’évaluer le potentiel hépato-protecteur de 1’extrait

éthanolique des feuilles de Clematis flammula sur des souris albinos.
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Chapitre | Radicaux libres et stress oxydant

I.1. Radicaux libres

1.1.1. Définition

Un radical libre peut étre défini comme toute espece, atome ou molécule, caractérisé
par la présence d'au moins un électron unique en son orbite externe et une courte durée de vie
qui le rend trés actif du fait de la tendance de cet électron a se réapparier
(Ghisolfi-Marque, 1995).

La réactivité chimique des radicaux libres de 1’oxygene est variable selon la molécule
considérée, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux radicaux libres
entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes
et hydroxyles, mais d'autres dérivés de I'oxygéne jouent également un réle important dans

le stress oxydant, en particulier le peroxyde d'hydrogéne (Goudable & Favier, 1997).
I.1.2. Les différents dérivés réactifs de I’oxygeéne

Les especes radicalaires dérivées de 1’oxygene représentent la classe la plus importante
d'especes radicalaires générées dans les systémes vivants. Espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) est un terme collectif qui inclut les radicaux d'oxygéne et certains non-radicaux qui
sont des agents oxydants et/ou sont facilement convertis en radicaux libres (HOCI, O3, '0,,
et H,0,) (figure 1) (Buonocore et al ., 2010).

Larmisre LIV oxydases

- (6]

rxygéne sirngulict Pxygéne Peroxyde d " ivdrogénes
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Argimnine. Cycles redox l
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Monoxvde d"azote Arriorn superoxyvde

Fe3-+
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PO I ifrife Rexdical Faydroxyle
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protéines des cascades des protéines lipidigue 1" AN
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Figure 01 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygeéne

(Favier, 2003)
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Chapitre | Radicaux libres et stress oxydant

I.1.2.1. Le peroxyde d’hydrogéne H,O,

Le peroxyde d’hydrogéne ou I’eau oxygénée est une forme active de I’oxygene qui
n’est pas trés réactive Il se forme par dismutation de I’anion superoxyde O, ~ sous 1’action

d’une enzyme : le superoxyde dismutase (SOD) (Réaction 01) (Belkheiri, 2010).
20, +2H __%® | H,0,+0, (1)
1.1.2.2. L’oxygeéne singulet (‘O.)

L'oxygéne singulet ou 'O, représente le premier état électronique excité d’O- qui est

formé seulement par activation photochimique de I’oxygeéne (réaction02) (Belkheiri, 2010).

02 uv :102 (2)

1.1.2.3. L’anion superoxyde

L’anion superoxyde est considéré comme un ERO «primairey. Il peut interagir avec
d'autres molécules pour générer des ERO «secondaires» et peut étre a la fois un facteur de
réduction et d'oxydation (Buonocore et al ., 2010). Dans la réaction d’oxydation il forme
I’oxygeéne moléculaire, alors que dans la réaction de réduction il forme le peroxyde

d’hydrogeéne (réactions 3, 4) (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

X+ 0, +H* » XH'+ O, (3)

YH+0, +H* » Y +H,0, (4)

1.1.2.4. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est particulierement délétére vis-a-vis des molécules biologiques
(Belkheiri, 2010) cat il peut initier une peroxydation lipidique en chaine ce qui le rend trés
dangereux. Il peut étre produit a partir de l'eau par les radiations ionisantes dans tous
les organismes vivants mais il est surtout formé par la réaction de Fenton a partir

du H.0; et en présence d’un métal de transition (réaction 05) (Goudable & Favier, 1997).

Fe % + H,0z » °OH + OH + Fe** (5)



Chapitre | Radicaux libres et stress oxydant

1.1.3. Les principales sources des ERO
Les ERO peuvent étre produits a partir de deux sources différentes endogenes et exogenes.
1.1.3.1. Sources endogenes

Les sources potentielles endogenes comprennent les mitochondries, le métabolisme
du cytochrome P450, les peroxysomes, microsomes, le systtme monooxygénase, et plusieurs

autres enzymes impliquées dans le processus inflammatoire (Buonocore et al., 2010).
1.1.3.1.1. Les mitochondries

Les mitochondries sont considérées comme un site majeur de production des ERO
(Gill & Tuteja, 2010). Les étres vivants trouvent leur énergie dans la respiration
mitochondriale dont la derniére étape réduit par quatre électrons la molécule d'oxygeéne sans
libérer d'especes radicalaires. Toutefois, une fuite d’électrons de la chaine respiratoire
contribue a la réduction de 2% de 1’oxygéne présent dans la mitochondrie produisant ainsi

I'anion superoxyde (Favier, 2003).
1.1.3.1.2. La NADPH oxydase

La NADPH oxydase est une source d’anions superoxydes produits directement par les
cellules phagocytaires activées au niveau d’une inflammation. (Favier, 2003). Cette
production de superoxyde est a 1’origine de la production de molécules comme le peroxyde
d’hydrogéne (H»0,) ou I’hypochlorite (C1O") indispensables a la destruction du matériel
phagocyté (Fontaine et al., 2002).

1.1.3.1.3. La xanthine déshydrogénase

L’enzyme xanthine déshydrogénase catalyse 1’hydroxylation oxydative des purines
(Truglio, 2002) et spécifiquement 1’hydroxylation oxydative de la xanthine et de
I’hypoxanthine en acide urique (Montalbini, 2000).

Au cours des phénomeénes d’ischémie-reperfusion cette enzyme est modifiee en
xanthine-oxydase qui génére du superoxyde en présence d’oxygeéne et de xanthine ou

d’hypoxanthine. (Fontaine, 2002)
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1.1.3.1.4. Les métaux de transition

Les ions métalliques comme le fer et le cuivre sont de remarquables promoteurs
de processus radicalaires in vitro : ils transforment le H,O, en radical hydroxyle (°OH) par
la réaction de Fenton (réaction 6), encore plus toxique, et accélerent la peroxydation lipidique.
En situation physiologiqgue normale, la concentration libre de fer ou de cuivre est
particulierement basse, ces métaux étant sequestrés par des protéines spécialisées, de sorte

que cette réaction n’a pas lieu (Fontaine et al., 2002).
Fe? + H,0; — 3°0OH + OH + Fe**  (6)
1.1.3.2. Sources exogenes

Les radicaux libres peuvent aussi étre produits par une multitude de processus
exogenes tels que des agents de I'environnement (fumée de cigarettes) et des xénobiotiques

(les radiations, les barbituriques) (Buonocore et al., 2010).
1.2. Stress oxydant

Les cellules produisent continuellement des espéces réactives de I'oxygene (ERO)
dans le cadre de processus métaboliques. Ces radicaux libres sont neutralisés par un systéme
de défense antioxydant élaboré composé d'enzymes comme la catalase, le superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, et de nombreux antioxydants non-enzymatiques, y compris
les vitamines A, E et C, le glutathion, ubiquinone, et les flavonoides.
(Thirumalai et al., 2011). Un déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme
de radicaux, l'exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier, 2003). ). Donc le

stress oxydatif peut étre défini comme un deséquilibre entre les antioxydants et oxydants.
1.2.1. Cibles du stress oxydant

Les ERO attaquent plusieurs macromolécules biologiques, les plus importantes sont

I’ADN, les protéines et les lipides.
1.2.1.1. L’ADN

L'ADN est une molécule trés sensible a l'attaque par les radicaux de l'oxygéne
(Favier, 2003). Les lésions de I'ADN sont générées en continu par de nombreux mécanismes
dans les cellules vivantes. Le type de dommages a I'ADN appelé "dommages induits par

oxydation"” dans les cellules vivantes est causée par les radicaux libres, en particulier par le

5
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radical hydroxyle trés réactif (°OH) (figure 02). Ce type de dommages a I'ADN semble jouer

un réle important

dans la mutagenese,

(Jaruga- Dizdaroglu,2008).

la carcinogenése et

le vieillissement
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Figure 02 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire (Favier, 2003).
1.2.1.2. Les protéines

Différents types de modifications oxydatives des protéines peuvent étre induites
directement par les especes reactives de lI'oxygene (ERO) ou indirectement par des réactions
secondaires de sous-produits de stress oxydatif. Les modifications de conformation de
protéines peuvent conduire a ’augmentation de 1’agrégation, la fragmentation, la distorsion
de la structure secondaire et tertiaire, la susceptibilité a la protéolyse, et la diminution de la

fonction normale (Cakatay et al., 2005).
1.2.1.3. Les lipides

Les especes réactives de ['oxygene peuvent facilement affecter les lipides
membranaires provoquant ainsi des dommages en propageant un cycle de réaction
(Muthu et al., 2010). Cette réaction appelée peroxydation lipidique fera 1’objet du chapitre

suivant.
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Chapitre II Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique (LPO) a d'abord été étudiee dans le phénomene de la
détérioration des aliments dans les années 1930, par la suite elle a recu une attention
renouvelée de points de vue chimique, biochimique et biologique. La peroxydation lipidique
(LPO) peut induire une perturbation de I'organisation des membranes cellulaires, réduisant
ainsi sa fluidité et amenant a sa dégradation. Aussi, les nombreux produits du métabolisme de
la peroxydation comme les hydroperoxydes ou leurs dérivés aldéhydes peuvent inhiber la
synthése protéique et bloquer les actions des macrophages (Christopher et al., 1995). En fait,
les MDA constituent I'un des produits les plus abondants de la LPO dans les cellules, et ils
peuvent également étre produits de facon endogéne pendant la biosynthése des
prostaglandines. Ils se sont révélés mutagéenes dans les cellules humaines (Feng et al., 2006).
Ces dommages fonctionnels sur les protéines et ’ADN I’impliquent dans la pathogenése de
diverses maladies (Niki, 2009) comme des lésions inflammatoires et des dysfonctionnements
hépatiques (Leelaprakash et al., 2011), en plus d’un réle trés important dans le développement
du cancer humain (Sarmishtha et al., 2000) et des maladies neuro-dégéneratives comme le

Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Feng et al., 2006 )
I1.1. Mécanisme de la peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical
hydroxyle capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles
liaisons, pour former un radical diéne conjugue, oxydé en radical peroxyle (Favier, 2003).
Cette réaction en chaine se compose de trois étapes principales : l'initiation, la propagation et
la terminaison (Min &. Ahn, 2005).

I1.1.1. Initiation

Les radicaux qui vont initier la peroxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) sont
principalement les radicaux hydroxyles (°OH) (Cillard & Cillard, 2006).

La phase d’initiation consiste en la soustraction, par un radical libre, d’un atome d’hydrogene
(H) & un groupement méthyléne (-CH ,-) d’une chaine acylée d’acide gras polyinsaturé (LH).
(Christopher et al., 1995). Elle conduit a la formation d’un radical alkyl (L°) se
stabilisant par un remaniement électronique et conduisant a la formation de deux dienes
conjugués (réaction 7) (Coulon, 2004).

LH > H°+L° 7)
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11.1.2. Propagation
Le radical formé dans 1’étape d’initiation réagit trés rapidement avec 1’0, pour donner
un radical peroxyle (Cillard & Cillard, 2006) qui réagit a son tour avec une autre
molécule d’AGPI, formant ainsi un hydroperoxyde (LOOH) et un nouveau radical d’acide
gras qui assure la propagation de la chaine de peroxydation (réactions 8, 9) ( Coulon, 2004).
L°+02 > LOO®° (réaction rapide) (8)
LOO°+LH —— LOOH +L° (réaction lente) 9)

11.1.3. Terminaison

Cette derniére étape consiste en la formation de composés stables issus
de D’association de deux espéces radicalaires. La probabilité de rencontrer des radicaux
libres conduisant a leur disparition est beaucoup plus faible que celle avec les acides
gras polyinsaturés dont les concentrations sont relativement supérieures. Ainsi, la phase de
terminaison ne peut survenir qu’aprés un  certain  temps (Coulon, 2004).
Le radical peroxyle, aprés évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut
libérer différentes aldéhydes toxiques dont les malondialdehydes ou MDA (Figure 03)
(Favier, 2003).

LH
(lipid)
HO™ l

L=
(alkyl radical) N

}+o

o-TOH

LOCOFr ——=————=— - - = cyclic peroxide
(peroxyl radical) :

| o

3=
LOOH Other Products
(lipid peroxide)

chain-breaking
antioxidant

o-TO"

R | e - - - = pentane
(alkoxyl radical)

LH
L’/
LOH

(alcohol)

Figure 03: Les étapes de la peroxydation lipidique (Sachdev & Davies, 2008).

11.2. Etude in vivo de la peroxydation lipidique
L’induction de la peroxydation lipidique chez des modeles animaux est considérée

comme 1’élément le plus important pour 1’étude de ce phénoméne et son inhibition.



Chapitre II Peroxydation lipidique

Pour cela, divers agents initiateurs peuvent étre utilisés, notamment, le fer
(Selvam & Kurien, 1987), le plomb (Berrahal, 2007) et ’aluminium (Balaji et al., 2004)
Cependant, le CCl,est un hépatotoxique classique, largement utilisé chez le modele animal
pour induire des lésions hépatiques. (Khan et al., 2011).
11.2.2. Tests de détection de la peroxydation des lipides

Les produits de la peroxydation lipidique, notamment des phospholipides
membranaires, sont actuellement connus (alkanal, 4 hydroxy alka-2- Enal, alka-2, 4 diénals,
4 hydroxy nonénal, malondialdéhyde ou MDA, diénes conjugés, hydroperoxydes
et peroxydes). La plus part de ces substances réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA)
et constituent  les substances réactives a l'acide Thiobarbituriques « TBARS », mesurables
par spectrophotométrie. (Sess et al., 1998).

Les malondialdehydes ou MDA peuvent étre doses dans les tissus du foie ou ils sont
formés lors d’une hépatotoxicité (Naskar et al., 2010), une molécule d’MDA se lie a deux
molécules de TBA pour former un complexe MDA/TBA (Atasayar et al., 2004). Les MDA
peuvent étre synthétisés par le clivage de I’anneau endoperoxyde ou a partir de prostaglandine
comme substrat d’un processus enzymatique (Devasagayam et al., 2003).

Un marqueur récent de la peroxydation des lipides est représenté par les isoprostanes
(figure 04), dont la structure est trés proche de celle des prostaglandines ; il résulte de
’attaque radicalaire de I’acide arachidonique et constituent des marqueurs terminaux stables
de la peroxydation lipidique Ils se forment au sein des membranes et des lipoprotéines et en
sont libérés par une phospholipase, puis sont éliminés dans 1’urine ou il est donc possible de
les doser par une GC/MS (Gaze -chromatographie, Masse spectrophotométrie)
(Bonnefont-Rousselot, 2007).

Arachidonic acid

| |:|2
L
?\/‘ = COOH
D. i —
R W
OH

Isoprostane Endoperoxide

Figure 04 : La production des isoprostanes (Milne et al., 2008).
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Le 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) est un produit électrophile de la peroxydation lipidique
(Selley et al., 1998), il peut étre formé par la peroxydation d’un acide gras insaturé tel que
I’acide linoléique ou I’acide arachidonique ( Hu et al., 2002). Le 4-HNE peut étre conjugué au
glutathion et sera métabolisé dans le foie et les reins ou il y’aura production d’autres
métabolites de 4-HNE. Il est possible de doser les 4-HNE dans les urines via le test LC-MS
(liquide chromatographie, mass spectrophotométrie) (Kuiper et al., 2008).

Le 4-HNE peut étre li¢ a plusieurs cytopathologies (inhibition enzymatique, de 1’ADN,
ARN...) (Toyokuni et al., 1994). Ce qui contribue au développement de certaines maladies

liées au vieillissement comme 1’ Alzheimer et 1’athérosclérose (Kuiper et al., 2008)

0
H3C(CH2)4/I\/\/
OH
4-HNE

Figure 05 : structure du 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) (W.Hu et al., 2002).

Pour lutter contre la peroxydation lipidique, 1’organisme fait appels aux systémes antioxydants

endogénes ou exogenes.
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Chapitre III Systeme antioxydant

Les cellules et les tissus sont protégés contre les ERO par une matrice de systemes non
enzymatiques comme les antioxydants ou piégeurs de radicaux libres et des systéemes de
défense enzymatiques, comme le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion
peroxydase (Hadjaz et al., 2011).

111.1. Antioxydants enzymatiques

Les trois principaux représentants de la machinerie enzymatique antioxydante sont la
catalase, le superoxyde dismutase et la glutathion peroxydase Leurs mécanismes d’action sont

résumés dans la figure 06 (Tessier & Marconnet, 1995).

0, Arginine
0Ny EFETE
monoxyde
anmn supl:rux}'dl: A azote
superoxyde dismutase| CyZn [ ﬂ
superoxyde dismutase |Mp |J =
: Hzﬂg ONOOH
pﬂﬂwﬂe d’hydrog peroxinitrite
: . = =
utathion peroxydase g
el o Se / sélénoprotéme P|Se
catalase Fe .
: : L~ ]] 20
thioredoxine peroxydase P radical hmdruxylc
_-___I'_'_._\_\_'__—_
thioredoxine réduclase |Se
ADN oxydés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 06 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants (Favier, 2003).
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111.1.1 La catalase

La catalase (CAT) est localisee uniquement dans les peroxysomes. Cette enzyme
contenant du fer, est particuliecrement concentrée dans le foie et les érythrocytes
(Tessier & Marconnet, 1995). Elle catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogene en

oxygene et eau (figure 06) (Nicholls, 2012).
I11.1.2. Le glutathion peroxydase

Les glutathion peroxydases (GPx) appartiennent a une famille de séléno-enzymes qui

catalysent la réduction du peroxyde d'hydrogéne (Figure 07) (Rush et al., 2003 ).

ROOH ROH

GSSG
H+ ’ GSH
GSH

H,O

Figure07 : Cycle catalytique proposé pour les GPx dépendante du sélénium (Kiihn & Borchert, 2002).

111.1.3. Le superoxyde dismutase (SOD)

Cette enzyme constitue la premiére ligne de défense contre le stress oxydatif, un groupe de
métalloprotéines qui catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde en oxygene moléculaire

et peroxyde d’hydrogene (figure 06) (Scheilbelt et al., 2007).
111.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydants et consomment beaucoup
d'énergie pour contréler leur niveau d'espéces réactives de l'oxygene. Certains composés
antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), les
caroténoides et les polyphénols apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et
en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables. Ce type

d'antioxydant est appelé piégeur ou €boueur (« scavenger » pour les Anglo-saxons) (Favier
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2003). Notre intérét se porte sur ceux qui agissent spécifiquement sur la péroxydation

lipidique.
111.2.1. Les inhibiteurs de la peroxydation lipidique

Les antioxydants susceptibles de protéger les lipides de 1’oxydation peuvent éEtre
répartis en deux types : les antioxydants préventifs qui empéchent la formation des especes
réactives de 1’oxygéne ou les antioxydants «chain breaking» qui interceptent les espéces
responsables de [I’initiation et de la propagation de la lipoperoxydation

(Cillard & Cillard, 2006).
111.2.1.1. Les antioxydants chain-breaking
11.2.1.1.1. La vitamine E

Ce composé fait partie de la famille des tocophérols, des antioxydants liposolubles, qui
sont considérés comme des piégeurs potentiels d’ERO et les radicaux lipidiques. Il constitue
un antioxydant majeur des biomembranes et dont le role principal consiste a maintenir leur
protection et leur stabilitt en empéchant I'étape de propagation en chaine dans la
peroxydation lipidique qui est en fait un piege efficace pour les radicaux libres (réaction 11)
(Gill & Tuteja, 2010).

A-TocH + lipide-O ——  a-Toc + lipide-O,H (11)

Le determinant majeur de la longueur des chaines radicalaires in vivo est la concentration la
vitamine E dans la double couche de phospholipides, elle réduit les radicaux peroxyles

ralentissant ainsi la vitesse de la peroxydation lipidique.
111.2.1.1.2. La vitamine C

L'acide ascorbique est un puissant antioxydant soluble dans l'eau et capable de
prévenir ou minimiser les dommages causés par les ERO dans les plantes en les piégeant en
raison de sa capacité a donner des électrons dans un certain nombre de réactions

enzymatiques et non enzymatiques (réaction 12).

Ascorbate +OH" < > ascorbyl + H,0O (12)

2 ascorbyl .————* ascorbat +dehydroascorbate

v

Acide oxalique et acide L-threonique
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111.2.1.1.3. Les caroténoides

Les caroténoides sont impliquées dans le piegeage de deux des especes réactives de
l'oxygeéne les plus dangereuses, I’oxygéne singulet (O ,), et le radical peroxyle. En outre, ils
sont d’efficaces désactivateurs de molécules électroniquement excités qui sont impliquées

dans la génération d’espéces réactives en particulier 'oxygene singulet (Stahl & Sies, 2005).

111.2.1.1.4. La bilirubine

Elle est également considérée comme un membre de la famille des antioxydants,
possédant un potentiel antioxydant puissant contre les radicaux peroxyles. Dans des
conditions physiologiques, la bilirubine dépasse 1’a-tocophérol en tant que protecteur le plus
puissant contre la peroxydation lipidique. Dans le plasma, il peut agir en synergie avec la
vitamine E pour protéger les membranes lipidiques de la peroxydation initiée dans la phase
lipidique (Berrahal et al., 2007).

Il a été proposé que l'induction spécifique de HO-1 (héme oxygénase 1) par diverses formes
de stress oxydatif est une partie du mécanisme de défense, afin de diminuer les niveaux de
potentiels pro-oxydants et daugmenter les concentrations de pigments biliaires actifs qui
peuvent agir comme des antioxydants. Donc, I’activation de la HO-1 est suivie par
I’augmentation de la production la bilirubine, déterminant ainsi une réponse adaptative des

cellules au stress oxydatif (Tomaro, 2002).

111.2.1.2. Les antioxydants chélateurs de fer et Chain-breaking
111.2.1.2.1. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques sont en méme temps des chélateurs de métaux et des
antioxydants « chain-breaking».
111.2.1.2.2. Définition

Les composés phénoliques représentent le plus grand groupe de métabolites trouvés
dans le régne végétal, ou plus de 4000 structures ont été identifiés (Heim et al., 2002).
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires aromatiques (Boizot et al., 2006)
comportant un noyau benzénique conjugué a un ou plusieurs groupes hydroxyles
(Bhattacharya et al., 2010). Cette structure leur permet d’étre des donneurs d’hydrogene ainsi
ce sont des antioxydants « Chain-breaking » puissants. D’autre part, ce sont des chélateurs de

métaux qui empéchent la formation du radical OH par la réaction de Fenton interrompant
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ainsi I’initiation de la peroxydation lipidique. Ces composés suscitent beaucoup ’intérét des
chercheurs car étant des antioxydants, ils peuvent protéger les constituants cellulaires contre
les dommages oxydatifs et, par conséquent, limiter le risque de diverses maladies associées au
stress oxydatif (Scalbert et al., 2005).

111.2.1.2.3. Classes des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont divisés en plusieurs catégories suivant le nombre de

cycles benzéniques et ses ¢éléments structuraux (D’ Archivio et al., 2007).

111.2.1.2.3.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles
médicinales (Psotova et al., 2003), on cite : I’acide chlorogénique, 1’acide caféique, ’acide
protocathéchique, 1’acide vanillique, ’acide ferulique, I’acide sinapique et 1’acide gallique
(Shahidi et al ., 2005). lls sont considérés comme des substances phytochimiques avec des
effets antioxydants et anti- inflammatoires, ils sont considérés comme non toxiques
(Psotova et al., 2003).
111.2.1.2.3.2. Les tannins

Les tannins sont aussi appelés polyphénols des végétaux, les caractéristiques qui

distinguent les tannins des autres polyphénols des végétaux sont essentiellement structurales:
liaison aux protéines et autres composés de base, pigments et ions metalliques
(Takuo & Hideyuki, 2011).
Selon leur structure, les tannins peuvent étre divisés en deux classes qui sont les tannins

hydrolysables (figure 8) et les tannins condensés (figure9).
o et
Tt el

PENTAGAL LWL GLLHCOSEE

Figure 8 : Structure du tannin hydrolysable (Anders Bennick, 2002)
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Figure 9: Structure du tannin condensé (Anders Bennick, 2002).

111.2.1.2.3.2.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Presque
toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles (Bruneton, 1999). Les flavonoides sont eux méme divisés en sept groupes :
flavones, flavanones, flavonols, flavanonols, isoflavones, flavanols (catéchines) et
anthocyanidines (Shahidi et al ., 2005).

111.2.1.2.3.2.4. Les stilbénes
Ils sont représentés principalement par le Resveratrol, ils sont produits par la plante en
réponse a une infection par un pathogéne ou stress extérieure (D’Archivio et al., 2007). lls

existent sous forme monomeérique ou oligomérique (figurell) (Xiuzhen et al., 2007).

Stilbenes

Q S 0 oH

Reswveratrol

Figure 10: Structure du stilbene (Resveratrol) (D’ Archivio et al., 2007)
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111.2.1.2.3.2.5. Les lignines
Ils sont produits par la dimérisation oxydative de deux unités phénylpropanes, et sont
présents dans la nature sous forme libre, tandis que leur dérivé glycoside ne sont qu’une

forme mineure (D’ Archivio et al ., 2007)

S orisoer s i Fress irroS

Figure 11: Structure de la lignine (D’ Archivio et al ., 2007)

111.2.1.2.2. Les saponines

Les saponines représentent un vaste groupe de glycosides, largement distribué dans les
plantes supérieures. Leurs propriétés tensio-actives sont ce qui distingue ces composés a partir
d'autres glycosides.. (Sparg., et al 2004), Ils ont un large éventail de propriétés, qui
comprennent propriétés moussantes et émulsifiantes. Les propriétés pharmacologiques et
pharmaceutiques les propriétés hémolytiques, ainsi que des activités antimicrobiennes,
insecticides (Baumann et al ., 2000). Il sont considérés parmi les ingrédients clés de certaines
plantes connues pour leurs forts effets biologiques dans la médecine traditionnelle, telle que la
racine de ginseng (Panax ginseng CAMeyer, Araliaceae) (Sparg et al., 2004).

Figure 12 : Structure d’un saponine de type terpénoide (Sparg et al., 2004).
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Chapitre IV Matériels et Méthodes

IV.1. Matériel végétal
IVV.1.1.Description botanique de clematis flammula

La tige de est sarmenteuse, grimpante, les feuilles bipennées, a 3-7 folioles assez
petites, ovales ou lancéolées, entiéres ou rarement trilobées, a saveur brdlante (figurel3); les

fleurs sont blanches, en panicule lache.

Figure 13: Photographie des feuilles de Clematis flammula

Tableau | : Classification de Clematis flammula.

Nom scientifique Partie utilisé et Nom local classification

localisation

Clematis flammula Feuilles : régions de la | Nom Berbére: Azenzu | Division :Magnoliophyta

mediterrane Nom Arabe: Yasmine | Ordre : Ranunculales

Berri | Famille : Ranunculaceae

Genre : Clematis
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IV.1.2. Usage et effet thérapeutique

Les espéces du genre Clematis ont éeté largement utilisées dans la médecine
traditionnelle dans le monde entier en raison de leur distribution a grande échelle a
I'némisphére nord. Les parties aériennes de ces espéces ont servi de remede en particulier en
Europe et I'Asie orientale contre la douleur et la fievre, les douleurs rhumatismales, les
infections oculaires, les symptdmes blennorrhagiques, les troubles chroniques de la peau, la

goutte et varicosité et comme diurétique (Yesilada et al., 2006).

Selon les études epidémiologiques, les infusions préparées a partir de feuilles séchées sont
utilisees pour traiter de nombreuses affections spécifiquement larthrite et les brdlures
superficielles (Atmani et al., 2011), mais les feuilles vertes sont supposés étre toxiques
provoquant des Iésions au niveau de la peau en doses excessives ou pendant une longue durée
d’ou elle tire son nom de (Clematis briilante) (Atmani et al., 2011). Les gens de la région
kabyle utilisent souvent les feuilles de cette plante comme insectifuge pour empécher la

détérioration du blé et du mais stockés (Atmani et al., 2009)
IV.1.3. Récolte et identification

La plante a été récoltée en mai — juin de ’année 2011 dans la forét a proximité du
village de Tizi Neftah, commune d’Amizour (Bejaia) et a été identifiée au laboratoire de

botanique de 1’Université de Bejaia comme étant la clématite, Clematis flammula.
IV.1.4. Broyage et tamisage

Apreés séchage des feuilles de Clematis flammula dans un endroit ombragé et aéré,
elles ont été broyeées avec un broyeur éclectique (IKA) et le broyat obtenu a été tamisé

jusqu’a I’obtention d’une poudre fine de diamétre 63um (Atmani et al., 2011).
IV.1.5. Extraction

La poudre fine de la plante a été macérée dans de 1’éthanol a 96% pendant 24 heures
avec un rapport de lgramme de poudre pour 4ml d’éthanol. Aprés une décantation de 12
heures de cette solution, une centrifugation de 10 min a une vitesse de 1500g/min a été
effectuée a la suite de laquelle le surnageant a été ensuite collecté et laissé sécher a une
température ambiante. Apres I’évaporation totale de 1’éthanol, la pesée des extrais a été prise

apres stabilisation du poids sec. L’extrait obtenu a été stocké a une température de -20°C
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jusqu’au moment de 1’utilisation. Le taux d’extraction a été calculé suivant la formule

suivante :
Taux d’extraction = [(P1-Po)/E]*100

P1 : poids de I’extrait apres évaporation
Po : poids vide du cristallisoir ou boite de pétri

E : poids de la poudre

IV.1.6. Préparation de I’extrait

L’extrait a ét¢ dissous dans de 1’eau physiologique + tween 80 de fagon a obtenir une

concentration de 50mg/kg de souris.

IV.2.Evaluation de D’effet hépatoprotecteur de D’extrait éthanolique des feuilles de

Clematis flammula
1V.2.1. Les animaux

Les souris males albinos ont été¢ achetées de I’Institut Pasteur d’Alger, elles ont subi
une période d’adaptation d’une semaine au sein du laboratoire d’expérimentation animale a
I’Université de Bejaia, sous des conditions standards de température (25°C) avec une
alternance de lumicre et d’obscurit¢ de 12h. L’éthique a ¢été respectée durant la durée de

toutes les experiences.
IV.2.2. Test de toxicité

Le test de toxicité de ’extrait éthanolique de Clematis flammula a été réalisé sur des
souris albinos (27-34 g), réparties en 2 groupes (n=4). , 0.3ml I’extrait leur a été administrée
avec une sonde par voie intra-gastrique a une dose de 50mg /kg chaque jour pendant 3 jours
suivant le protocole modifié de Singh et Kumar (2011). Les écarts de comportement normal,
mouvements la mortalité, ainsi que les changements de poids corporel ont été suivis

quotidiennement pendant I’expérience.
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Figure 14: Administration par voie intragastrique
1V.2.3. Plan expérimental

L’expérimentation a été faite selon Naskar et al. (2010) pendant une durée de sept

jours. Apres sept jours d’acclimatation, les souris ont été divisées en quatre groupes (n=5).

o Groupe | : Control négatif (eau physiologique 0.9% : tween 80; 1ml/ kg).
o Groupe |1 : Control positif (CCly : paraffine liquide (1 :2); 1ml/kg).

o Groupe Il : Standard  (alpha tocophérol; 50mg/kg; 1ml/kg).

o Groupe IV : Extrait  (C. flammula; 50mg/kg;1ml/kg).

Les groupes Il -1V ont recu (CCly : paraffine liquide (1 :2); 1ml/kg) le premier jour et chaque

72 heures apres, et avec un intervalle de deux heures apres 1’administration de 1’extrait.

Aprés 24 h de la derniére dose de CCl, toutes les souris ont été anesthésiees avec le
chloroforme et sacrifiées, le sang a été collecté pour des tests biochimiques. Les foies des
souris ont été ensuite excisés aprés dissection et ensuite utilisés pour 1’évaluation de la

peroxydation lipidique.
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IV.2.4. Test de I’acide thiobarbiturique (TBA)

La détermination du taux de MDA comme indice de la peroxydation lipidique par la
méthode de TBA a été effectuée suivant la méthode modifiée de Harish et Shivanandappa
(2006). Le foie excisé a été lavé avec une solution saline froide (4°C) a 0,9% NaCl suite a
laquelle une homogénéisation manuelle a été réalisée. L’homogénat obtenu est ensuite mis a
10% (p /v) dans une solution de tampon phosphate (pH 7,2). Les étapes suivantes sont

résumées dans la figure ci-dessous.

[ Foie }

[ Homogénéisation

[ Tampon phosphate pH 7.2 } [ Centrifugation

V

[ 1 ml d’homogénat + 2ml de TBA/ TCA ]

[ Bain- marie a 100°C ]

4

[ Lecture de I’absorbance a 535 nm ]

Figurel5 : Protocole d’estimation de la peroxydation lipidique (Harish & Shivanandappa, 2006)

Le taux de MDA a ét¢ calculé en utilisant le coefficient d’extinction du complexe MDA/TBA
1.56x10° et est exprimé en nmol/mg de protéines. La concentration en protéines a été

déterminée suivant la méthode de Bradford (1976), (voir annexe 1).
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1VV.2.5. Estimation de la bilirubine totale

Apreés la collecte du sang, celui-ci a subi une centrifugation pendant 10 minutes, le
sérum prélevé a servi a mesurer le taux de bilirubine totale avec un kit commercialisé. Les

résultats obtenus sont exprimés en mg/dl de bilirubine totale dans chaque échantillon.
IV.2.6. Corrélation des poids

Pendant I’expérimentation, les souris ont ét¢ pesées régulierement pour observer

1’évolution du poids corporel et établir une corrélation avec le taux de MDA mesuré.
I\VV.2.7. poids relatif des fois

Dans le but de déduire s il ya eu une inflammation ou une nécrose du foie une
observation a I’ceil nu a été effectué et les poids relatifs entre les poids des foies et ceux des
souris ont été calcules. Suivant la formule suivante :

Poids relatifs = poids du foie / poids des souris.

IV.2.7.Analyse statistique

Le logiciel Statistica a été utilisé pour I’analyse statistique des résultats (n=5) par le test

Anova et p< 0.05 a été considéré significatif.
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Chapitre V Résultats et discussions

V.1.Taux d’extraction:

Il a été postulé que le rendement et l'activité antioxydante d'extraits de plantes

dépendent de la température et du solvant utilisé pour I’extraction (Gironi, 2011).

Dans notre étude, nous avons effectué une extraction en utilisant 1’éthanol, le considérant
comme le solvant le plus approprié pour extraire une quantité maximale de composés

phénoliques (Cowan, 1999).

D’autres facteurs exercent une influence sur l'efficacité de I'extraction comme le pH et la taille
de la poudre (Gironi, 2011). Aussi, dans le but d’optimiser 1’extraction, le broyage et le
tamisage ont été réalisés de fagcon a pouvoir récupérer le maximum de poudre fine ayant un

diametre inférieur a 63um (Juntachot, 2006).

Le taux d’extraction obtenu est de 14.65%, qui est un taux inférieur a celui des deux années
précédentes (20.32% et 16.5% en 2009 et 2010, respectivement). La différence observée dans
les taux d’extraction peut étre due aux variations saisonnieres qui peuvent augmenter ou

diminuer le taux de polyphénols présents dans I’extrait cru (Naszk & Shahidi, 2006).
V.2. Test de toxicité

L’observation des souris nourries par administration intragastrique pendant trois jours
par I’extrait éthanolique de Clematis flammula (50mg/Kg) n’a révélé aucun changement
significatif dans le comportement général compare aux souris du lot témoin, la réduction de la
locomotion, l'agressivité, la réaction a des stimuli (pincement de la queue, le bruit) et les
interactions sociales ont été aussi observées sans aucun changement. Aussi, aucun cas de
mortalité n’a été recensé .Méme en ce qui concerne les poids corporels, aucun changements
significatifs n’a été enregistrés chez les souris traitées et les témoins (tableau II). Puisque les
souris du groupe témoin et celles traitées avec 1’extrait sont restées saines tout au long de la
période du test, les résultats de la présente étude indigquent que l'extrait éthanoique de

Clematis flammula a été tolérée chez les souris.

Il est connu dans la population locale que les feuilles de Clematis flammula causent
des problemes gastriques (diarrhée et bralure) quand elles sont ingérées vertes, ce qui lui a
valu I’appellation de « clématite brilante ». Ceci est di a la présence d’une substance appelée

anémonine qui s’évapore quand les feuilles sont séchées (Atmani, 2011).
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Les résultats obtenu test de toxicité nous a permis de vérifier I’absence d’effets néfastes sur la

santé quand les feuilles de Clematis flammula sont séchées.

Tableau Il : Mesures du poids corporel.

Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4
Témoin |Clematis | Témoin |Clematis | Témoin |Clematis | Temoin |Clematis
50mg/kg 50mg/kg 50mg/kg 50mg/kg

Jour 269 349 299 329 279 329 279 349
avant
Jours 1 |26g 31.40g 28.84 30.72 26.56g |31.20 279 31.349g
Jours 2 |24q 32.09¢g 29 31.27 26.50g |31.37¢g 279 31.60g
Jours 3 | 249 34.67g |30 33 27.66g |[32.80 28.40g |34.90g

V.3. Test de TBA

Le foie, un organe important qui participe activement & de nombreuses fonctions
métaboliques et joue un role majeur dans la détoxification, est la cible fréquente d’un certain
nombre de substances toxiques (Gayatri et al., 2011). Le tétrachlorure de carbone (CCl,) est
souvent utilisé dans les études expérimentales sur des animaux pour induire la peroxydation
lipidique. En fait, cette substance hépatotoxique cible spécifiquement le foie en causant des
Iésions hépatiques et une nécrose dans la phase finale car le CCl, est transformé par le
cytochrome p450 en un métabolite actif le trichlorométhyle (Vuda et al., 2011 ). Ce radical
réagit avec les acides gras insaturés des phospholipides présents dans les membranes
cellulaires, induisant la peroxydation des lipides dans les cellules hépatiques (Sachdev &
Davies, 2008), formant ainsi des produits
(Feng et al., 2006).

appelés les malondialdéhydes (MDA)
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La peroxydation lipidique est impliquée dans de nombreuses pathologies telles que
I’athérosclose, 1’Alzheimer et le cancer (Berger, 1997). Pour cela, il est impératif de la
contrer ou de la prévenir par I'utilisation de molécules antioxydantes présentes dans les

plantes.

L’activité¢ antioxydante des extraits de Clematis flammula issus d’une extraction
sélective a fait 1’objet d’une étude in vitro dans laquelle il a été trouvé que 1’extrait brut
éthanolique posséde une activité antioxydante élevée contre la peroxydation lipidique de
I’acide linoléique a 100pug/m (77.6%) (Atmani et al., 2009). Cependant, une activité faible a
été constatée en ce qui concerne le 2,2 diphenyl-1picryl-hydrazyl (DPPH) (23%) ainsi que le
H.0, (9%) en comparaison avec les extraits éthanoliques des feuilles de Pistacia lentiscus
(90%) pour le (DPPH) et (50%) pour le H,O, (Atmani et al., 2009). De plus, I’extrait
éthanolique a démontré une activité scavenging de 34% contre le superoxyde (Atmani, 2011)
et a été tres efficace contre le radical hydroxyle (61 %) a 100ug/ml, tous les deux considérés
comme des initiateurs importants de la LPO (Atmani et al 2011). Cependant, cette méme
¢tude a indiqué que 1’extrait éthanolique de Clematis flammula a exprimé une capacité faible
d'inhibition de (80%) a 1mg/ml, contre la lipoperoxydation des microsomes en comparaison
avec I’acide caféique (Atmani et al., 2011).

Puisque l'objectif des essais in vitro est de prédire [l'efficacité biologique
d'antioxydants, une méthode n'est valable que si les résultats sont vérifiés par

I’expérimentation in vivo.

La présente étude a pour but de tester I’effet hépatoprotecteur et antioxydant de
I'extrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula a une concentration de 50 mg/kg
contre les dommages induits au foie par une administration de CCl, sur des souris. Le taux
de MDA, révélé par le test de TBA est une mesure des dommages de la structure
membranaire, et est considéré comme un indice de la lipoperoxydation (Naskar et al., 2010).

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 16.

D’apres la figure 16 ci-dessous, on peut observer une élévation importante des taux
de MDA dans le groupe 1l du contr6le positif (C+) traité par le CCl, (1488 + 138.3 nmol/mg)
qui représente presque le double du taux de MDA du contréle négatif (C-) (763.1 + 92
nmole/mg) a qui on n’a administré que de 1’eau physiologique, ce qui implique une

peroxydation lipidique accrue.
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Figure 16 : Taux de MDA (nmoles /mg de proteines) aprés induction avec le CCl,

(1) contrdle négatif (2) contrdle positif (3) a-tocophérol 50mg/kg (4) extrait ethanolique Clematis flammula

50mg/kg Toutes les valeurs ont été exprimés en tant que moyennes + SEM de (n=5), significative p < 0,05.

D’autre part, 1’extrait et le standard (a-tocophérol) ont donné des taux de MDA de
(882.74 = 190 nmol/mg et 985. +£555nmol/mg), respectivement, montrant une reduction

significative  (p< 0.05) par rapport aux souris du contréle positif (C*).

Ces résultats montrent que [’extrait testé posséde un effet hépato-protecteur
considérable, équivalent a celui du standard 1’a-tocophérol (p<0,05). Ce dernier est un
important antioxydant endogene liposoluble qui joue un rble majeur dans la protection des
membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique (Tirmenstein et al., 1997). Les
résultats de cette étude concernant cet agent administre & 50mg/Kg aux souris sont prévisibles
vu qu’il a été rapporté une réduction plus importante de la peroxydation lipidique chez des
rats traités avec une concentration plus élevée de o- tocophérol (110mg/kg)
(Joshi et al., 1995).

Il a été établi que les activités hépatoprotectrices peuvent étre associées avec une
capacité antioxydante de piéger les especes réactives de l'oxygéne (ERO) (Chang et al.,
2007).Ce qui est en accord avec les travaux de Teselkin et al.(2000), qui ont démontré que
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les antioxydants issus de plantes peuvent prévenir la toxicité du CCly, par inhibition de la
peroxydation lipidiqgue. Ceci a été confirmé par certaines études sur les effets
hépatoprotecteurs de plantes médicinales dans des conditions similaires a la présente étude.
En effet, Harish et al. (2006) qui ont effectués un test de TBA sur P. niiruri in vivo et ont
démontré une grand habilité de cette plante a inhiber la peroxydation lipidique qui est
d’environ de 50%, alors que dans I’expérience menée par Naskar et al (2010) 1’extrait
hydromethanolique des fruits de Phoenix dactylifera a démontré un pouvoir inhibiteur de 24%
uniquement. En comparant avec les résultats de Clematis flammula ceci témoigne du grand

potentiel hépatoprotecteur de cette derniére.

Il est évident que I’efficacité des plantes a contrdler la toxicité du CCl, est attribué a
ses constituent soit par la capacité d'induire les enzymes microsomales, soit par lI'accélération

du I’élimination du CCl4 ou par inhibition de la peroxydation lipidique (Qureshi et. al 2010).

En effet, les flavonoides, les triterpénoides et les saponines pourraient étre
responsables de la protection des cellules du foie en inhibant I'activité des radicaux, y compris

a la fois les radicaux superoxyde et hydroxyles (Dugas et al., 2000).

Il a été démontré que certaines plantes du genre Clematis possédent des saponines
(Mimaki, 2004), I’acide caféique (Lee et al 2008) et des triterpénoides tannin qui sont des
composés phénoliques a grand potentiel antioxydant et qui inhibent la peroxydation in vitro
(Marinova et al., 2009). Aussi, certaines saponines dérivés de plantes (ginseng) exercent un
effet inhibiteur sur le cytochrome p 450 qui est le centre activateur du CCl,4 (kim et al., 1997)
ce qui peut expliquer la réduction conséquente du taux de MDA dans le lot prétraité par
Clematis flammla et qui équivalent a celui du standard.

Cependant, deux plantes appartenant au genre Clematis, natives de la Korée ont été
testées pour leur activité hépato-protectrice : Clematis apiifolia et Clematis heracleifolia qui
ont montré un pourcentage d’inhibition de la peroxydation de 18,5% et 40% respectivement
(Minkyun et al.,2003) beaucoup plus faibles que celui trouvé dans la présente étude pour
Clematis flammula, puisque I’extrait éthanolique de cette derniére a réduit le taux de MDA de
80%.

Une autre étude menée par Alquasoumi et al (2008) sur I’évaluation des effets
hépato-protecteurs Aloe vera, Clematis hirsute et Cucumis prophetarum a révélé que Clematis

hirsute n’a démontrée aucun effet hépato-protecteur comparé a Clematis flammula. Etant
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donné que Clematis hirsute est une plante native de 1’Arabie Saoudite, ceci démontre que les
conditions climatiques peuvent affecter énormément la teneur en phénols et flavonoides et

diminuer par ce fait ses capacités antioxydantes (Naszk & Shahidi, 2006).

A notre connaissance aucune étude ne s’est intéressée a identifier les constituents
de C. flammula mais en général, les plantes du méme genre possedent des phytoconstituents
en commun. Des analyses préliminaires effectuées par 1’équipe de recherche du laboratoire de
Biochimie appliquée (non publiées) menent a supposer que les feuilles de Clematis flammula
possedent des saponines et un dérivé de 1’acide cafeique qui seraient responsables de ses

activités hépatoprotectrices du foie.
V.4. Mesure de la bilirubine totale

La bilirubine est un métabolite des protéines heme provenant pour la plupart (80-85%)
de la dégradation des érythrocytes sénescents, mais aussi de la destruction des precurseurs
d'érythrocyte dans la moelle osseuse, et du métabolisme de la myoglobine et de quelques
cytochromes. L’héme est métabolis¢ par une oxygénase en biliverdin. La bilirubine non-
conjuguée est insoluble dans I'eau, et une fois libérée dans I'espace vasculaire, elle se liera a

I'albumine qui la transporte dans le foie ou elle sera conjuguée (Sofronescu et al., 2012)

La mesure de la bilirubine totale dans le sérum des souris est souvent utilisée comme

un paramétre important dont [’augmentation est un signe de 1ésions hépatiques

(M. Alexandra Brito et al., 2006).

Le tableau ci-dessous montre les résultats obtenus du test de bilirubine effectué sur le

sérum sanguin d’au moins deux souris de chaque lot.

Tableau 111 : Dosage de la bilirubine totale

Controle - Controle + a- tocophérol C. flammula
Bilirubine totale | 0.096 0.468 0.847 0.697
mg/dI

Les valeurs sont une moyenne de deux souris (n=2)

Les résultats du tableau Ill révélent que I'administration du CCl, a provoqué une

élévation significative (p<0,05) de la bilirubine totale dans le sérum des souris du contréle
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positif (0.468mg/dl) par rapport a celle trouvée chez le contrdle négatif (0.095 mg/dl) dont le
taux de bilirubine totale est supposé normal. Ce résultat suggere une augmentation de la
péroxydation lipidique a la suite de I’administration du CCly, qui corrobore I’augmentation
dans le taux des MDA trouvée ci-dessus. Cependant, on observe aussi une augmentation
significative (p<0,05) des taux de la bilirubine totale dans les lots Ill et IV (standard et
expérimental) (0.847 et 0.697mg/dl, respectivement) comparés a ceux des lots | et Il (témoins

négatifs et positifs).

L’explication pour cette élévation a été recherchée dans la bibliographie. Plusieurs
possibilités ont été trouvées :
-Cette élévation peut étre due au blocage de la degradation de la bilirubine au niveau
hépatique par ’activation du superoxyde dismutase (SOD) par 1’extrait par un mécanisme
encore inconu (Joshi et al., 1995). En effet, plusieurs études ont rapportées une stimulation de
I’activité antioxydante par les polyphénols (Naskar et al., 2010). Dans le cas du standard, le
taux ¢élevé de la bilirubine enregistrée peut étre interprété comme une lenteur de I’action de la
vitamine E dans la protection du foie (Joshi et al., 1995). En effet, il a été noté qu’aprés
I’administration du CCly4 et une dose unique de vitamine E le taux de bilirubine a augmenté
trois jours apres, suivi par une diminution significative le septiéme jour de 1’expérimentation
(Joshi et al., 1995).
-1l a été rapporté que certains polyphénols comme le résveratrol agissent sur les plaquettes
sanguines en provoquant une hémolyse et la libération de la bilirubine dans le sang
(Cottart, 2010). Les saponines contenues dans la plupart d’espéces du genus Clematis
(Mimaki et al., 2004) sont connues pour avoir un effet hémolytique ce qui expliquerait la
hausse de la bilirubine chez les souris traitées avec 1’extrait, L’étude menée sur Clematis
hirsute (Alquasoumi, 2008) testé a une concentration de 250 mg/kg a démontré un taux de
bilirubine équivalent (2.79mg/dl ) a celui du groupe du contréle positif qui n’a regu que le
CCls (2.75 mg/dl) méme si pour autant cette plante n’a causé aucune hausse du taux de
MDA. Ceci peut indiguer que les plantes du genre Clematis induisent une augmentation de

la bilirubine a cause de la forte teneur en saponines de leur extrais.

-1l a été également démontré que les concentrations intracellulaires de la bilirubine peuvent
étre localement et temporairement augmenté par induction de HO-1 (isoforme inductible de
I’héme oxygénase) ou de l'activation rapide de HO-2, pour contrer a court et a long terme le

stress oxydatif (Berrahal et al., 2007). Ainsi, I’augmentation des concentrations des pigments
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biliaires actifs qui peuvent agir comme antioxydants est un systeme de défense et une réponse

adaptative des cellules au stress oxydatif (Berrahal et al., 2007).

-Aussi, les rapports sur la bilirubine sont contradictoires. Alors que des études antérieures
menées sur les cellules souches des rats Gunn ont montré in vitro, qu’il y a une association
étroite entre la peroxydation lipidiqgue (LPO) et la dégradation de la bilirubine dans les
microsomes de foie, ceci n’a pas été prouvé in vivo. Bien gque le catabolisme de la bilirubine
soit un processus oxydatif qui dépend de la peroxydation lipidique, néanmoins aucune étude
n'a établi qu'il ya une relation causale entre LPO et le niveau de bilirubine plasmatique in
vivo (Joshi et al., 1995).

V.5. Corrélation entre la lipoperoxydation et le poids corporel

La péroxydation lipidique peut, dans certains cas, affecter les poids des souris. Pour
vérifier s’il y a un lien entre les deux parameétres, on a réalis¢ des courbes de corrélation
(annexe). Il a été noté une corrélation négative entre les taux de MDA et les poids des souris
de tous les groupes étudiés sauf pour le groupe du contréle positif traité au CCl, ou une faible

corrélation positive a été observée (r = 0,31) (Annexe N° 5).

Dans le groupe du contrble négatif, une corrélation négative (r=-0,96) (Annexe N°3)
indiquant que les souris de poids corporel faible possedent un taux de MDA éleveé. Le CCl, a
perturbé cette corrélation dans le groupe du contréle positif mais qui a été rétablie en partie
par le standard (r = -0.81) (Annexe N° 4) ou la plante (r = -0,79) (Annexe N°6).

Notre interprétation de ces résultats est que les souris de grande taille ont en général
une plus grande résistance a la peroxydation lipidique. Cette résistance a été diminuée par le
CCl4 qui a créé un stress oxydatif et a perturbé ainsi le métabolisme des animaux. Cette
interprétation est supportée par certaines études qui affirment que les cytokines activent le
métabolisme de I’organisme et causent ainsi une perte de poids involontaire (Dumas, 2004).
Une baisse des poids des souris pré-traitées avec I’extrait a été enregistrée soulignant qu’il y

a peut-étre une activation du métabolisme.

V.6. Poids relatifs du foie

Les foies des souris ont été pesés apres leur excision pour vérifier s’il y a une
augmentation de leur taille ou une diminution due a une inflammation ou une nécrose. Les
poids relatifs des foies de toutes les souris sont montrés dans le tableau IV qui montre qu’il

n'y avait pas de changement significatif dans les poids du foie de toutes les souris par rapport
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au groupe témoin, le poids du foie a été proportionnel au poids de la souris. Ceci veut dire que
le CCly n’a pas causé des dommages significatifs aux foies des souris di a la courte durée de
I’expérimentation (7 jours). Aussi, aucune anomalie n’a été relevée aprés observation des
foies a I’ceil nu sauf pour le foie de la souris 5 traitée par 1’extrait éthanolique de Clematis qui
peut étre justifié par d’autres causes pathologiques spécifiquement chez cette souris. Des

parties de foie ont été prélevées pour la réalisation ultérieure de coupes histologiques.

Tableau 1V : Poids relatifs des foies

Souris Controéle - Control + Standard Clematis

Poids relatif * 0.059 0.062 0.066 0.0661

*Poids relatif = poids du foie / poids des souris ,Les valeurs sont une moyenne de n=5.

En conclusion, I’extrait éthanolique de Clematis flammula a pu atténuer le stress
oxydatif et la peroxydation lipidique causé par le CCl, de maniére équivalente au standard

1’alpha-tocophérol.
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Conclusion et perspectives

La recherche scientifique de ces derniéres années a vu un essor considérable sur
I'utilisation de matieres veégeétales telles que les fruits, feuilles, racines et écorce dans la
médecine traditionnelle. L’intérét de cette recherche se porte sur la découverte d’antioxydants
naturels  qui peuvent remplacer les antioxydants synthétiques, connus pour leur toxicite.
Les feuilles de Clematis flammula sont utilisées dans la médecine traditionnelle locale pour
traiter divers états pathologiques notamment les rhumatismes articulaires et les brdlures
superficielles. Cette étude a visé a tester 1’efficacité de cette plante contre la peroxydation
lipidique in vivo.

Les résultats ont révélé un fort pouvoir hépatoprotecteur de I’extrait éthanolique des
feuilles de C. flammula, confirmant ainsi les résultats des tests in vitro précédents (Atmani et
al., 2009). Cet effet est équivalent a celui du standard utilisé (a-tocophérol) considéré comme

un puissant antioxydant contre la peroxydation lipidique.

Les tests effectués dans la présente étude sur Clematis flammula sont les premiers dans
leur genre sur cette plante. Les résultats obtenus sont donc préliminaires, et il est prévu de les
compléter en menant des expériences sur les extraits acétate d’éthyle et chloroforme qui ont

exhibé les taux d’inhibition de la peroxydation les plus forts in vitro.

Aussi, des tests sur les activites des enzymes antioxydantes comme la catalase, le
superoxyde dismutase et le glutathion peroxydase sont nécessaires pour confirmer les résultats
de la présente étude. Les mécanismes moléculaires qui régissent les vertus médicinales de
cette plante sont inconnus. Donc, il serait intéressant d’explorer les effets des extraits de
Clematis flammula sur les voies de défense antioxydants de I’organisme et d’isoler et
identifier les composés responsables de 1’effet hépatoprotecteur. Les feuilles de C. flammula
sont en général utilisées par la population locale contre des maladies inflammatoires. Les
résultats de cette étude sont prometteurs et permettent de considérer I’utilisation des feuilles

de cette plante contre les maladies hépatiques.
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Annexe

Annexe N°1 : Courbe d’étalonnage réalisé avec la BSA pour le dosage des protéines
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Annexe N°2 :  Concentration des protéines en fonction de 1’absorbance

Absorbance Concentration
C-1 0,12 49,79
C-2 0,48 52,92
C-4 0,90 39,17
C-5 0,43 38,69
C+1 0,21 70,35
C+2 0,44 61,41
C+3 0,24 50,85
C+4 0,44 56,65
C+5 0,28 28,37
ST1 0,52 71,24
ST2 0,79 54,34
ST3 0,43 41,65
ST4 0,11 45,53
ST5 0,85 38,99
CLE2 0,61 63,19
CLE3 0,55 51,71
CLE4 0,54 45,38
CLE5 0,69 93,17




Annexe N°3

Annexe

: Corrélation entre les MDA et le poids du contréle négatif
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Annexe N° 4 :Corrélations entre les MDA et le poids du contrdle négatif
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Annexe N° 5 : Corrélations entre les MDA et le poids du contréle positif
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Annexe

Annexe N°6 : Corrélations entre les MDA et le poids du lot prétraité par clematis flammula
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Résumé

Les feuilles de Clematis flammula sont utilisées en médecine traditionnelle locale contre
le thumatisme articulaire et les brilures artificielles. L’extrait ethanolique des feuilles de cette
plante a été testé in vivo sur 1’inhibition de la peroxydation lipidique, induite par le CCl, et
mesurée par le test de TBA (thiobarbituric acid) qui détecte la présence des
malondialdehydes (MDA) produit final de la lipopéroxydation (LPO).

Administrés par voie orale a des souris albinos a une concentration de 50 mg/kg, 1’extrait testé
a donné un taux de MDA (882+190 mol/mg de protéines) comparable a celui du a-tocophérol
(985% 55 nmol/mg proteines), connu pour son activité hepatoprotectrice. De plus, les tests
biochimiques sur le sérum du sang des souris ont révélé un taux de bilirubine plus élevé que la
normale chez les souris pre-traitées avec le standard et 1’extrait (0.847 mg/dl et 0,697 mg/dl,
respectivement). Toutefois, comme le taux de MDA a été réduit dans les deux cas, ces
données ont été interprétées comme une activation des systemes de défense antioxydant. Le
test de toxicité n’a révélé aucune anomalie de comportement, indiquant que [’extrait a
50mg/kg est normalement métabolisé. Cette étude contribue a valider le potentiel antioxydant
des feuilles de Clematis flammula qui a été déja démontré in vitro.

Mots clés : Clematis flammula, Lipoperoxydation, Hepato-protecteur, MDA

Abstract

The leaves of Clematis flammula are used in local traditional medicine against
rheumatoid arthritis and artificial burns. The ethanolic extract of the leaves of this plant was
tested in vivo on the inhibition of lipid peroxidation, induced by CCl, and measured by the
test of TBA (thiobarbituric acid) which detects the presence of malondialdehydes (MDA) the
end products of lipoperoxydation (LPO).

Oral administration of the extract to albino mice at a concentration of 50mg/kg gave a rate of
MDA (882+190 mol/mg of proteins) comparable with that of a-tocopherol (985+ 55 nmol/mg
proteins), known for its hepatoprotectrice activity. Moreover, biochemical tests on the serum
of the blood of the mice revealed a rate of bilirubine higher than the normal in the mice
pre-treated with the standard and the extract (0.847 mg/dl and 0,697 mg/dl, respectively).
However, as the rate of MDA was reduced in both cases, this data was interpreted as an
activation of the antioxidant defense systems. The test of toxicity did not reveal any abnormal
behavior, indicating that the extract at 50mg/kg is normally metabolized. This study
contributes to the validation the antioxidant potential of the leaves of Clematis flammula
which was already shown in vitro.

Key wordsS: Clematis flammula, Lipoperoxydation, Hepato-protecteur, MDA.



