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Introduction

Le foie est un organe vital qui effectue une grande variété de fonctions nécessaires a la
survie. Sa localisation stratégique, sa circulation sanguine et son réle majeur dans tous les
processus métaboliques rendent cet organe particuliérement vulnérable aux blessures causees
par des produits chimiques auxquels nous sommes exposes de fagcon omniprésente. La lésion
hépatiqgue médicamenteuse est une réaction indésirable rare qui conduit a une insuffisance
hépatique. L’un des médicaments les plus répandus impliqués dans la Iésion hépatique
médicamenteuse est l'acétaminophene (Mazraati et Minaiyan, 2018 ; Gu et Manitou,
2012).

L'acétaminophéne (paracétamol, N-acétyl-p-aminophénol, APAP) est un anti-
inflammatoire non stéroidien classique (AINS) qui est largement consommé comme
analgésique et antipyrétique et son efficacité dans le soulagement de la douleur et de la fiévre
a été largement connue (Hinson et al., 2010 ). Cependant, une surdose d'’APAP peut causer
des Iésions hépatiques, entrainant une insuffisance hépatique aigué (ALF) légére a sévere, et
méme la mort (McGill et Jaeschke, 2013). En 1966, Davidson et Eastham ont signalé pour la
premiére fois les cas d'hépatotoxicité aigué causée par une surdose d'’APAP. La posologie
orale recommandée pour les adultes est de 325- 650 mg toutes les 4 a 6 heures, avec un
maximum de 4 g par jour (Gongalvesa et al., 2017).

Les lésions hépatiques causées par de fortes doses d'APAP sont associées a la
formation de Nacetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), un métabolite réactif formé par la
famille enzymatique du cytochrome P-450 (CYP450) (Gongalvesa et al., 2017). Ce dernier se
lie a des macromolécules critiques dans les cellules qui entrainent un stress oxydatif
mitochondrial, une altération de la fonction hépatique, une necrose centro lobulaire massive

et, finalement, une insuffisance hépatique (Mazraati et Minaiyan, 2018).

La phytothérapie reste la médecine la plus employee par le monde. Nous savons
depuis toujours que certaines plantes possedent des activités antiseptique, antidiabétiques,

antispasmodiques, stomachiques ou hépatiques.

Satureja calamintha est une plante aromatique connue sous le nom vernaculaire «
nabta » appartenant a la famille des Lamiaceae, largement utilisée en médecine traditionnelle

algérienne.
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L’extrait naturel issu de cette plante contient une variété de molécules biologiquement
actives telles que les flavonoides, les tannins et les huiles volatiles (Bougandoura et
Bendimerad, 2013).

Dans ce contexte, nous avons tenté d’évaluer 1’activité hépato-protectrice de 1’extrait

hydro-éthanolique de la plante « Satureja Calamintha » (touret) chez le rat.

Notre étude se divise en trois parties :

La premiére aborde une étude bibliographique qui donne des approches sur

I’intoxication hépatique au paracétamol, et est répartie en trois sections :

L’une pour le foie, son anatomie, sa physiologie et ses fonctions. L’autre présente des
géneéralités sur le paracétamol, alors que la derniére section explique I’intoxication au

paracétamol et le stress oxydant
La deuxiéme partie est réservée a la description de la plante de 1’étude.
La troisieme partie illustre le matériel et les méthodes utilisées.

La quatriéme partie est consacrée a la présentation des résultats et leur discussion.
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1. Le foie
1.1. Anatomie

Le foie est I'organe le plus volumineux de 1’organisme et par conséquent un des plus
vascularisés (Franciscus, 2015). Le foie est une glande annexée au tube digestif, de couleur
rouge-brun, homogeéne. Son poids propre est d’environ 1,5 kg auquel il faut ajouter les 800

grammes de sang généralement présents dans le foie (Beaugerie et Sokol, 2014).

Du point de vue anatomique, le foie se situe dans le quadrant supérieur droit de la
cavité abdominale sous I'némi-diaphragme droit, il est protégé par la cage thoracique (Abdel-
Misih et Bloomston, 2010). Il est divisé en quatre lobes inégaux (Figure 01), tous divisés en
segments : le lobe hépatique droit est le plus volumineux, il est séparé du lobe hépatique
gauche par le ligament suspenseur falciforme ; le lobe carré et caudé se situent entre les lobes
droit et gauche. Ils sont séparés par un sillon appelé le hile du foie. C’est par ce hile
qu’arrivent I’artére hépatique et la veine porte ainsi que les voies biliaires. La vésicule biliaire

est d’ailleurs liée au lobe hépatique droit et caudé du foie (Elaine, 2005).
1.2. Structure du tissu hépatique

Le foie est constitué de millions de lobules hépatiques entre lesquels circulent les
vaisseaux sanguins qui alimentent les lobules et collectent les substances qu'ils produisent et

des canaux biliaires qui collectent la bile produite par les lobules.

Le lobule hépatique a une forme hexagonale et il est centré sur veinule hépatique
terminale appelé veinule centrolobulaire. Les angles de cet hexagone correspondent aux
espaces interlobulaires ou espaces portes, constitués de tissu conjonctif.

Chaque lobule est formée de deux types de cellules principales: les cellules
parenchymateuses ou hépatocytes (les plus abondantes) et les cellules sinusoidales : dont les
cellules endothéliales. Les cellules de Kupffer sont des macrophages résident qui, situées a
I’intérieur du sinusoide afin d’épurer le sang sinusoidal des impuretés (Deugnier,

2005 ;Gandillet, 2004).

Les cellules hépatiques s'associent entre elles pour former de véritables murs
cellulaires ou lames : travées de Remak, séparés les uns des autres par des espaces dans

lesquels sont logés les sinusoides veineux (figure 02).

-
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Figure 01 : les principaux constituants du lobule hépatique (source :
http://www.pediatrie.be/Anesth%E9sie.htm)

1.3. Fonctions du foie

Le foie est responsable de quelque 500 fonctions corporelles. Il joue un réle dans la
digestion, le métabolisme du sucre et des graisses et dans la défense immunitaire de

I'organisme (Franciscus, 2015).
1.3.1. Métaboliques
1.3.1.1. Digestion

Le foie joue un réle important dans la digestion et le traitement des aliments. Les
cellules hépatiques produisent de la bile pour faciliter la digestion des graisses et I'absorption.
La bile est sécrétée en permanence par le foie et stocké dans la vésicule biliaire jusqu'a un
repas. Les sous-produits de la dégradation des medicaments et des substances toxiques traitées

par le foie sont transportés dans la bile et excrétés par le corps (Seif, 2016).
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1.3.1.2. Métabolismes des carbohydrates, lipides

Le foie effectue de nombreuses fonctions métaboliques, fournissant au corps I'énergie
dont il a besoin. Il régule la production, le stockage et la libération de sucres. A 1’état post
prandiale (aprés un repas), le foie convertit le glucose en glycogéne, qui est stocké pour une
utilisation ultérieure. Lorsque I'énergie est nécessaire, le foie convertit le glycogene en

glucose dans un processus appelé glucogénolyse.

Le foie régule le stockage des graisses en convertissant les acides aminés de la
nourriture digérée en acides gras tels que les triglycérides. Lorsque le corps n'a pas assez de
sucre, le foie convertit les acides gras en cétones, qui peuvent étre utilisés comme carburant.
Le foie contr6le également la production, le métabolisme et I'excrétion du cholestérol, qui est
un composant important des membranes cellulaires et de certaines hormones (Franciscus,
2015).

1.3.1.3. Synthése des protéines

Le foie synthétise plusieurs protéines plasmatiques, y compris des enzymes, des
hormones, des facteurs de coagulation, et facteurs immunitaires. Les enzymes hépatiques
appelées aminotransférases ou transaminases : Aspartate Amino transférase (ASAT) ou
SGOT (Sérum- Glutamate- transaminase), et ALAT= Alanine Amino Transférase ou SGPT
(Sérum Glutamyl- Pyruvate transaminase) décomposent les acides aminés acides provenant
de la nourriture digérée et les reconstruire en nouvelles protéines nécessaires pour le corps.
Lorsque les cellules du foie sont enflammées ou endommagées, ces enzymes peuvent

s'échapper et s'accumuler a des niveaux élevés dans le sang.

D'autres protéines synthétisées par le foie comprennent la phosphatase alcaline, la
gammaglutamyl transférase (GGT) et le facteur de croissance de l'insuline (IGF-1)
(Franciscus, 2015).

1.3.1.4. Stockage des vitamines

Le foie stocke plusieurs nutriments, y compris les minéraux et les vitamines A, D, B-9
(folates) et B12 (Seif, 2016). Il stocke également le fer et joue un réle dans la conversion du
fer en héme, un composant de I'némoglobine (la molécule transportant I'oxygeéne dans les

globules rouges) (Franciscus, 2015).

-
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1.3.2. Dans la détoxication

Le foie est le principal acteur du métabolisme des xenobiotiques qui a lieu dans les
hépatocytes (les reins, poumons, la peau peuvent étre également impliquée) (Buatois et al.,
2014).

Le devenir des xénobiotiques se déroule en 04 phases selon le schéma général présenté
en (Figure 03) :

Xénoblotique i S

 Phase ll ne S5

O 5-0 wx: UGT. SIAT

UGT. SR
GST, NAT

Elimination

Figure 02 : Schéma général des 4 phases du métabolisme et du transport d’un

xénobiotique dans une cellule (Buatois et al., 2014).

- La premiere phase (Phase 0) correspond a I’entrée de la molécule dans la cellule.
Le passage transmembranaire peut se faire par diffusion passive ou fait intervenir

des transporteurs transmembranaires.

- Une fois que le xénobiotique est entré dans 1’hépatocyte, il pourra étre métabolisé
par les enzymes du métabolisme des xénobiotiques selon les phases 1 et 2. Les
enzymes de phase 1 (ou phase d’oxydation) vont transformer chimiquement le
xénobiotique en un métabolite plus hydrophile.

Les cytochromes P450 (les CYP) sont les principales enzymes de cette phase (Xu
et al., 2005). Les enzymes de phase 2 peuvent métaboliser directement le
xénobiotique ou ses métabolites produits pendant la phasel. Leur rdle est d’y
greffer un groupement hydrophile afin de rendre les métabolites de phase 2 aptes a
étre éliminés par le rein. On citera les glutathion-S-transférase (GST), les UDP
glucuronosyl transférase (UGT), les sulfotransférases, les N-acétyltransférase, les

méthyltransférases. . .

.
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- Laphase 3 correspond a la sortie du xénobiotique, du métabolite de phase 1, ou du
métabolite de phase 2 hors de 1’hépatocyte (Buatois et al., 2014 ; Buyse et al.,
2007 ; Yang et al., 2014).

1.4. Atteintes hépatiques

L'hépatite chronique C ou B, la consommation excessive d'alcool et d'autres facteurs
peuvent entrainer des Iésions hépatiques graves. Le foie effectue plusieurs fonctions vitales, il
n'est pas surprenant que la Iésion hépatique peut avoir un effet sur presque tous les systémes
du corps, y compris les systemes digestif, endocrinien, cardiovasculaire et immunitaire
(Franciscus, 2015).

Lorsque le foie subit des dommages, le tissu hépatique normal devient fibreux (fibrose
- cicatrice légére), gras (stéatose) et largement cicatrisé (cirrhose). Si le foie devient trop
lourdement endommagé (nécrose), il n'est plus capable de remplir ses fonctions normales.
(Franciscus, 2015).

Il est admis, néanmoins, que les toxiques sont a 1’origine d’environ 10 % des
insuffisances hépatiques aigués et de 5 % des ictéres. Les principaux toxiques en cause sont le
paracétamol, les antibiotiques, les anticancéreux, les psychotropes, les hypolipémiants et les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). (Mégarbaneet al.,, 2007 ; Bendjaffer et
Zehani, 2015).

Tableau 01 : Quelques agents causant les lésions hépatiques (Mégarbaneet al., 2007 ;
Bendjaffer et Zehani, 2015).

Lésions hépatiques | Agents toxiques Pathogenéses

Acétaminophéne, Fortes

) . Dommages membranaires ;
Nécrose toxique doses de fer.

liée a la dose.

Tétracycline, .
Y Surcharge en graisse dans

Stéatose Arsenic,Benzeéne. ,

les hepatocytes.

Liée a la dose ; dommages
Fibrose /cirrhose Méthotrexate,l’alcool. métaboliques toxiques

insidieux.

-
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2. Généralités sur le paracétamol

L'acetaminophen (nom anglais) ou N-Acétyl-P-Amino-Phénol  (APAP),
paracétamol est un médicament analgésique et antipyrétique en vente libre. 1l a eu une
utilisation globale et commune depuis 1955. Il est présenté sous diverses formulations :
comprimeés, capsules, suspensions, suppositoires rectaux, et pour utilisation intraveineuse a la
fois comme médicament a ingrédient unique ou combiné a libération immédiate ou prolongée
(Hinson, 2010 ; Bunchorntavakul et Reddy, 2018).

Bien que le paracétamol soit généralement considéré comme sOr aux doses
thérapeutiques habituelles, cependant, un surdosage d'APAP peut provoquer de graves lésions
hépatiques. Les premiers cas d'hépatotoxicité APAP ont été rapportés en 1966, Il est
maintenant la principale cause d'insuffisance hépatique aigué dans de nombreux pays
occidentaux (McGill et Jaeschke, 2013).

2.1. Chimie du paracétamol
2.1.1. Nom chimique
La formule chimique du paracétamol est: [Le N- (4-hydroxyphényl) acétamide :

CsHoNO-] (James et al., 2009).

2.1.2. La formule semi développée

H

4 N\n/

: O

CHj

HO

Figure 03 : Structure de I'acétaminophene (N-acétyl-4- aminophénol) (Blough et Wu, 2011).
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2.2. Pharmacodynamie du paracétamol

Bien que le paracétamol ait été découvert il y a 100 ans et a été largement utilisé dans
le médical pratique depuis plus de la moitié du siecle, son mécanisme d'action n'a pas été
élucidé jusqu'a présent (Jozwiak-Bebenista et Nowak, 2014) en raison qu’a des propriétés

analgeésiques et antipyrétiques de méme aux AINS (Manchon, 2000).

Le paracétamol est trés lipophile, il pénétre trés rapidement le cerveau et inhibe la
production des enzymes prostaglandines en agissant sur un site actif cyclo-oxygénase COX-1
et COX-2 (Anderson, 2008). Maisle paracétamol ne pourrait pas inhiber la cyclo-oxygénase

dans un milieu riche en radicaux peroxydes (Monassier, 2005).

2.3. Pharmacocinétique du paracétamol

La dose thérapeutique d'APAP est de 325 & 1000 mg / dose, administrée toutes les 4 a
6 heures, avec une dose quotidienne maximale recommandée de 3250 mg (Bunchorntavakul

et Reddy, 2018) et ¢a pharmacocinétique se fait comme suit :
a) Absorption et distribution

Le paracétamol est rapidement absorbé dans I’intestin gréle dont le taux peut atteint 90
% pour la majorité des formes galéniques (Manchon, 2000) avec un pic de concentration
plasmatique observé une a 2 heures apres 1’ingestion de comprimés ou de gélules a libération
immédiate et 30 minutes aprés 1’ingestion d’une solution (Mégarbane, 2017). Cependant les
concentrations sériques thérapeutiques vont de 10 a 20 mg / ml (McGill et Jaeschke, 2013).
La distribution est rapide, dans les deux a quatre heures avec un volume de distribution de 0,9
I/kg (Mégarbane, 2017).

b) Métabolisme et élimination

Le paracétamol est métabolisé suivant différentes voies (Figure 05). La
glucuronoconjugaison représente 52—57 % de la métabolisation du paracétamol et la
sulfoconjugaison prend en charge 30—44 % de la dose totale de paracétamol présente dans
I’organisme. Une excrétion urinaire des métabolites succéde a ces deux voies de
détoxification. Les cytochromes P450 métabolisent 5 a 10 % du paracétamol. Une petite

partie, moins de 5 %, est excrétée sous forme inchangee.
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Il semble acquis que les isoformes responsables de la métabolisation du paracétamol
en N-acétyl-P-benzoquinone imine (NAPQI), métabolite toxique du paracétamol, soient les
CYP2E1, 1A2 et 3A4 (Mégarbane, 2017 ; Mazaleuskayaet al., 2015; Albichr et
Hantson, 2017).

La demi-vie sérique de I'APAP est de 2 a 3 heures, cependant, il est prolongeé a plus de
4 heures chez les sujets atteintes une lésion hépatique et maladie hépatique chronique, et chez

ceux qui ingérent des préparations a libération prolongée (Bunchorntavakul, et Reddy,
2018).

ﬁ sulfate inorganique
HN-C ~CH, AN = Sulfoconjugaison 30-445

"’,/”'

——- GluCcuronoconjugaison 52-57%

paracétamol OH \ Forme inchangée <5%

l cytochreme P 450 5-10%

NCOCH,

— Liaisons covatentes aux
macromolécules hépatiques

N-acétyl-p -benzo-
quinone iming

NAPQI HN-CO-CH 4
(GSH)

S-CH4CH-COOH

HN-CO-CH 4 L ,'mz
conugué cystéine

HN-CO-CH ,
NAPQI-GS
S-CH4;CH-COOH
conjugud glutathion 1

OH HN-CO-CH,

conjugué Mmercapturique

Figure 04 : Le métabolisme du paracétamol et son réle dans la toxicité (Albichr et Hantson,
2017).
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Les médicaments dits « enzymes dépendants » tel que paracétamol ont une clairance
hépatique depend surtout des capacités enzymatiques hépatiques et de leur liaison aux
protéines plasmatiques, surtout s’ils sont fortement liés. En revanche, ils seront plus sensibles
aux phénomenes d’induction ou d’inhibition des enzymes hépatiques impliquées lors de la

métabolisation hépatique des médicaments (Buyse et al., 2007).

3. Intoxication au paracétamol et stress oxydant

L'APAP est n’est pas toxique par luiméme mais son hépatotoxicité est dose
dépendante (Meégarbaneet al., 2007). Ainsi, a forte dose d’APAP, les systémes de
sulfoconjuguaison et glucuronoconjuguaison deviennent rapidement saturées et des
proportions plus élevées du médicament sont éliminées inchangees (~10%) et oxydées en
NAPQI (>15%) par plusieurs iso enzymes des cytochromes P450 (Hinson et al., 2010 ;
Mazaleuskaya et al., 2015).

Ce métabolite réactif (NAPQI) peut se lier a la cystéine thiol du glutathion (GSH) et
ceci est un mécanisme critique de détoxification qui peut étre spontané ou catalysée par la
glutathion-S-transférases (GSTs) formant ainsi des conjugués GSH-NAPQI (McGill et
Jaeschke, 2013).

La quantité trop importante de NAPQI formée épuise le GSH environ 70% a 80%
(Mazaleuskayaet al., 2015). Le NAPQI qui n’est plus détoxifié est ainsi libre se lie de
maniere covalente aux protéines cellulaires et cause un dysfonctionnement mitochondrial et

une nécrose centrolobulaire(Albichret Hantson, 2017).

Cette déplétion en GSH entraine une augmentation du stress oxydatif qui est le
mécanisme prédominant dans la toxicité du paracétamol qui met en jeu une réaction de
Fenton (Hinson et al., 2010). Ce mécanisme est initié par la formation de superoxyde
cellulaire (O72) qui va subir une dismutation genérant du peroxyde dhydrogéne (H202). Il
peut également réagir avec 1’oxyde nitrique (NO) et va former du peroxynitrite (Albichr et
Hantson, 2017).Ces dérivés réactifs de 1’oxygeéne peuvent interagir avec de nombreuses
cibles biologiques : ils peuvent oxyder des lipides (LPO), ainsi que des protéines et acides

nucléiques (Hinson et al., 2010).

0



Chapitre 1l

La plante Satureja calamintha
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1. Présentation de la famille des lamiacées

La famille des lamiacées ou labiacées est I'une des plus grandes familles parmi les
dicotylédones (Venkateshappa et Sreenath, 2013). Comprenant plus de 230 genres et environ
7000 espéces réparties dans le monde entier, particulierement en région méditerranéenne, en Asie
centrale, en Amérique, en Chine. Cette grande famille est connue pour la grande quantité d'especes
médicinales, aromatiques, culinaires et ornementales. Elle est considérée comme étant étroitement

lies au Verbenaceae (Benedec et al., 2015)

Elle est I'une des familles de plantes les plus répandues en termes d'ethnomédecine en raison
de sa valeur meédicinale basée sur la concentration en huiles volatiles qui sont largement utilisé
dans les industries des pesticides, des produits pharmaceutiques, des arémes et des cosmétiques ,
mais principalement possedent des propriétés pharmacologiques tant sur la santé humaine
qu’industriel (Venkateshappa et Sreenath, 2013).

Ainsi, les bienfaits prouvés sur la santé humaine représentent la principale raison pour
laquelle diverses especes de cette famille sont de plus en plus exploitées de nos jours, sous
différentes formulations. Ces approches ont révélé non seulement des effets thérapeutiques
similaires a ceux des molécules chimiques de synthese, mais n'ont produit aucun effet secondaire et

peuvent donc étre utilisés sur de plus longues périodes de temps (Cocan et al., 2018).

La famille des lamiacées contient une trés large gamme de composés comme les acides
hydroxycinnamiques (HCA), y compris des acides rosmariniques (RS), féruliques (FE), caféiques
(CA) et coumariques (CU) et des composés phytochimiques a potentiel biologique, notamment
antibactériens, antiviraux, antioxydants, anti-inflammatoires antidépresseurs, anticancéreux,

antiangiogéniques et anti hépatotoxiques (Cocan et al., 2018).

2. Le genre Satureja et la plante Satureja calamintha

Le genre Satureja appartenant a la famille des Lamiaceae, comporte environ 200 especes
d'herbes et d'arbustes aromatiques largement réparties dans la région méditerranéenne, en Asie et en
Ameérique du Nord (Skocibusi¢, 2006); Principalement peuplent les régions arides, ensoleillées,
pierreuses et rocheuses (Cavar, 2008).

En effet, le terme « Satureja» vient du mot latin “satura” c’est- a-dire pot a fleur

(ornemental) (Bougandoura et Bendimerad, 2012).
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Beaucoup de membres de ce genre sont bien connus pour leur utilisation dans la médicine
traditionnelle (Tepe et Cilkiz, 2016). Cette plante jouit d’une grande popularité en Algérie et au
Maroc comme remede contre la toux, l’indigestion et les infections respiratoires bénignes

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

En Algérie, le genre Satureja est présent avec quatre sous-genres dont le sous-genre

calamintha comprend cing especes et trois sous-espéces (Kerbouche et al., 2013).

Le genre calamintha est dérivé du grec « Kalos »= beau, et « mintha »= la menthe, faisant
allusion a la similitude de la plante a la menthe.
» Nomenclature (Ghourriet al., 2014 ; Kerbouche et al., 2013).

Nom botanique Satureja calamintha subsp. Nepeta (L.) Brig. (Synonyme:

Calamintha nepeta)

Nom francais Calamenthe, Sarriette

Nom vernaculaire Menta, Nabta, Touret

» systématique
La position systématique de 1’espéce Satureja calamintha (Quézel et Santa, 1963) est :

e Regne : végeétale

e Sous régne : plantes vasculaires
e Ensemble : Eucaryote

e Embranchement : Spermaphytes
e Sous embranchement : Angiosperme
e Classe : Dicotyledones

e Sous classe : Gamopetales

e Ordre : Lamiales

e Famille : Labiées

e Sous famille : Nepetoideae

e Genre : Satureja

e Sous genre : Calamintha

e Espece : calamintha nepeta

e Sous espece : Baborensis
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2.1. Aspect botanique

C’est une petite plante vivace, pubére, qui ne dépasse pas 40-80 cm de haut, au parfum
mentholé et de couleur vert-grisatre (Kerbouche et al., 2013), avec des fleurs blanches violettes a
pédoncule (Nebia et al., 2018). Les tiges sont molles et velues, et portent des feuilles opposées, a
pétiole moyen légérement dentées. Cependant les fleurs sont d’un joli rose ou pourpre et visible de

juillet a octobre (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Figure 05 : Photo du Satureja Calamintha Moench subsp. Baborensis prise de son site d’origine
Aftis Jijel (Khelfallah, 2013).

2.2. Travaux antérieurs sur Satureja calamintha

Plusieurs travaux ont été réalisés sur le genre Satureja et ayant révélé la présence d’huiles
essentielles, de flavonoides, de tanins, d’acides phénols (acide rosmarinique, acide caféique) et de
saponines. Toutefois, peu de travaux en Algérie ont été consacrés a 1’espéce Satureja calamintha et
se limitent a 1’étude de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle (Bougandoura et
Bendimerad, 2012).

Plusieurs travaux ont été réalisés sur le genre Satureja. Les huiles essentiels isolées a partir
de diverses espéces de la sarriette possedent diverses propriétés biologiques telles que, anti-
fongiques(Cherrat, 2014 ; Labiod, 2016), anti-bactériennes (Cherrat, 2014 ; Labiod, 2016 ; EIl-
Kalamouni, 2010), anti-oxydant (El-Kalamouni, 2010), anti HIV-1, anti-diabétique (Jafari et al.,
2016).

E
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Cependant, peu de travaux en Algérie ont été consacré a 1’espéce Satureja calamintha et se
limite a 1’étude de ses huiles essentiels (Labiod, 2016 ; Bouguandoura, 2011), de sa composition
phénolique (Benkineouar, 2007 ; Khelfallah, 2013), de son pouvoir antioxydant (Khaled khoudja
et al., 2014 ; Tamer et Latrech, 2015; Khelfallah, 2013), anti diarrhéique (Aribi, 2012).
Bougandoura et Bendimerad, en 2012 et en 2013 ont été évalué I’activité antifongique et
antioxydante des extraits éthanoliques et aqueux préparés a partir des feuilles de Satureja

calamintha.

Toutefois, a notre connaissance, cette plante n’a fait ’objet d’aucune recherche relative a

son activité hépatoprotectrice.

2.2.1. Principales substances bioactives

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils s’accumulent fréquemment des métabolites dits
secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représentent une
source importante de molécules utilisables par I’lhomme dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou I’agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

L’étude de I’espéce Satureja calamintha a permis de déterminer la présence des différentes
familles de ces métabolites secondaires contenus dans les feuilles a savoir : les flavonoides, les
tannins, les huiles volatiles, les stérols et stéroides, les saponosides et les coumarines

(Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Benkiniour, (2009) a révélé la présence de six flavonoides dont I’ Apigénine, lutéoline, 5-
desméthysinensetin (5-hydroxy, 6,7, 3°,4” tétraméthoxyflavone), xanthomicrol (5,4 dihydroxy, 6,7,
8-triméthoxyflavone), quercétine 3-glucoside, 5,3’,4’-OH-6, 7, 8-O méthylflavone.

Des analyses qualitatives des différents fractions de la sarriette par la chromatographique sur
couche mince analytique et bidimensionnelle révélés par le réactif de Neu effectuées par
Khelfallah, (2013) a confirmé la richesse de la plante par les composés phénoliques et

particulierement en flavonoides.
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2.2.2. Utilisation en médecine traditionnelle

La sarriette est utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne (Nebia et al., 2018). Elle
jouit d’une grande faveur populaire en Algérie et au Maroc comme remede contre la toux,
I’indigestion et les infections respiratoires bénignes. En effet, cette plante expectorante,
stomachique et tonique, posséde des propriétés antiseptiques, antispasmodiques et carminatives
(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Les especes de Satureja sont utilisées comme des désinfectants puissants et comme des

agents odoriférants dans les parfums (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

IIs ont traditionnellement été utilisés comme analgésiques, toniques et carminatifs pour
traiter les douleurs musculaires, des troubles gastriques et intestinaux tels que crampes, nausées, et
diarrhée (Kerboucheet al., 2013).

La tige feuillée de la sarriette est utilisée en infusion dans du thé contre la fievre, la grippe,

les douleurs gastriques et comme rafraichissant (Ech-Chahad et al., 2013).
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1. Matériel végétal « Satureja calamintha »

L’extrait hydro-éthanolique de la plante « Satureja calamintha » (sarriette) a été fourni
par M™Khelfallah Amina, doctorante a 1’université de Jijel, maitre assistante classe A a

I’université Constantine 1.
1.1. Récolte de la plante « Satureja calamintha »

La plante a été récoltée en mois d’Aolt 2016 en période de floraison, au niveau du Parc
National de Taza (Ziama Mansouriah, wilaya de Jijel). Apres le nettoyage du matériel végétal
récolté, la plante entiére a été laissé sécher a 1’air libre et a I’abri de la lumiére, afin de
préserver 1’intégrité de la totalité des molécules bioactives. La partie aérienne de la plante
(feuilles et fleures) a été ensuite broyée grossierement avec un broyeur électrique (type
Moulinex).

1.2. Préparation de I’extrait végétal lyophilisé

L’extraction a été effectuée au niveau du laboratoire de Biochimie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie (université Constantine 1). L’extraction a été faite par
macération qui est basée sur la diffusion des molécules bioactives présentes dans une phase
solide (plante séche broyée) vers une phase liquide (mélange hydroéthanolique) (60% dans la
présente étude). Le rapport solvant/matériel végétal était de (10/1 : ml/g). Cette macération a
été faite en trois jours successifs avec renouvellement du solvant chaque 24 heures et agitation

de temps en temps. Ceci pour permettre une meilleure extraction des composés phénoliques.

Le macérat est soumis & une évaporation a basse pression & 40°C (Rotavapor®, Biichi
B490) pour éliminer le maximum de solvant et de concentrer I’extrait. Ce dernier est laisse au
réfrigérateur pendant 24heurs, afin de faire décanter les cires, les boues, les lipides. La phase
limpide a ensuite subit un lavage par I’éther de pétrole (v/v) (I’opération est répétée 3fois)
pour debarrasser encore des cires, des lipides et de chlorophylle. L’extrait global purifié de la
plante a été encore concentré par evaporation sous pression puis lyophilisé (LABCONCO).

L’extrait est conservé au congélateur jusqu’au moment d’analyse (Khelfallah A., 2013).
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Figure 06 : protocole d’extraction des composés phénoliques suivie pour la sarriette
(Khelfallah A., 2013).

2. Matériel de laboratoire

Nous avons utilisé les équipements suivants : Spectrophotométre (SPECORD 50
PLUS), pH metre, Centrifugeuse a froid (Sigma 3-16 PK) et normale, Balance analytique
(KERN ALS 220-4N), Autoanalyseur (ADVIA 1800 siemens), Bain marie, VVortex.

3. Animaux de laboratoire

Pour tenter a tester I’activité hépatoprotectrice de la plante Satureja calamintha in
vivo, nous avons ramené des rats de souche Wistar (Rattus norvegicus) de sexe féminin dont
le poids varie de 160 a 220 g a partir de I’institut Pasteur d’Alger. Ces rats sont maintenus
dans I'animalerie du département des Sciences de la Nature et de la Vie (SNV), université de
Jijel, rangés dans des cages métalliques et ils ont accés a volonté a la nourriture standard
(Crockett) et a I’eau.
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4. Méthodes suivies
4.1. Préparation des solutions de paracétamol

La concentration du paracétamol testée est de 2g/kg (Rajasekaran et Periyasamy.,
2012). Elle est préparée a partir des comprimés (Doliprane® 1000 Sanofi aventis) qui sont

broyées et solubilisées dans de 1’eau distillé suivant le poids corporel de chaque rat.
4.2. Préparation de I’extrait brut éthanolique de Satureja calamintha

La concentration de 1’extrait brut éthanolique de Satureja calamintha (400mg/kg) est
préparé extemporanément. L’extrait est solubilisé dans 1’eau physiologique. La concentration

de I’extrait est calculée suivant le poids vif de I’animal (Rajasekaran et Periyasamy., 2012).
4.3. Traitement des animaux

Les rats ont été divisés en 4 groupes de 7 animaux chacun et ont été traités en aigue (3

jours) suivant le tableau ci-dessous :

Tableau 02: Les différents groupes des rats et les traitements correspondants.

Lots Traitements

Recoivent quotidiennement (3 jours successifs) par gavage
gastrique 1ml d’eau distillée. Le 3e jour et aprés une heure de
contrdle négatif sain I’administration de la derniére dose, ils regoivent encore 1ml
d’eau distillé.
Recoivent quotidiennement (3 jours successifs) par gavage
Groupe Il (APAP) (7rats): | gastrique 1ml d’eau distillée. Le 3e jour et aprés une heure de
I’administration de la derniére dose, la suspension de
paracétamol a été introduit par voie orale, 2 g/kg de poids
corporel & tous les rats
Recoivent quotidiennement (3 jours successifs) par gavage
Groupe Il (7 rats): | gastrique 1ml de P’extrait (400mg/kg). Le 3e jour et apres une
) heure de 1’administration de la derniére dose, la suspension de
(Satureja S +APAP) paracétamol a été introduit par voie orale, 2 g/kéj de poids
corporel a tous les rats
Recoivent quotidiennement (3 jours successifs) par gavage
gastrique 1ml de I’extrait (400mg/kg). Le 3e jour et aprés une
Satureja(S) heure de 1’administration de la derniére dose, ils regoivent
encore 1ml d’eau distillé.

Groupe | normal (7 rats):

contr6le positif intoxique

Groupe IV (7 rats):

Aprés 7 heures d’induction d’hépatotoxicité, les animaux sont mis a jeun non

hydrique.
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4.4. Prelevement sanguin

Le prélevement du sang a été effectué le jour des sacrifices et mis dans des tubes
contenant de I’héparine pour éviter sa coagulation. Le sang collecté est ensuite centrifugé a
3000 tours/15min puis le plasma est récupéré dans des tubes Ependorff et est conservé a froid

jusqu’au moment de 1’analyse.
4.4.1. Analyses biochimiques

Les paramétres biochimiques effectués sur le plasma collecté concernent : la glycémie,
le bilan hépatique (les transaminases TGO, TGP, PAL). Ces analyses ont été effectuées au
niveau du laboratoire central de biochimie du centre Hospitalo-universitaire Dr Benbadis

Constantine.
4.1.1. Dosage du glucose

La glycémie a été déterminée suivant une méthode enzymatique (Hexokinase/glucose
6 phospho-déshydrogénase) en utilisant le Kit de reéactif de glucosepar un autoanalyseur de
type ADVIA 1800 SIEMENS (Keston A., 1956).

- Principe de dosage

Le glucose est phosphorylé par 1’hexokinase (HK) en présence de 1’adénosine
triphosphate (ATP) et d’ion de magnésium, produisant ainsi du glucose-6-phosphate (G-6-P)
et d’adénosine diphosphate (ADP). La glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6-PDH) oxyde
en particulier le G-6-P en 6- phosphogluconate avec réduction simultanée du nicotinamide

adénine dinucléotide (NAD) en nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH).

B-glucose + ATP Hexokinase Glucose 6- phosphate + ADP

v

Glucose -6- phosphate + NAD G6-PDH . 6- phosphogluconate +NADH+H"*

Le NADH+H" produit absorbe la lumiére a 340nm et I’augmentation de 1’absorbance peut

étre détectée par spectrophotométrie.
4.1.2. Bilan hépatique

Les transaminases sont dosées, par une méthode colorimétrique enzymatique (ADVIA
1800 SIEMENS). L’alanine aminotransférase (ALAT), connue sous le nom de transaminase

glutamique oxaloacétique (TGO) et I’aspartateamino transférase (ASAT), connue sous le nom

-



de transaminase glutamique pyruvique (TGP) sont des transaminases catalysant le transfert de
la fonction amine entre les acides aminés et les acides a-cétoniques selon les réactions

suivantes :
TGO: Aspartate + a-glutarate  _— oxaloacétate + glutamate

TGP: Alanine + a-cétoglutarate » pyruvate + glutamate

Le pyruvate ou 1’oxaloacétate ainsi formés, sont dosés sous forme de leur dérivé 2,4
dinitrophénylhydrasone, qui donne en milieu alcalin une coloration lisible & 505nm
proportionnelle a I’activité TGO ou TGP (http://www.biolabo.fr/biolabo/pdfs).

La phosphatase alcaline (PAL) est dosée, par une méthode colorimétrique.
- Principe de dosage

Le substrat phosphate p-nitrophényl est hydrolysé par la Phosphatase Alcaline de
I’échantillon, en présence d’ions Magnésium, pour former du p-nitrophénol de couleur jaune
qui peut étre lu a 405 nm. L’intensité de la couleur produite est proportionnelle a 1’activité de
la phosphatase alcaline présente dans 1’échantillon (Dali., 2013).

PAL
p-nitrophényl phosphate + H,0 » phosphate + p-nitrophénol.

5. Dosage du taux du glycogéne dans le foie

Le dosage de glycogéne a été effectué en utilisant une méthode colorimétrique
selon Dedier, 1994 selon le protocole suivant: 5 grammes de foie sont coupés en petits
morceaux et bouillis ensuite dans 50 ml d’eau distillée pendant 2 minutes. Les fragments
de foie sont égouttés a 1’aide d’une passoire et broyés avec le mortier. 25 ml d’eau
distillée sont ajoutés au broyat et la suspension obtenue est bouillie pendant 5 minutes. Le
bouillonnat est filtré sous vide sur Bulchner puis le filtrat est récupéré avec 3 gouttes
d’HCI (pour précipiter les protéines) et est filtré a nouveau. Le filtrat est traité par 4
fois son volume d’alcool 95% puis filtré sous vide et le filtrat final est repris avec 2
ml d’eau distillée . Pour doser le glycogene, 3 ml d’eau distillée et une goutte de luguol
sont ajoutés a 1 ml d’extrait de glycogéne obtenu et la densité optique de la
coloration brun acajou est lue a 470 nm (Kebieche., 2009). La concentration de
glycogéne est déduite a partir d’'une gamme étalon établie avec du glycogeéne pur

comme standard. Les résultats sont exprimeés en mg/g de tissu (Annexe 01).

-
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6. Préparation de la fraction cytosolique du foie

Le foie aprés son prélevement, est pesé et 1g de foie est immergé dans 4 volume du
tampon TSE (250mM sucrose, 50mM Tris, 0.1Mm EDTA, PH 7.2 & 4°C) et broyé avec un
broyeur électrique ce qui permet la destruction des cellules. L’homogénat récupéré est
ensuite centrifugé une premiére fois a 800g pendant 10 min a 4°C (centrifugeuse Sigma 3-16
PK) permettant ainsi la libération des grands débris cellulaires. Le surnagent issu de cette
centrifugation est centrifugé une deuxiéme fois a 8000g pendant 10min a 4°C. Le surnagent
issu de cette centrifugation est récupéré et considéré comme fraction cytosolique et le culot
obtenu est resupendu dans 1ml TSE et centrifugé a 8000g pendant 10min a 4°C.

Le surnagent issu de cette derniére centrifugation est récupéré et melangé avec le premier

surnagent de la deuxiéme centrifugation (Plouffe et al., 2014).
6.1. Dosage des protéines totales cytosolique

La teneur en protéines a été quantifiée par la méthode de Bradford (1976). Pour cela,
100 ml du concentré bleu de Coomassie a été dilué dans 100 ml de I'eau distillée, puis 4 ml de
ce colorant dilué a été ajouté a10 pl de I'échantillon dilué a 1/10 ™. Le mélange a été incubé
a température ambiante pendant 30 min et une mesure d'absorbance a été prise a 590 nm par
un spectrophotometre. Une courbe d’étalonnage comprise entre 1 et 0.062 mg/ml a été

construite en utilisant I'albumine de sérum bovin comme standard (BSA) (Annexe 02).
6.2. Evaluation de I’activité des enzymes antioxydantes
6.2.1. Estimation de P’activité de la catalase

L’activité enzymatique du CAT a été estimée dans le foie par la méthode de
Clairborne (1985) (avec modification) dont le principe est basé sur la disparition de 1’H20-

en présence de la source enzymatique a 25 C° selon la réaction suivante :

Catalase
2H202 » 2H20 +0O2

Procédure: Dans une cuvette en quartz, 50 ul de la fraction cytosolique est additionnée a
2.95 ml d’un mélange fraichement préparé constitué de 100 ml du tampon phosphate
(KH2PO4: 0.1 M, pH 7.2) et 0.2 ml d’H20, 30V.

-
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La décomposition de I’H20; en présence de la source enzymatique est suivie a A=240
nm chaque minute pendant 2 minutes par une diminution de 1’absorbance et I’activité
enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par milligramme de protéine

(Ul / mg de protéine) selon la formule suivante :
Ul/mg de protéine = (2,3033/T. log A1/A2) /Img protéines.
Sachant que :

e Al : Absorbance a la premiere minute.
e A2: Absorbance a la deuxieme minute.

e T: Intervalle de temps en minute.

6.2.2. Estimation de I’activité du glutathion S-transférase

Un mélange de 1.7 ml du tampon phosphate KH2PO4 (0.1M, pH 6.5) et de 100 ul de
CDNB (20 mM) a été préparé et incubé a 37°C pendant 10 min. A ce mélange, 100 pl du
glutathion GSH (20mM) est additionné puis la réaction est entamée par I’addition de 100 pul
de la fraction cytosolique. Le changement dans l'absorbance est enregistré a une longueur
d'onde 340 nm dans un intervalle d'une minute pendant 5 minutes contre un contréle préparé
dans les méme conditions avec du tampon phosphate (Habig et al., 1974). Les résultats sont

exprimés en Ul/mg de protéines selon la formule :

K= (AA340 TEST — Aa340
MIN MIN

BLANC/Vt)/9.6%Ve

7. Analyse statistique

Les résultats numériques et graphiques sont donnés sous forme de moyennes et écart-
types. L’évaluation statistique est effectuée en utilisant le test d’ANOVA a un facteur. Pour la
comparaison entre les différents lots, le test de Tukey était employe. Les deux tests utilisés
sont effectués par le logiciel R avec un seuil de significativité supérieure a 95% (p < 0.05).

e p>0,05=Iladifférence n’est pas significative ;
e p<0,05 = ladifférence est significative* ;

e P <0,01 = ladifference est tres significative**;

p < 0,001 = la différence est hautement significative***,

Les courbes d’étalonnages sont des régressions linéaires réalisent sur "EXCEL.

<
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Le modeéle de toxicité induite par le paracétamol est généralement utilisé pour étudier

I'activité hépatoprotectrice potentielle des extraits/composés (Mahmood, 2014) .

Dans la présente étude, la dose de 2 g/kg du paracétamol, qui est une dose toxique, s'est

traduite par les résultats suivants :

1. Effet de I’extrait de Satureja calamintha sur le poids relatif du foie

Le poids relatif moyen du foie (rapport poids du foie/poids corporel) des animaux
traités par une seule dose de paracétamol (2 g/kg) conduit a une augmentation hautement
significative (p< 0.001) (4,61+0.39) de ce parametre par rapport au groupe témoin normal
(3.44£0.11). Les rats intoxiqués et prétraités par 1’extrait de la sarriette (400mg/kg) n’ont pas
pu diminuer leurs poids relatifs (4,28+0,29) et restent élevés et tres hautement significatif par
rapport au lot témoin normal. Aucune variation significative n’est enregistrée chez les rats
traités par la sarriette seule (3,30+0,20) par rapport a celle du lot témoin normal (3,44+0,11)

comme le montre le Tableau 03 et la Figure 08.

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Hasanein et Sharifi, (2017) et
Mahmood, (2014) et en contradiction avec Aouacheri et son équipe (2009), qui n’avons pas
signalé de variation significative des rapports poids foie /poids corporel malgré les doses

toxiques du paracétamol administrés.

La mesure du rapport du poids du foie par rapport au poids corporel de 1’animal est
une approche plus précise pour déterminer les changements dans la taille du foie par rapport a
la mesure du poids du foie seul, car le poids du foie dépend largement de la taille du rat
(Mahmood, 2014). L’accroissement du foie chez les rats traités par APAP suggere que le foie

présente des lésions associées aux effets toxiques du paracétamol.

Mahmood, (2014) a expliqué cette différence significative par 1’accumulation de
protéines de la matrice extracellulaire et de collagéne dans les tissus hépatiques necroses. Ces
molécules ont un poids moléculaires élevées et a notre avis peut étre expliqué en partie
I’incapacité de I’extrait de la sarriette administré a abaisser le poids relatif du foie des

animaux intoxiques.

-
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Tableau 03: Variation du poids relatif du foie des rats normaux et traités par une dose unique
d'’APAP seul (2g/kg) et en combinaison avec I'extrait du Satureja (400mg/kg), ou l'extrait seul
(400mg/kQ).

Lot Normal APAP Satureja + APAP Satureja

Poids relatif 3,44+0,11 4,61+0.39 *** 4,28+0,29 *** 3,30£0,20%#

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Test d'’ANOVA a un facteur suivi par le
test de tukey : (*) p< 0.05, (**) p< 0.01, (***) p< 0.001 différence significative par rapport
au groupe normal ;(*) P<0.05, (#%) P<0.01, (#*P<0.001 différence significative par rapport
au groupe traité par APAP.

**kk
**k*k

HH

poids relative
w

Normal APAP Satureja+ APAP  Satureja

Figure 07 : Variation du poids relatif du foie aprés I’administration d’une dose unique
d'APAP (2g /kg) seul ou combiné avec I'extrait du Satureja (400mg/kg), et I'extrait seul
(400mg/kg).
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2. L’effet de ’administration de I’extrait de la sarriette sur les indicateurs de la fonction

hépatique

Les résultats statistiques présentés ci-dessous (Tableau 04, Figure 09) ont montré que
le traitement des rats avec une dose unique d'’APAP (2g/kg) entrainait une augmentation
hautement significative (p< 0.001) du TGO et TGP, avec une augmentation non significative

de la phosphatase alcaline (PAL) comparant au lot de rats normaux.

Les lots traités par de I’extrait de la sarriette intoxiqué ou pas ont gardé des taux

normaux a propos de 1’activité de PAL par rapport au lot de rat normaux.

Les niveaux des enzymes telles que la TGO, TGP et PAL sont principalement
déterminés lors de 1’évaluation des lésions hépatiques par le paracétamol (Gutierrez et

Navarro, 2010).

Une élévation marquée des taux sériques de ces paramétres a été constatée chez les rats
traités par APAP qui pourrait étre principalement due a la fuite de ces enzymes du cytosol
hépatique dans la circulation sanguine, et ainsi nous a donner une indication de I'effet
hépatotoxique du paracétamol. Nos résultats sont en accord a ceux de plusieurs auteurs

Gutierrez et Navarro, 2010 ; Mazraati et Minaiyan, 2018 ; Salem et al. 2018.

Les enzymes TGO et TGP sont présentes en concentrations élevées dans le foie ; par
conséquent, la présence de ces enzymes dans le sérum refléte la gravité de la quantité de
dommages que le foie a subis.

Ainsi, I'élévation des niveaux du PAL sérique indique la fonction excrétoire perturbée
qui pourrait étre liée a une destruction de la membrane cellulaire hépatique et a une altération

de l'appareil du canal hépatobiliaire (Gu et Manautou, 2012).

Il semble bien que I’extrait hydro-éthanolique de la plante Satureja Calamintha a un
effet hépatoprotecteur contre les dommages induits par I’APAP, ceci est illustré par la

diminution du taux de ces enzymes dans le serum des rats prétraités par cet extrait.

-
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Tableau 04: Variation de la concentration du TGO, TGP et PAL dans le sérum des rats traités
par une dose unique d'APAP(2g/kg) seul et en combinaison avec l'extrait du Satureja, et

I'extrait seul (400mg/kg).

Parametre
TGO (UI/L) TGP (UI/L) PAL (UI/L)
Lot
Normal 194,87+61,08 65,44+17,59 114,85+28,53
APAP 398,68+86,61*** 274,16+68,66*** 185,85+69,11
Satureja + APAP 212,40+60,65 ### 94,96+43,17 ## 119+57,36
Satureja 191,23+46,51 *# | 68,18+18,00 #* | 97,57+26,97*

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type (n=7). Test d’ANOVA a un facteur suivi
par le test detukey: p> 0.05 ,(*) p< 0.05, (**) p< 0.01, (***) p< 0.001 vis-a-vis le groupe
normal (*) P<0.05, (*) P<0.01, (**) P<0.001 vis-a-vis le groupe traité par APAP.

600 -

500 -

400

300

200

concentration en UI/L

%k %k k

Normal APAP

Satureja +APAP Satureja

TGO
BTGP
PAL

Figure 08 : Variation de la concentration du TGO, TGP et PAL dans le sérum apres
I’administration d’une dose unique d'’APAP seul (2g /kg) ou en combinaison avec l'extrait du

Satureja, et I'extrait seul (400mg/kg).
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3. L’effet de I’extrait de la sarriette (400mg/kg) sur la glycémie et le taux du glycogene

Les résultats illustrés dans le Tableau 05 et la Figure 10 montrent une variation non
significative du taux de la glycémie chez le groupe traités par APAP (2g/kg) et le groupe
traité par Satureja (400mg/kg), tandis qu’une augmentation significative (p< 0.05) dans le
groupe traité par Satureja+APAP (1,26+0,134) par rapport au groupe témoin normal
(1,107+0,031).

Le traitement par Satureja seul et en combinaison avec APAP n’a aucune variation

significative du taux de la glycémie par rapport au groupe intoxiqué par APAP (2 g/kg).

D’autre part, il y a une diminution hautement significative (p< 0.001) du taux du
glycogene chez les rats intoxiqués par APAP (0,51+0,17) et une diminution tres significative
(p< 0.01) chez les rats prétraités de Satureja et intoxiqué (1,73+0,25) par rapport au méme

groupe témoin normal.

Le groupe prétraité par 1’extrait a montré une 1égere augmentation (non significative)
du taux du glycogene (1,73+0,25) par rapport au groupe traité par APAP (0,51+0,179)
(29/kg).

Aouacheri et son equipe (2009) déclarent que les animaux traités avec des doses
toxiques du paracétamol entrainent des changements significatifs des concentrations des
marqueurs biochimiques. Une hyperglycémie a été observée et qui est probablement due a un
dysfonctionnement du métabolisme glucidique sous ’effet du métabolite toxique (NAPQI).
Ce dernier étant électrophile, possede des propriétés de radical libre, ce qui génére un stress
oxydatif lorsque la vitesse de génération des radicaux libres dépasse la capacité cellulaire de

leur suppression.

Les mitochondries sont des organites clés qui jouent un role essentiel dans la survie
cellulaire, elles sont irremplagables dans le contréle de nombreuses voies métaboliques. Par
conséquent, les mitochondries endommagées causées par un surdosage APAP conduisent

inévitablement a de nombreux changements métaboliques dans le foie (Yan et al., 2018).

Des etudes métabiologiques de Coen et al., (2003) ont montré que le glycogene

étaient appauvris a la suite d'une surdose d'’APAP, cette déplétion est dl a une perturbation du

-
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cycle de l'acide citrique et I'oxydation des acides gras en réponse au stress oxydatif des
mitochondries causé par I'APAP, et ainsi une déplétion de I'ATP a enregistrer, ce qui entraine

une augmentation compensatoire de la glycolyse

(glycogénolyse).

a partir du glycogéne endogéne

Tableau 05: Variation du taux de la glycémie et du glycogene chez les rats traités par une
dose unique d’APAP (2g /kg) seul, en combinaison avec I'extrait du Satureja et I'extrait seul
(400mg/kQ).

Parameétre Glycémie Glycogene
Lot Ui/l mg/g
Normal 1,107+0,031 3,53+0,65
APAP 1,128+0,130 0,51£0,17***
Satureja + APAP 1,26+0,134 * 1,73+0,25**
Satureja 1,091+0,038 3,57+1,35%#

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Test d'’ANOVA a un facteur suivi par le
test de tukey:p> 0.05,(*) p< 0.05, (**) p< 0.01, (***) p< 0.001 vis-a-vis le groupe normal
(*) P<0.05, () P<0.01,( *#) P<0.001 vis-a-vis le groupe traité par APAP.

Hi#

M glycémie

Concentration

B glycogen

Normal APAP Satureja +APAP Satureja
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Figure 09 : Variation du taux de la glycémie et du glycogéne aprés une dose unique d'APAP
seul (2g /kg), en combinaison avec I'extrait du Satureja, et I'extrait seul (400mg/kg).

4, L’effet de D’extrait de la sarriette (400mg/kg) sur I'activité de deux enzymes

antioxydantes du foie

L’activit¢ de deux enzymes antioxydantes du foie (la catalase et la GST) a été

déterminée sur une fraction cytosolique du foie.

Les résultats de cette étude sont rassemblés dans le Tableau 06 et la Figure 11. On a
constaté une réduction tres significative (p< 0.01) de ’activité de la catalase (0,02+0,01) au
niveau du foie chez les rats traités par APAP par rapport a celle des rats sains normaux
(0,77+0,36). D’autre part, le prétraitement du lot intoxique par Satureja ou avec la plante
seule a permis une augmentation significative (p< 0.05) de I’activité de la catalase cytosolique
réduite par I’administration d’APAP ; mais cette augmentation reste encore inférieure a celle

des rats normaux.

Par rapport au groupe intoxiqué (0,02+0,01), on a remarqué une légere augmentation
(non significative) de 1’activité de la catalase chez le groupe Satureja (0,15%0,02) et
Satureja + APAP (0,17+0,09).

Une diminution tres significative (p< 0.01) du taux de la GST chez les rats traités par
APAP a été enregistrée atteint (0,046+0,016) contre (0,109+0,026) chez les rats témoins, et
une diminution significative (p< 0.05) chez les rats traités par Satureja seule atteint
(0,067+0,009) par rapport au méme groupe témoins, alors que ’activité de la GST des rats

traités par Satureja+ APAP a été maintenu dans les normes du lot témoin (0,109+0,026).

Par contre, 1’activité de la GST diminuée par I’APAP (0,046+0,016) a été augmentée
significativement (p< 0.05) en réponse a un co-traitement avec Satureja (0,109+0,058), et non

significativement en réponse a un traitement par Satureja seul.

Les cellules du foie contiennent un mécanisme de défense naturel contre les radicaux
libres oxydatifs sous forme des enzymes et des substances antioxydantes (catalase, GST,

glutathion....). Lahouel et al., (2004) affirme que I’intoxication au paracétamol n’apparait
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qu’avec la déplétion du foie en glutathion (GSH). La déplétion de ce dernier est due a sa
conjugaison avec le radical libre NAPQI, ce qui explique la diminution de ’activité GST dans
notre étude (McGill et Jaeschke, 2013).

L’excés en NAPQI provoque I'épuisement du glutathion ce qui conduit a une
augmentation des concentrations de peroxyde intracellulaire. Cet anion superoxyde subit une
dismutation générant du peroxyde d’hydrogéne (H202) qui peut directement réagir avec GSH
ou plus probablement étre détoxifié enzymatiquement par un nombre d'enzymes
antioxydantes comme la catalase (Yanet al., 2018), cela peut étre expliquer la diminution de

I’activité enzymatique de la catalase observée dans notre expérimentation.

L’augmentation de ’activité de la GST et la catalase sous I’effet d’un co-traitement
par Satureja peut étre expliquée par I’induction directe de ces enzymes par les polyphénols
contenus dans I’extrait de Satureja Calamintha qui sont probablement responsable de

I’activité antioxydante de ces extraits (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Tableau 06: L’évaluation de l'activité enzymatique de la catalase et de la GST cytologique
apres administration d'une dose unique d'APAP (2g/kg) seul, en combinaison avec I'extrait du
Satureja et l'extrait seul (400mg/kg).

arameétre
CAT (Ul/mg) GST (Ul/mg)
Lot
Normal 0,77+0,36 0,109+0,026
APAP 0,02+0,01 ** 0,046%0,016**
Satureja+ APAP 0,17+0,09 * 0,109+0,058"
Satureja 0,15+0,02 * 0,067+0,009*
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Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type. Test d'ANOVA a un facteur suivi par le
test de tukey:(*) p< 0.05, (**) p< 0.01, (***) p< 0.001 vis-a-vis le groupe normal(*) P<0.05,
(*) P<0.01, (**) P<0.001 vis-a-vis le groupe traité par APAP.

o o o =
£ [e)) (o] = N
J

Concentrartion en Ul/mg

o
N}

Normal APAP APAP+Saturija Saturija

Figure 10 : Variation de I'activité enzymatique de la catalase et de la GST cytosolique apres
une dose unique d’APAP seul (2g /kg), en combinaison avec I'extrait du Satureja, et I'extrait
seul (400mg/kg).

5. Examen macroscopique

A partir de la Figure 12, nous avons observé une différence entre I'aspect
morphologique du foie des rats intoxiqués (Figure 12. 2) et celui des rats témoins (Figure 12.
1), cette différence est caractérisée par la présence d’un aspect granuleux un peu
blanchatreetune coloration rougeéatre dans certaines zones. Alors que le co-traitement de
Satureja avec APAP (Figure 12. 3) a restauré l'architecture normale des lobules hépatiques,
I’homogénéité ainsi que la couleur rouge-brun. L’administration du Satureja seule (Figure

12. 4), a donné un aspect du foie similaire a ce du foie normal (Figure 12. 1).

Nos résultats peuvent étre confirmés histologiquement par Hasanein et Sharifi,

(2017) qu’ont trouvés que le foie des rats traités par une dose toxique d’APAP présente une
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nécrose massive, presence d'hémorragie, et inflammation avec infiltration de lymphocytes

impliquant principalement la zone centrolobulaire.

Figure 11. 2 : Photos des foies des rats intoxiqués par une dose
unique d’APAP (2g/kg).

Figure 11. 3 : Photo du foie du rat Figure 11. 4 : Photo du foie du rat traité
traité par Satureja + APAP par I’extrait de Satureja seule

(400mg/kg). B
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Figure 11 : Photos des foies des rats recoivent des différents traitements.
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Conclusion

Le présent travail a pour but d'évaluer 1’activité hépato-protectrice de 1’extrait hydro-
éthanolique de la plante « Satureja Calamintha » chez des rats de souche Wister contre la

toxicité du paracétamol.

L’ensemble de nos résultats a permis de souligner que 1’administration d'une seule
dose toxique du paracétamol (2g/kg) chez des rats femelle, provoque une hépatotoxicité qui
s’est traduit par une augmentation des taux sériques de TGP ,TGO et PAL et une déplétion
du taux du glycogéne et du statut antioxydant hépatique. Nos résultats montrent que
I’administration concomitante de 1’extrait hydro-éthanolique de la plante satureja a une dose
de 400 mg/kg avec une dose toxique du paracétamol (2g/kg) provoque une amélioration des
taux sériques du TGO, TGP, PAL et du systeme antioxydant (catalase, Glutathion S-

transférase) vers la normal.

Par conséquence cette étude assure que la plante "Satureja calamintha " est une plante
prometteuse dans le domaine phytothérapeutique a cause de sa richesse en poylphénoles et vu

sa capacité protectrice vis a- vis I'népatotoxicité.

Les résultats de la présente étude ne constituent qu’une initiation a la recherche de
I’activité hépato-protectrice de I’extrait hydro-éthanolique de la plante « Satureja

calamintha » (Touret). Des recherches complémentaires sont nécessaires en vue :

» D’identifier les différentes molécules en particulier les composes phénoliques
présents dans I’extrait a tester dont les principes actifs peuvent étre employés dans

plusieurs domaines tels que les industries pharmaceutique.

» D’appliquer d’autres tests antioxydants (in vitro et in vivo) pour avoir une indication

plus affinée sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester.

» D’identifier la dose thérapeutique efficace de cet extrait.

» D’explorer le stress mitochondrial.

-
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Annexe 01 : Courbe étalon de glycogéne avec le réactive de Luguol (moyenne de trois

essais).
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Annexe 02 : Courbe étalon du dosage des protéines (sérume albumine bovine comme
standard avec le réactive de Bradford, moyenne de trois essais).
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Résumé

L'objectif de cette étude vise a évaluer I’activité hépato-protectrice de I’extrait hydro éthanolique de la plante
« Satureja Calamintha » face a la toxicité du paracétamol chez le rat Wistar. Les rats ont été divisés en 4 groupes de
7 animaux chacun et ont été traité en aigu (3 jours) avec de ’eau distillé ou I’extrait de la plante (400mg/kg). Apres
une heure de la derniére dose administrée, la suspension de paracétamol a été introduite par voie orale (2 g/kg) de
poids corporel, a tous les rats, a I'exception du groupe des rats normaux. Une analyse sérique a été effectuée pour
estimer les niveaux d'ALT, d'AST, d'ALP et la glycémie. L’estimation du taux du glycogéne dans le foie des quatre
groupes a ¢été aussi effectuée. L’homogénat du foie a été préparé pour I'estimation de ’activité de la catalase et du
glutathion S-transférase. Les effets toxiques du paracétamol ont été significativement controlés dans le lot prétraité
par l'extrait qui s'est manifesté par la restauration des paramétres biochimiques du sérum a un niveau proche a la
normal. La toxicité du paracétamol a été manifesté aussi par la déplétion du taux du glycogéne et qui est normalisé
par le prétraitement avec de I’extrait de la plante. L’activité des enzymes antioxydantes testés ont été normalisées
dans les lots des rats intoxiqués et prétraité avec de I’extrait. L'étude a permis de conclure que « Satureja
Calamintha » posséde des propriétés hépatoprotectrices importantes.

Mots clés : Paracétamol, Satureja Calaminta, Hépato-protectrice, Stress oxydatif, Toxicité.
Abstract

The objective of this study is to evaluate the hepato-protective activity of the hydro-ethanolic extract of the plant
"Satureja Calamintha" against paracetamol toxicity in the Wistar rat. The rats were divided into 4 groups of 7
animals each and treated acutely (3 days) with distilled water or extract (400mg/kg). After one hour of the last dose
administered, paracetamol suspension was introduced orally (2 g/kg) body weight to all rats except the normal rat
group. Serum analysis was performed to estimate ALT, AST, ALP and blood glucose levels. The estimation of
glycogen levels in the liver of the four groups was also performed. Liver homogenate was prepared for the estimation
of catalase and glutathione S-transferase activity. The toxic effects of paracetamol were significantly controlled in
the batch pretreated by the extract which manifested itself by the restoration of serum biochemical parameters to a
level close to normal. The toxicity of paracetamol was also manifested by the depletion of glycogen levels, which is
normalized by pre-treatment with plant extract. The activity of the antioxidant enzymes tested were normalized in the
batches of intoxicated rats and pretreated with extract. The study concluded that "Satureja Calamintha" has
important hepatoprotective properties.

Key words: Paracetamol, Satureja Calamintha, Hepatoprotective, Oxidative stress, Toxicity
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