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Introduction

Le stress oxydatif est le soucie actuelle des scientifiques, vue leur implication dans un large
spectre de maladies qui ont un impact énorme sur la santé humaine, dues généralement suite a la
production excessive des radicaux libres qui altérent la structure de macromolécules (Valko et al.,
2006). Ceci provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses pathologies.
Pour cela un grand nombre d’études scientifiques ont été menées pour comprendre et battre contre ce

phénomeéne (Aruoma, 2003).

Le foie est le centre majore de différentes fonctions de I’organisme. Le métabolisme des
molécules endogenes et exogenes, est I’'un des réles primordiaux qui est assuré par cet organe afin de
détoxifier et éliminer les xénobiotiques (Lang et Pelkonen, 1999). Ces derniers composés regroupent
les produits naturels, les polluants environnementaux, les médicaments et les produits chimiques

comme le tétrachlorure de carbone (CCly).

Le CCly est connu pour leur pouvoir hépatotoxique (Kodavanti et al., 1989). Il est capable de
provoquer plusieurs pathologies hépatiques médiées principalement par le stress oxydatif et des lésions

inflammatoires (Martinez et al., 1995).

Les hépatoprotecteurs de synthése sont largement utilisés pour corriger les troubles hépatiques. En
raison de la non-sélectivité de ces molécules et la présence des effets indésirables sur I’organisme, la
recherche d’une thérapie substitutionnelle d’origine naturelle dotée de 1’effet hépatoprotecteur a fait
I’objet de nombreux chercheurs. Plusieurs extraits de plantes médicinales testés contre 1’hépatotoxicité
induite par le tétrachlorure de carbone, se sont avérés d’étre des agents hépatoprotecteurs prometteurs

dans les applications pharmaceutiques (Attard et al., 2005).

Ecballium elaterium et Tamus communis sont deux especes de plantes qui sont riche en
métabolites secondaires. Elles sont largement utilisées en phytothérapie traditionnelle pour traiter
diverses maladies, telles que I’infection bactérienne (Kovacs et al., 2007), I’inflammation (Yesilada et
al., 1989) et le cancer (Attard et al., 2005).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a évaluer [’activité antioxydante et
hépatoprotectrice des extraits éthanoliques de deux plantes locales ; Ecballium elaterium et Tamus

communis. Pour cela, notre travail a comme objectif :

v' L’estimation par dosage spectral (UV-VIS) des composés phénoliques de deux plantes
étudiées.
v' L’évaluation de I’activité antioxydante et hépatoprotectrice de deux plantes sélectionnées

contre la toxicité hépatique induite par le CCl,.

VA
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

1. Stress oxydant
1.1. Définition de stress oxydant

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la génération des espéces réactives de 1’oxygene et de
nitrogene et leur destruction par les systemes de défenses antioxydantes en faveur des radicaux libres.
Il se développe lorsqu’il y a une surproduction de ces derniers ou un déficit en antioxydants
(Koppenol, 2001).

1.2. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qui peut étre un atome ou une molécule contenant un ou
plusieurs électrons célibataires au niveau de leur orbital périphérique. En biologie, les radicaux libres
sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de 1’0O,. Les especes réactives d’oxygéne
(ERO) regroupent 1’ensemble des dérivés radicalaires de 1’oxygeéne dont les plus importants sont
I’oxygéne singulet (*O,), le radical hydroxyle (°OH) et le radical peroxyde (ROO°), mais également
les composés non radicalaires comme ROOH, H,0, (Milane, 2004). Ces EROs sont utilisées par les
cellules phagocytaires de 1’organisme pour combattre les agents infectieux. Toutefois, les bienfaits de
ces composés hautement toxiques ne restent pas sans consequences néfastes. lls arrivent a attaquer les
macromolécules, y compris les acides nucléiques, les protéines, les lipides, les sucres et les métaux par
le processus de I’oxydation (Jacob, 1995 ; Meral et Kanter, 2003) (Figure 1). L’évolution de cette
oxydation semble étre la cause de plusieurs maladies telles que le diabéte, le cancer, les infections

inflammatoires, les maladies cardiaques ou neurodégénératives (Favier, 2003).
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Figure 1. Molécules cibles de I’attaque radicalaire (Favier, 2003).
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1.3. Antioxydants
1.3.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui présente a faible concentration
par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation de ce substrat (Cano
et al., 2006). lls peuvent agir en supprimant les radicaux libres ou en empéchant leur formation ou

encore en réparant les dommages causés par ceux-ci (Halliwell, 1991).
1.3.2. Classification des antioxydants

Pour lutter contre les espéces réactives, notre organisme posséde des systemes de défense
antioxydante propre, mais d’autres sont fournis par 1’alimentation. Ces systémes consistent en un
réseau enzymatique et non enzymatique aussi bien endogene et exogéne (Gilgun-Sherki, 2004 ;
Masella et al., 2005).

1.3.2.A. Antioxydants endogenes

La production physiologique des EROs est contrélée au sein des cellules par deux types de

mécanismes de protection ; les systemes de défenses enzymatiques et non enzymatiques (Salim, 2016).
1.3.2.A.a. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques constituent principalement de trois enzymes, le superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du 1’anion superoxyde (0,°) et de peroxyde

d’hydrogene (H02), conduisant finalement a la formation de I’eau et de 1’oxygene moléculaire
(Lehucher et al., 2001).

La catalase est présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques (Valko et
al., 2006). Elle agit en synergie avec la SOD puisqu’elle accélére la décomposition de peroxyde

d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire (Matés, 2000) selon la réaction suivante :

La glutathion peroxydase est une enzyme Sélénium-dépendante. Elle catalyse la réduction d’une

variété d’hydro-peroxydes (ROOH et H202) en utilisant GSH, son role principal consiste a éliminer

2 ]
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

les peroxydes lipidiques résultants de 1’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés
(Matés, 2000).

GPx
ROOH +2GSH —2HO + 0,

Le superoxyde dismutase est une metalloprotéine classée en trois catégories, la SOD cytosolique
(Cuivre et Zinc dépendante), la SOD mitochondriale (Magnésium dépendante) et la SOD
extracellulaire. Elle assure 1’¢limination de 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation, en le
transformant en oxygene et en peroxyde d’hydrogéne qui est éliminé par la GPx ou la CAT (Valko et

al., 2007) selon la réaction suivante :

1.3.2.A.b. Antioxydants non enzymatiques

Ce type d’antioxydants posséde un avantage considérable par rapport aux antioxydants
enzymatiques, du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet penétrer facilement dans les cellules et se

localiser a proximité des cibles biologiques (Lee et al., 2003).

IIs sont produits par le métabolisme au niveau du corps, comme I’acide lipoidique, le glutathion,
le coenzyme Q10, I’acide urique, la bilirubine, les protéines chélatrices des métaux, la

transferrine,...etc (Phamhuy et al., 2008).

Le glutathion (L-gamma-glutammyl-L-cysteinyl glycine) est le thiol (SH) majoritaire au niveau
intra-cellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique) ou il est présent sous forme
essentiellement réduite (GSH). Les propriétés antioxydantes du GSH sont nombreuses : cofacteur de la
GPx, chélateur des métaux de transition, régénérateur final des vitamines E et C a partir de leur forme
radicalaire (Haleng et al., 2007).

Toutefois, le réle protecteur de GSH semble provenir de sa capacité a réagir avec les radicaux
libres. Dans ce cas, un phénomeéne de réparation des radicaux (R) en produits (RH), se produit selon la

réaction suivante (Singh et al., 2005).

2
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i G-+ B

1.3.2.B. Antioxydants exogenes

Plus de substances propres a I’organisme, 1’alimentation et les plantes sont également des sources

importantes des antioxydants, les plus courants sont :
1.3.2.B.a. Vitamines

La vitamine E ou a-tocophérol est un antioxydant liposoluble qui se localise essentiellement entre
les chaines d’acides gras des phospholipides. Elle a un role essentiel de capter les radicaux peroxydes
lipidiques (RO,) qui propagent les chaines de peroxydation. La partie active de la molécule étant la
fonction phénol réductrice. Celle-ci perd facilement un atome d’hydrogéne et se transforme en radical
a-tocophéryle, tandis que le radical RO, est réduit en une molécule d’hydroperoxyde. De plus, 1’a-

tocophérol capte les radicaux superoxydes, les radicaux hydroxyles (Gardes et al., 2003).

La vitamine C ou I’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble. Elle constitue un excellent
piégeur des EROs (HO®° ou O,%), aussi elle désactive 1’oxygene singulet et elle protége les

phospholipides membranaires en régénérant le glutathion (Pisoschi et al., 2015 ; Singh et al., 2005).
1.3.2.B.b. Caroténoides

La béta-caroténe est un élément liposoluble, antioxydant puissant (Pham-huy et al., 2008).
Plusieurs auteurs ont démontrés que les caroténoides inhibent la formation d’oxygéne singulet
(Andreea et al., 2011).

1.3.2.B.c. Antioxydants de synthese

Ce type d’antioxydants est largement utilisé dans les industries alimentaires afin de conserver les
denrees alimentaires. Ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants d’origine naturels, mais

leur sécurité est trés discutée (Barlow, 1990).

I1 a été montré qu’ils pourraient étre toxiques. En raison de leurs possibles effets indésirables sur
la santé humaine, le besoin de réduire leur utilisation impose d’orienter le marché vers les

antioxydants d’origine naturelle et stimule la recherche dans ce domaine (Petko, 2010) (Figure 2).
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OH aH
O e
BHT BHA
OH OH
HO i OH
TBHQ PG

Figure 2. Antioxydants de synthese les plus utilisés (Barlow, 1990).
1.3.2.B.d. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturels d’origine végétale qui ont une importance croissante
grace a leurs effets bénéfiques sur la santé, notamment a leurs propriétés antioxydantes naturelles
suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement des diverses pathologies (Halliwell,
2007). Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des EROs et de trés bons chélateurs des métaux de

transition comme le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007).

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires largement répandues dans le régne
végetal. Ils résultent biogénétiquement de deux voies synthétiques principales: la voie shikimate et la
voie d’acétate (Lugasi et al., 2003). Ces composes sont presents dans toutes les parties des plantes
mais avec une répartition quantitative qui varie entre les différents tissus (Haslam, 1989). Ce sont des
noyaux benzéniques lié au moins un groupe hydroxyl libre engagé dans une fonction : éther, ester,
hétéroside (Bruneton, 1999). Ces corps jouent un réle fondamental, car sont des éléments importants
de qualités sensorielles (Couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que

les Iégumes, les fruits (Scalbert et al., 2005).
2. Classification et propriétés biologiques des polyphénols
2.1. Classification des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaire comme les acides phénoliques a des composés hautement

polymérisés comme les tannins (Dai et Mumper, 2010). Ces composés se différencient par la
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complexité du squelette de base, le degré de modifications de ce squelette (degré d'oxydation,
d'hydroxylation, de méthylation...) et par les liaisons possibles avec d'autres molécules (Machiex et
al., 2005). Selon Macheix et al., (2006), les polyphénols sont classés en cing principaux groupes a

savoir les flavonoides, les coumarines, les tannins, les stilbenes et les acides phénoliques (Annexe 1).

Ces différenciations structurales contribuées a I'extension de leurs spectres d'activité dans les
différents domaines fondamentaux et appliqueés liées aux plantes ou aux activités humaines a des fins
diététiques et thérapeutiques, mais aussi a I'échelle du laboratoire de recherche puis la production
industrielle (Petti et Scully, 2009).

2.2. Propriétés biologiques des polyphénols

Les études cliniques réalisées chez 1I’homme révélent un intérét thérapeutique évident des
composés phénoligues, telles que des anti-agrégats plaguettaires, des anti-inflammatoires, des anti-
allergénes, des anti-thrombotiques et des anti-tumoraux (Ferguson, 2001). Egalement, ils sont doués
d’activité  hépatoprotectrice, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, cardioprotectrice,
vasodilatatrice, diurétique et antimutagéne (Middleton et al., 2000 ; Hennebelle et al., 2004 ; Ksouri et
al., 2007 ; Bruneton, 2009). Ces propriétés pharmacologiques sont liées au fait qu’ils peuvent moduler
’activité de nombreuses protéines intracellulaires y compris les protéines kinases, les phospholipases,
I’adénylatecyclase, les ATPases, les cyclooxygénases, le cytochrome P450 (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols sont reconnus aussi comme des substances antioxydantes puissantes, car ils ont
montrés qu'ils offrent une protection marquée contre le stress oxydatif (Gulgin, 2012), qui joue un réle
important dans de nombreuses pathologiques (Quifiones et al,. 2013). lls neutralisent les radicaux
libres vecteurs du stress oxydatif responsable de la détérioration et du vieillissement cellulaire qui est a
I’origine de 1’ Alzheimer, le Parkinson, 1’athérosclérose, la polyarthrite chronique ou encore le cancer
(Aouissa, 2002).

L’activité antioxydante de ces composés est régulée par plusieurs mécanismes y compris, le
piégeage direct des radicaux libres, I’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres, la
chélation des ions métalliques de transitions responsables de la production des radicaux libres et
I’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes (Halliwell, 2007). Le mécanisme global de

cette réaction est schématisé dans la figure suivante (Figure 3) :

¢ ]




Chapitre 1 Synthese bibliographique

Réduction d’un radical réactif

Stabilisation par conjugaison

Figure 3. Mécanismes antioxydant des polyphénols (Rolland, 2004).
3. Ecballium elaterium et Tamus communis comme source des polyphénols

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux. Elles sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986). Depuis longtemps, les plantes médicinales ont été une
source inépuisable de substances pour guérir certaines pathologies souvent mortelles. En raison de la
richesse de ces plantes en biomolécules actives. Elles sont trés utilisées en médecine traditionnelle
(Hambaba et al., 2012). Permis ces substances actives, les polyphénols qui possedent un large spectre

d’activité notamment la réduction de stress oxydant.
3.1. Ecballium elaterium L.

3.1.1. Définition et distribution géographique d’Ecballium elaterium L.

Ecballium Elaterium L. est une plante médicinale de la famille des cucurbitacées. Ecballium
signifie « qui projette au dehors », Elaterium rappelle une seconde particularité de la plante : le fruit au
moment de la maturité expulse ses graines avec une force qui serait suffisante pour causer des
blessures aux yeux d'un observateur non prévenu (Obaton, 1947). C’est une espéce spontanée tres
répandue dans les régions méditerranéennes, I'Europe, I'Asie et I'Afrique. Elle se développe sur les

terrains incultes et s’accommode sur tous les types de sols (Georgios Kloutsos et al., 2001).

3.1.2. Description botanique d’Ecballium elaterium L.

C’est une plante vivace, hérissée de poils raides un peu glauque, a racine charnue. Leur tige est de
20 & 60 cm, épaisses, succulentes, couchées, sans vrilles. Ses larges feuilles triangulaires en cceur, sont
alternes, épaisses, assez charnues, a bordures en dentelles, sont longuement pétiolées (Marmayou,
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2014). Les fleurs a 5 pétales sont jaunatres, veinées, s’insérent a 1’aisselle des feuilles. Elles sont

régulieres et unisexuees : les males groupées en cyme unipare hélicoidale; les fleurs femelles sont

isolées. Le fruit est une baie ovoide, verte, rappelant un concombre, de 4 a 5 cm de long, couverte de

poils rudes, dressé puis penché a maturité (Raikhlin-Eisenkraft, 2000) (Figure 4).

Figure 4. Différentes parties d’E. elaterium L. (Marmayou, 2014).
3.1.3. Systématique d’Ecballium elaterium L.
Le tableau 1, mentionne la classification d’E. elaterium L. selon Marmayou, (2014).

Tableau 1. Systématique d’E. elaterium L. (Marmayou, 2014).

Ecballium elaterium L.

Régne Plantae
Embranchement Malgnoliophytae
Classe Mangliopsida

Ordre Violales

Famille Cucurbitaceae

Genre Ecballium

Espece Ecballium elaterium L.

Noms vernaculaires

Francais : Concombre d'ane
Arabe : Fakous lahmir

Anglais : Squiter Cucumbe
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3.1.4. Utilisations thérapeutiques d’Ecballium elaterium L.

3.1.4.A. Usages traditionnels

Ecballium elaterium a été utilisé comme reméde traditionnel de nombreuses pathologies en
mediterrané. 1l a été utilisé dans le traitement des dysfonctionnements de systéme nerveux central.
D’aprés Shirazi, (1855), le jus des fruits de cette plante est utilisé dans le traitement d’épilepsie par

aspiration nasale.

Il est aussi destiné pour l’otite et la malaria (Dymock, 1972). D’autres pathologies ont été
corrigées par cette espece ; la constipation, rhumatisme, et 1’ictéere (Lanfranco, 1993). Connue et
prescrite dans 1'Antiquité, pour traiter les maladies de la peau, les troubles de la vue, I’asthme, contre
les morsures de scorpions. On I’utilisait aussi pour un usage externe aux propriétés cicatrisantes et
pour soulager les douleurs articulaires sous forme de compresses. L'extrait aqueux d’E. elaterium est

appliqué par voie topique comme un antihémorroidaire (Bellakhdar, 1997).

3.1.4.B. Activités pharmacologiques

Plusieurs travaux ont montrés que les différentes parties de cette plante contiennent des principes
actifs traitants différentes maladies y compris les maladies hépatiques (Han et al., 1980).

Des rapports expérimentaux, ont révelés que le fruit d’E. elaterium exerce une activité anti-
inflammatoire en diminuant le niveau des cedémes de maniére dose-dépendante in vivo sur des rats
wistar albinos (Yesilada et al., 1989). Sur le méme modéle d’animaux, 1’extrait éthanolique des fruits
est capable d’abaisser le niveau de I’inflammation via la réduction de taux des cytokines
proinflammatoires: I’IL1, I’'IL6 et le TNF-a (Arslan et al. 2016).

L’équipe d’Argil et al., (1995), a démontrée que I’elaterium extrait a partir des fruits de la plante
exerce une activité antianalgésique et antipyrétique. En 1999, Argil et al., ont constatés que le
cucurbitacine B isolé de la méme partie de cette plante possede un effet préventif et curatif contre
I’inflammation hépatique induite par le CCly sur des rats wister albinos. De méme, il a signalé que ce
composé inhibe directement 1’activité de virus HSV-1 in vitro de maniere puissante en comparaison

avec la référence; I’ Acyclovir (Hassan et al., 2017).

Les cucurbitacines contenus dans la plante sont toxiques mais ont des propriétés antitumorales.
L'effet immunomodulateur de la cucurbitacine E extrait d’E. elaterium a été testé sur des lymphocytes

périphériques humains. Ces lymphocytes ont été co-cultivés avec des cellules cancéreuses et une

o )

cytotoxicité intéressante médiée par les lymphocytes a été observée (Attard et al., 2005).
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Dans d’autre étude, il a été confirmé que I’extrait éthanolique des fruits d’E. elaterium inhibe in
vitro la résistance bactérienne de Staphylococcus aueus et Candida albicans. Cette inhibition est due a
la présence de cucurbitacine E (Hassan et al., 2017).

L’E. elaterium est une plante médicinale utilisee aussi pour traiter I’ictére. Le travail de Elayan et
al., (1989) a reporte que cette espece est capable de diminuer la bilirubinémie in vivo en augmentant

I’affinité de la bilirubine a I’albumine au niveau du plasma.
3.2. Tamus communis L.

3.2.1. Définition et distribution géographique de Tamus communis L.

Tamus communis L. est une espéce de plantes grimpantes sauvage de la famille des
Dioscoreaceaes qui vie dans différents endroits ou se croit sous forme de rangés d’arbustes. Elle est
distribuée partout dans les régions tropicales et chaudes tempérées du monde et particulierement dans
les foréts montagneuses d’hauteur 1600m (Nasir et Ali, 1973 ; Davis, 1984).

Seulement quatre espéces de la famille Dioscoreaceae sont natales en Europe: Dioscorea
balcanica Kosanin, Borderea pyreniaca Miegeville, Borderea chouardii (Gausen) Heslot et Tamus
communis L., alors que ’espéce de T. communis affiche une plus large distribution dans 1’ Asie (Iran),
le Sud-Ouest d’Afrique et en Afrique du nord (Tutin et al., 1980). En ce qui concerne le Maroc et

I’ Algérie, on la rencontre dans le Tell et les hautes buttes (Maire, 1959).
3.2.2. Description botanique de Tamus communis L.

Tamus communis L. est une plante décorative répandue dans les bois, les haies et les buissons de
la plus grande partie de notre flore. Ses tiges gréles peuvent atteindre jusqu'a trois métres de longueur.
Elle fleurit en mars et en avril et ses petites fleurs verdatres sont disposées en grappes laches a l'aisselle

des feuilles.

Les feuilles luisantes en dessus, ont un long pétiole et un limbe tres développé, a contour général
en coeur renverse, rétréci en une pointe aigue au sommet. Les fruits sont globuleux, charnus et rouges,
les souches (ou rhizomes) tubéreuses plus ou moins en forme de navet, atteignent une longueur de 20 a
30 cm et une épaisseur de 5a 10 cm (Al Khateeb et al., 2012) (Figure 5).
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Figure 5. Différentes parties de T. communis L. (Al Khateeb et al., 2012).
3.2.3. Systématique de Tamus communis L.
Le tableau 2, mentionne la classification d’ T. communis L. selon (Caddick et al., 2002).

Tableau 2. Systématique de T. communis L. (Caddick et al., 2002).

Tamus communis L.

Régne Plantae

Embranchement | Spermatophytae

Classe Monocotylédoneae
Ordre Liliales

Famille Dioscoreaceae
Genre Tamus

Espéce Tamus communis L.

Nom vernaculaire | Francgais : Herbe aux femmes battues
Arabe : El-Karma saouda

Anglais : Black bryony

3.2.4. Utilisations thérapeutiques de Tamus communis L.

3.2.4.A. Usages traditionnels

Tamus communis L. a été utilisé dans la médecine traditionnelle algérienne pour abaisser les
douleurs inflammatoires. Dans d’autres pays les rhizomes et les baies ont été utilisés pour traiter

certaines maladies comme les rhumatismes, l'arthrose, le lumbago et la dermatose (Duke, 2002). En

11

/[




Chapitre 1 Synthese bibliographique

médecine populaire Portugaise et Espagnol, le fruit de T. communis a été utilisé sous forme d’un
cataplasme qui permette d’appliquer une pate épaisse sur la peau pour soulager les douleurs
rhumatismales, et méme le jus de ces fruits était utilisé pour traiter les effets ecchymoses et les

blessures mineures (Gonzalez et al., 2010).

D’une part, 1a racine de cette plante a été utilisée en médecine italiennes locale comme cathartique
et diurétique et recommandée dans le traitement de la pleurésie, de la coqueluche, de la bronchite
(Wallis, 1967 ; Capasso et al., 1982). D'autre part, les différentes parties de la plante ont été utilisées

pour le traitement des tumeurs et des polypes (Kovacs et al., 2007).
3.2.4.B. Activités pharmacologiques

En corrélation avec ces différents usages traditionnels, diverses études ont été menées afin de
confirmer les différents effets des composés phénoliques du T. communis. Plusieurs études
scientifiques prouvent I’efficacité de I’extrait des rhizomes de T. communis en tant qu’agent
anticancéreux, antiviraux, antimicrobiens et anti-inflammatoires (Kovacs et al., 2007 ; Al-Khateeb et
al., 2012). En 1987, une équipe de recherche indique que I’extrait éthanolique des racines du T.
communis posséde un pouvoir anti-inflammatoire local (Mascolo et al., 1987). Une autre équipe
constate que I'extrait alcoolique de la méme partie de cette plante possede un certain nombre de
propriétés en commun avec les médicaments antirhumatismaux cliniquement utiles; Ila

phénylbutazone et I'indométhacine (Capasso et al., 1983).

La plus grande spécificité de T. communis reste cependant leur propriété antioxydante, de
nombreux travaux sont réalisés pour confirmer cette activité. Marco et al., (2011) ont testés in vitro
I’activité antioxydante de I’extrait d’acétate d’éthyle des fruits de T. communis. Les résultats
suggérent que ces fruits exercent une activité de piégeage sur le radical DPPH®, ce qui détermine la
capacité antioxydante des composés présents dans cet extrait. En 2013, I’¢tude de Jodo et al., a

démontrée que cet extrait a une activité antioxydante proche de 50% pour le pouvoir réducteur de fer.

4. Activité hépatoprotectrice de certaines plantes médicinales contre la toxicité du foie induite
par CCly

Depuis longtemps, les plantes médicinales ont été reconnues comme une source inépuisable des
substances pour guérir certaines pathologies souvent mortelles a savoir les troubles hépatiques. Le
tableau 3, regroupe certaines de ces plantes qui possédent un effet préventif sur le foie contre la

toxicité hépatique induite par le CCl,.
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Tableau 3. Effet hépatoprotecteur de certaines plantes médicinales contre la toxicité hépatique induite
par CCly.

Plantes Partie utilisé Résultats Références

Panax ginseng, Sesquiterpenoides | -Absence de nécrose avec restauration de (Weidong
exctrait de racines I’architecture normale du foie. Wang
-Réduction de taux sérique d’ALAT et d’ASAT. | etal., 2018).
-Reduction de taux de MDA.
-Augmentation de I’activité de la SOD, CAT et
de GSH.
Dictamnus Extrait aqueux -Réduction de taux sérique d’ALAT, d’ASAT et| (Lin et al.,
dasycarpus du cortex. de PAL. 2017).
-Réduction de taux de MDA et de bilirubine.
-Augmentation de ’activité de la SOD, CAT,
GSH.
-Réduction de I’expression de TNF-a, IL1 et IL6.
Commelina Extrait -Réduction de taux sérique d’ALAT, d’ASAT. (Shah et al.,
nudiflora méthanolique -Diminution de la peroxydation lipidique. 2017).
de la plante. -Augmentation de I’activité de la SOD, CAT
et de GSH hépatique.
-Réduction de TNF-a, IL6 et prostaglandine.
-Diminution de 8-OHdG.
-Restauration des dommages hépatiques
(nécrose, dégénérescence des lipides
membranaires).
Cucumis Extrait -Réduction de taux sérique d’ALAT, d’ASAT, (Kalpama
trigonus d’ether de (¢ de PAL et de bilirubine a 300 mg/kg. etal., 2011).
pétrol,

chloroforme et

aqueux des fruits.
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5. Foie

Le foie est la plus grande glande du corps, et chez l'adulte il mesure environ 1500 g ce qui
représente 2,5% du poids corporel total (Si-Tayeb et al., 2010). Il occupe I'espace inférieur a droite et
une partie du diaphragme gauche. Il est enveloppé par une membrane fibreuse connue sous le nom de
capsule de Glisson. Les hépatocytes dominent la masse du foie et sont disposés dans des cordes de
cellules entourant des capillaires sinusoidaux individuels (Malarkey et al., 2005). Il est composé ainsi
de cellules sinusoidales (cellules Kupffer, cellules endothéliales, cellules de Ito et les lymphocytes)
(Malik et al., 2002) (Figure 6). Le foie effectue le métabolisme des glucides, des protéines, des
graisses, des xénobiotiques et notamment la détoxification des produits toxiques. Donc, les cellules
hépatiques peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions physiques (traumatisme,
irradiation...etc), chimiques (acidose, toxines...etc) et métaboliques (exposition a des
xénobiotiques...etc). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
le stress oxydant qui di a I’exagération d’un phénomeéne physiologique normalement trés controlé.

Ce phénomene se manifeste par la production des radicaux libres (Walker et al., 1982).
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Figure 6. Anatomie de foie (Ciacio et Castaing, 2015).
6. Hépatotoxicité et stress oxydatif induit par le CCl,

La toxicité hépatique est définie comme le pouvoir qu’a une substance de provoquer des
dommages au foie. Le mécanisme des lésions hépatiques n’est pas unique, mais généralement
spéecifiqgue du toxique en cause avec une atteinte régiosélective du lobule hépatique (Figure 7).

Différents mécanismes moléculaires peuvent y conduire (Navarro et Senior, 2006). Certains polluants
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environnementaux, médicaments, toxines, alcool et agents infectieux sont connus par leurs
hépatotoxicité (Chandan et al., 2008 ; Tasset et al., 2010).
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Figure 7. Localisation histologique préférentielle des toxiques au sein du lobule hépatique
(Mégarbane et al., 2007).

Le foie est le premier organe qui rencontre tous les matériaux qui sont absorbés par le tractus
gastro-intestinal. Il a été démontré qu’il réagissait aux insultes toxicologiques de plusieurs fagons, y
compris la dégénérescence cellulaire, la nécrose et la fibrose, tous ces pathologies est le résultat de
développement du stress oxydatif des métabolites ou des produits de dégradation de ces derniers,
commencant tous d’abord par une toxicité et se termine par des pathologies plus graves (Onu et al.,
2013).

Le CCl, est un composé chimique liquide, incolore, tres volatil dont les vapeurs sont nocives pour

les étres vivants. Il est ’un des produits chimiques qui appartient aux composeés chlorés (Figure 8).

(|3I

ci—c
ClI

Figure 8. Structure chimique de tétrachlorure de carbone (Boll et al., 2001).
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Il a été largement utilisé dans des modeles animaux pour induire des dommages hépatiques
(Srivastava et Shivanandappa, 2010), y compris I’inflammation, la fibrose, la cirrhose, et la stéatose
(Rusch, 1997) ou encore la nécrose hépatocytaire centrolobulaire accompagnée d’ictére (Mathieson et
al., 1985). Le tétrachlorure de carbone (CCly) est I’'un des produits chimiques connu par sa forte
toxicité (Boll et al., 2001) et notamment la toxicité hépatique (Kodavanti et al., 1989) qui est
principalement médiée par le stress oxydatif et des lésions inflammatoires dues a la formation des
radicaux libres (Martinez et al., 1995).

Le CCl, par lui-méme pas d'effets cytotoxiques sur le foie, mais ses produits métaboliques sont
responsables de sa toxicité (Mitra et al., 1998). Il est metabolisé par le cytochrome P450 2E1 au
niveau des hépatocytes en radical libre; le trichlorométhyl (CCls°) qui est peu réactif. Le CClz° est
rapidement transformé en trichlorométhyl peroxyde; radicale hautement réactif (CCI;00°). Ce dernier
est capable de former des adduits avec les protéines ou les lipides (Lee et Jeong, 2002) ou encore
réagir avec un atome d’hydrogéne des lipides polyinsaturés conduisant ainsi a la peroxydation
lipidique. Cette derniere est considérée comme le mécanisme le plus important dans la pathogenése du
foie induite par le CCly, cela peut conduire a une perturbation des biomembranes et a un

dysfonctionnement des cellules (Dana et Benichou, 1993) ( Figure 9).

Tétrachlorure de carbone | électron | Radical trichlorométhyle | oxvgéne | Radical trichlorométhyl-peroxy
CCl, «CCly . «CCl;-0-0
¥ N : .
Chloroforme Phosgéne
Radlca.l BT CHCl, Cl-co-Cl
secondaire
| |
Peroxydation des lipides Lifal?on cevalen,tg 2
el lipides et protéines
cellulaires

Figure 9: Activation métabolique de CCl,a I’origine de son hépatotoxicité
(Mégarbane et al., 2007).

De plus, la bioactivation de CCl, au niveau du foie augmente l'activité de la phospholipase C de
trois a quatre fois. Cette derniere perturbe l'intégrité fonctionnelle et structurelle des biomembranes en
dégradant les phospholipides membranaires (Coleman et al., 2001). L’instabilit¢ du métabolisme
cellulaire des hépatocytes provoquee par le CCl, se manifeste par I’accumulation des triglycérides, la
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perturbation de la synthése protéique et le changement de 1’activité des transaminases (Yadav et Dixit,
2003).

La preuve clinique d’une Iésion hépatique causée par le CCl, a été démontrée par I’augmentation
des niveaux sériques de bilirubine et le développement d’ictére (Greige-Gerges et al., 2007). Ketelool
et al., (2007), ont observés chez les souris traitées par le CCl, une fibrose hépatique autour de la veine
centrolobulaire qui due a I’augmentation de 1’expression de ARNm de collagéne fibrillaire. De méme,
ils ont enregistrés une cytolyse hépatique qui se manifeste par un taux sérique élevé des transaminases.
Egalement, ils ont constatés une surexpression des metallo-protéinases matricielles principalement

MMP-3 et MMP-9 responsables a des lésions nécrotiques et une inflammation hépatique.

Des rapports expérimentaux récents, montrent que le CCl, provoque des changements hépatiques
qui se manifestent principalement par des modifications histologiques y compris la nécrose du foie et
la dégénérescence des lipides membranaires (Shah et al., 2017). La méme équipe de recherche a
constatée une réduction de I’activité de la SOD, CAT et GSH, une augmentation de taux sérique de
MDA, bilirubine, TNF-a, IL1 et IL6. En outre, I’activité de cyclo-oxygénase a €té augmentée aussi

aprés administration de CCl, chez les souris (Lin et al., 2012).

7. Sémiologie hépatique dans le cas d’hépatotoxicité induite
7.1. Bilirubine

C’est un pigment biliaire jaune rougeatre issu de la dégradation de I’hémoglobine du sang
(Hunter, 2006). La bilirubine peu hydrosoluble, est liée a I’albumine du sang et véhiculée jusqu’au
foie. Elle a considérée comme un produit final naturel du métabolisme de ce dernier. Une étude
antérieure a démontrée que la bilirubine est une molécule anti-inflammatoire et antioxydante endogéne
dans le corps (Kapitulnik, 2000 ; Peng et al., 2017).

7.2. Transaminases

ALAT : Alanine amino-transférases est I'enzyme la plus courante utilisée dans I'évaluation de la
maladie du foie (Esmaeelzadeh et al., 2017). L’activité de ’ALAT est la plus fréquemment dosée
comme marqueur de 1I’hépatotoxicité. Ce test est beaucoup plus spécifique d’une 1€sion hépatique. Ces
enzymes sont libérées dans le compartiment extracellulaire lors d’une atteinte hépatocytaire (Amacher,
2002 ; Ozer, 2008 ; Jaunin-Stalder et al., 2009).

ASAT: Aspartate amino-transférase appelée aussi la glutamate-oxaloacétate transaminase

(GOT) a une distribution beaucoup plus large, dans le foie mais aussi dans le cceur, les muscles

]
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squelettiques, les reins et le cerveau. Le dosage sanguin estime la partie cytoplasmique de cette
enzyme, soit environ 10% du total (Imbert et al., 2003). Le rapport ASAT/ALAT peut aider a

déterminer une probabilité sur I’existence d’une atteinte hépatique (Jaunin-Stalder et al., 2009).
7.3. Phosphatase alcaline (PAL)

La phosphatase alcaline est associée a des membranes cellulaires dans de plusieurs tissus, en
particulier des hépatocytes. Elle hydrolyse les monophosphatases a un pH alcalin. C'est principalement
un marqueur des effets hépatobiliaires et de la cholestase (élévations modérées a marquées) (Ramaiah,
2007).

7.4. Gamma-glutamyl-transférase (y-GT)

C’est une enzyme glycoprotéique hétérodimérique de localisation rénale, hépatique et
pancréatique (Ozer, 2008). C’est une enzyme extracellulaire qui catalyse le clivage de la liaison c-
glutamyl amide du glutathion modifié via un ester de c-glutamyl-enzyme pour transférer le groupe c-
glutamyle en eau (hydrolyse) ou acides aminés et peptides (Keillor et al., 2005 ; Hiratake et al., 2013).
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Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Pharmacologie, Université de Jijel. Il
concerne 1’évaluation de I’activité antioxydante et hépatoprotectrice de deux plantes locales:

Ecballium elaterium et Tamus communis de la région d’El Aouana wilaya de Jijel.
1. Dosage des composés phénoliques d’Ecballium elaterium et de Tamus communis
1.1. Collection des plantes

Les racines, les feuilles et les fruits d’Ecballium elaterium et de Tamus communi ont été utilisés
comme source des substances bioactives pour 1’étude phyto-chimique. Les deux plantes ont été
récoltées de la région d’El Aouana wilaya de Jijel a Algérie (36°46°22°N; 4°36°36’E; 84 m
d’altitude) (Google Earth V.7.1.2.2014) (Figure 10) en mois de Mars 2018, durant la période de
fluorisation et fructification ou la plante est entierement bien développée. La sélection de ces plantes
est basée sur I’ensemble des connaissances que posséde la population de la région sur leurs utilisations
traditionnelles. L’identification de deux espéces a été assurée par la botaniste (Mme. Khanouf) de la
faculté de sciences naturelles et de la vie, Université de Jijel, en utilisant la flore des plantes

Algériennes (Quezel et Santa, 1963). Les échantillons sont déposés au niveau du laboratoire.
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Figure 10. Localisation géographique de la région de récolte de deux plantes
(Google maps V.7.1.2.2014).

Puis, ils ont été nettoyés de tous contaminants a 1’eau courante, et les différentes parties (feuilles,
fruits et racines) ont été séchées a 1’étuve afin d’éliminer toute trace d’humidité puis transformees en

poudre fine grace a un broyeur électrique de laboratoire. La poudre obtenue a été tamisée a 1’aide d’un
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tamiseur a granulométrie inférieure a < 125 um pour obtenir a une poudre tres fine et pour que la
surface de contact entre le solvant d’extraction et les particules de la poudre est trés élevée. La poudre

a été ensuite conservée dans des flacons fermés, et stockés a I’abri de la lumiére et de I’humidité.
1.2. Préparation des extraits bruts éthanoliques

La méthode d’extraction des polyphénols est de type solide/liquide en suivant le protocole
préconisé par Benhammou et al., (2008), qui a utilisé 1’éthanol comme solvant d’extraction. Pour cela,
100 g de la poudre de chaque partie ont été macérés dans un litre d’éthanol a 70 %. Le mélange a été
laissé agiter durant 24h, puis laissé précipiter 24h de plus. Le macérat a éte filtré sur un papier filtre et
le solvant organique a été vaporisé a 1’aide d’évaporateur rotatif sous pression (40°C). Les extraits
obtenus ont été ensuite séchés a 1’étuve (40°C) afin d’éliminer totalement le solvant, puis conserveés a
4°C jusqu’a utilisation. Le taux d’extraction exprimé en pourcentage (%) a été déterminé, en suivant la

formule ci-dessus:

Taux d’extraction (%) = [P1/ Py] *100

Dont:

P1: Poids de I’extrait sec exprimé en gramme.

Po: Poids initial de poudre végétale exprimé en gramme.
1.3. Dosage des polyphénols totaux

L’estimation du taux des polyphénols totaux est effectuée selon la méthode décrite par Ryan,
(2013), en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. L’interaction entre le Folin-Ciocalteu, qui est un acide
de couleur jaune et les résidus phénoliques conduit a la formation d’un complexe coloré en bleu dont

I’intensité de la coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans 1’extrait.

A 0.2 ml de Dextrait végétal solubilisé dans I’éthanol (Img/ml), 1.5ml de réactif de Folin-
Ciocalteu (10%) est ajouté. Aprés 5min de repos, 0.8ml de solution de carbonate de sodium Na,CO3
(7.5%) sont additionnés, puis le mélange est incubé pendant 2h a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere. Ensuite la densité optique est lue a 765nm en utilisant un spectrophotométre UV-VIS. Il est a
noter qu’un blanc a été préparé en mélangeant 0,2ml d’éthanol avec 1,5ml du réactif de Folin-

Ciocalteu et 0,8ml de solution de carbonate de sodium.
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La teneur en composés phénoliques dans les extraits est déterminée, en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue avec 1’acide gallique (0.1-0.6mg/ml). Les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de la matiére végétale seche (mg EQAG/g MS).

Toutes les mesures sont répétées 3 fois (Annexe 2).
1.4. Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides de notre extrait est estimé par la méthode de Djeridane et al., (2006)
dont le principe étant la capacité du groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 des flavonoides a
se complexer au chlorure d’aluminium par chélation de I’ion AI**, formant ainsi un complexe jaunatre

qui présente un maximum d’absorbance a 488 nm.

Brievement, 1 ml d’extrait végétal (Img/ml) est mélangé avec 1ml de solution méthanolique de
chlorure d’aluminium (AICl3 & 2%). Aprés incubation pendant 10mn a température ambiante,
I’absorbance est lue a 488nm. Un blanc a été préparé en mélangeant 1ml de solution d’extrait avec 1ml

de méthanol pour chaque extrait.

La teneur en flavonoides est estimée en milligramme équivalent de la quercétine par gramme de
la matiere seche (mg EqQ/g MS), en utilisant une courbe d’étalonnage de la quercétine (0.01-

0.08mg/ml). Tous les dosages sont réalisés 3 fois (Annexe 3).
1.5. Dosages des tanins totaux

Le principe de dosage est basé sur la capacité que possedent les tannins a se complexer et
précipiter les protéines globulaires (BSA). Le complexe tannins-BSA formé est mesuré a 510nm a

I’aide d’un spectrophotométre UV-VIS.

Selon le protocole préconisé par Hagerman et Bulter, (1978), 500ul d’extrait végétal solubilisé
dans I’éthanol (1mg/ml) ont été mélangés avec 1ml de solution d’albumine sérique bovine (BSA)
(Img/ml) et laissés réagir pendant 24h a 4°C. Le mélange est ensuite centrifugé 4000 rpm pendant
15min. Dans un mélange contenant 2ml de solution SDS/TEA et 500ul de solution FeClz (0.01M), le

précipité récuperé a été suspendu. L’absorbance est mesuré a 510nm au bout de 15min d’incubation.

La teneur en tanins totaux est exprimée en milligramme équivalent d’acide tannique par gramme
de la matiere seche (mg EqQAT/g MS), en utilisant une courbe d’étalonnage de I’acide tannique a

différentes concentrations (0.1mg/ml ; 0.2mg/ml ; 0.3mg/ml ; 0.4mg/ml ; 0.5mg/ml et 0.6mg/ml) tous

3

les dosages sont réalisés trois fois (Annexe 4).
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1.6. Dosages des tanins hydrolysables

Le dosage des tanins hydrolysables a été réalisé selon la méthode colorimétrique réalisée par Mole
et Waterman, (1987). Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique (FeCls) et donnent

une coloration bleue mesurée par spectrophotométrie (Mamadou, 2002).

Pour cela, 1 ml d’extrait végétal (Img/ml) a été mélangé avec 3.5ml de la solution de FeClza 0.1%
solubilisée dans HCI & 0.01%. Aprés homogeénéisation et incubation pendant 10min a température
ambiante, la mesure de 1’absorbance a été effectuée a 660nm. Un blanc a été préparé en remplagant

1ml d’extrait végetal par 1ml de méthanol.

La concentration en tanins hydrolysables contenus dans les extraits de différentes parties est
déterminée, en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue avec I’acide tannique a différentes
concentrations (0.1mg/ml ; 0.2mg/ml ; 0.4mg/ml ; 0.6mg/ml et 0.8mg/ml). Les résultats sont exprimés
en milligramme équivalent d’acide tannique par gramme de matiére séche (mg EqAT/g MS). Tous les

dosages sont réalises trois fois (Annexe 5).

2. Evaluation de P’activité antioxydante in vitro des extraits éthanoliques d’Ecballium elaterium et

de Tamus communis

Beaucoup de tests standardisés évaluants 1’activité antioxydante in vitro ont été retenus dans le
cadre de cette étude. L’activité antioxydante des extraits éthanoliques des racines, des feuilles et des
fruits de deux plantes a été mise en évidence, en réalisant le test de piégeage de radical DPPH*® et

ABTS®", le test de chélation des ions métalliques et le test du pouvoir réducteur de fer.
2.2. Evaluation du pouvoir antiradicalaire par le test au DPPH° et ABTS
2.2.1. Test de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

La capacité de piégeage des radicaux libres de I’extrait éthanolique est déterminée en utilisant la

méthode au DPPH®, comme elle est décrite par Hemalatha et al., (2010) .

Le principe est basé sur la capacité de 1’extrait a réduire le radical DPPH® en 2.2-diphenyl-
picrylhydrazine (DPPHH). Cette réduction change la couleur du DPPH® du violet vers le jaune pale
qguand il réagit avec un antioxydant. Ce changement de couleur se traduit par une décroissance de

I’absorbance en fonction de temps.
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L’intensit¢é de la coloration, mesurée au spectrophotométre a 517nm, est inversement

proportionnelle a I’activité anti-radicalaire de 1I’extrait (Figure 11).

0.0

| + Antioxydant -O ———— + Antioxydant-Os
\ NH
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 11. Réduction du DPPH?® par un antioxydant (Talbi et al., 2015).

Pour cela, 1.5ml de solution d’extrait (Img/ml) sont additionnés a 0.5ml de la solution
méthanoliqgue de DPPH°® (0.1mM). Apres agitation, le mélange est incubé pendant 30min a
température ambiante et a 1’abri de la lumicre. Ensuite la densité optique est lue a 517nm. Un blanc
pour chaque extrait a été preparé, en melangeant 0.5ml du méthanol avec 1.5ml de solution d’extrait et

le contrdle négatif a été préparé en remplagant 1’extrait par du méthanol.

L’activité antioxydante des extraits est comparée a celle de la BHA a la concentration de 1mg/ml.

L’effet anti-radicalaire est exprimé en pourcentage selon 1’équation suivante :

% d’inhibition = [(Ac— Ae)/ Ac] X 100

Dont :

Ac : Absorbance du contréle négatif.
Ag . Absorbance de I’échantillon.
2.2.2. Test I’ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS®" de
coloration bleu-verte en le transformant en ABTS incolore par piégeage d’un proton par 1’antioxydant.

La décroissance de I’absorbance causée par I’antioxydant refléte la capacité de capture du radical libre

(Re et al., 1999).
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Pour cela, 0.1 ml d’extrait végétal (Img/ml) sont mélangés avec 1.9ml d’une solution d’ABTS®*
(7mM) préalablement préparée. Apres 7min de réaction, 1’absorbance est lue & 734nm contre un blanc

dont I’extrait est remplacé par le méthanol.

L’activité anti-radicalaire anti-ABTS°" des extraits de plantes est exprimée en TEAC qui
correspond a la concentration de Trolox donnant la méme activité antioxydant d’1ml du composé testé
(Annexe 6). Le pourcentage de I’activité scavenger du radical ABTS°+ est exprimé par la formule

suivante :

% = [(Ap-Ae)/As] x 100

Dont :

Ay : Absorbance du blanc.

Ae: Absorbance d’échantillon.

2.2.3. Evaluation de la capacité chélatrice de fer

La capacité chélatrice des extraits végétales est mesurée en suivant l'inhibition de la formation du
complexe Fe?*-Ferrozine aprés incubation des échantillons avec le fer divalent selon la méthode de
(Lee et al., 2007).

La ferrozine se complexe spécifiquement avec 1’ion bivalent Fe?* pour produire un complexe
Fe?*-Ferrozine stable de couleur violet avec un maximum d’absorbance a 562nm. En présence d'un
agent chélateur, la formation du complexe Fe?*-Ferrozine est inhibée ce qui conduit & une diminution

ou une disparition de la couleur violette (Hazra et al., 2008).

Un volume de 100ul d’extrait (1mg/ml) a ét¢ mélangé avec 200ul de FeCl; (0,2mM) et 500ul
d’eau distillée. Apres agitation, 200ul de ferrozine (5mM) ont été ajoutés, suivi d’une agitation et
incubation pendant 10min. La mesure de 1’absorbance a été réalisée a 562nm. Il est a noter qu’un blanc
général a été préparé, en remplacant 1’extrait par le méthanol et un blanc pour chaque extrait, en
ajoutant a ce dernier de I’eau distillée. L’effet séquestrant des échantillons vis-a-vis du fer est exprimé

en pourcentage de chélation selon 1’équation suivante:

% de Chélation = AbS562C - (Ab5562T - AbS562E)/ Astng X 100
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Dont :

Absse,C: Absorbance a 562nm du mélange Ferrozine/Fe®”.

Absse, T: Absorbance a 562nm du mélange Ferrozine/Fe®*/extrait de plante.
Abssg, E : Absorbance du blanc de I’extrait (extrait + eau distillée).

2.2.4. Evaluation du pouvoir réducteur de fer

La capacité réductrice des extraits éthanoliques de différentes parties d’Ecballium elaterium et de
Tamus communis a été évaluée par la technique d’Oyaizu (Oyaizu, 1986). Le principe de cette
méthode est basé sur la réduction du fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure-Fe®* en fer ferreux
(Fe**) en présence d’antioxydants réducteurs. La forme réduite donne une couleur verte qui est

proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait (Giilgin et al., 2003).

Pour cela, 1ml de I’extrait qui est préparé dans 1’éthanol (1mg/ml) est mélangé avec 2.5ml du
tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) et 2.5ml de KsFe(CN)g (ferricyanure de potassium) (1%). Le
mélange est incubé pendant 20min a 50°C. Ensuite, 2.5ml de I’acide trichloracétique (TCA) a 10%
sont ajoutés. Le tout est centrifugé a 3000rpm durant 10min. Finalement, 2.5ml du surnageant sont
mélangés avec le méme volume d’eau distillée et 0.5ml de FeCls (0.1%). La densité optique est lue a
700nm en utilisant le spectrophotomeétre UV-VIS. Les résultats sont exprimés en gramme équivalent
d’acide ascorbique/gramme de matiere séche (g EQAA/g MS) en se référant a la courbe d’étalonnage
de I’acide ascorbique & différentes concentrations (0, 0.02mg/ml, 0.04mg/ml, 0.06mg/ml, 0.08mg/ml,
0.1mg/ml et 0.12mg/ml) (Annexe 7).

3. Etude in vivo de Dl’effet hépatoprotecteur des extraits éthanoliques des fruits d’Ecballium

elaterium et de Tamus communis
3.1. Entretien et traitement des animaux

Notre étude expérimentale a été réalisée sur des souris male saines, d’un poids moyen varié entre
28 et 30g. Les animaux sont fournis par I’Institut Pasteur Alger et sont maintenus dans 1’animalerie de

I’Université de Jijel.

Avant et apres le traitement, les animaux sont placés dans des cages en plastique avec acces libre a

la nourriture (croquettes) et a 1’eau (Figure 12).
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Figure 12. Prises de vue des souris utilisées dans notre étude.

Pour I’étude in vivo, les animaux ont été répartis en 7 lots experimentaux de 6 souris chacun :
Lot 1 (Control négatif) : Recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml de 1’eau

physiologique (0.9%).

Lot 2 (Control positif) : Recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml de I’eau

physiologique (0.9%).

Lot 3 (Standard : Ibuprofene 100mg/Kg) : Regoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml

de médicament solubilisé dans I’eau physiologique (0.9%).

Lot 4 (TC 100mg/Kg) : Recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml de [I’extrait
éthanolique des fruits de T. communis solubilisé dans I’eau physiologique (0.9%).

Lot 5 (TC 300mg/Kg) : Recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml de [I’extrait

éthanoliques des fruits de T. communis solubilisé dans I’eau physiologique (0.9%).

Lot 6 (EE 100mg/Kg) : Recoivent quotidiennement par gavage gastriqgue 0.5ml de [Iextrait

éthanoliques des fruits d’E. elaterium solubilisé dans 1’eau physiologique (0.9%).

Lot 7 (EE 300mg/Kg) : Recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml de I’extrait

éthanolique des fruits d’E. elaterium solubilisé dans 1’eau physiologique (0.9%).
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L’effet préventif des I’extraits éthanoliques des fruits d’E. elaterium et de T. communis contre
1I’hépatotoxicité induite par CCl, a été évalué aprés administration de ces 1’extraits pendant 7jours. Au
7°™ jour, les souris de groupe 1, recoivent I’huile d’olive au lieu de CCl, par voie intrapéritonéale,
alors que les souris de groupe 2, 3, 4, 5, 6 et 7 recoivent une injection intra-péritonéale de CCl,

(3ml/kg. 1:1) dilué avec I’huile d’olive (1h aprés administration de la derniere dose des extraits).
3.2. Sacrifice et prélevement du sang

Les souris ont été sacrifiées, 24h apres le dernier traitement par décapitation sous légere anesthésie
a la vapeur de chloroforme, cela aprés un jeline nocturne. Le sang a été récolté a partir de la veine
jugulaire pour le dosage des paramétres sériques, dont les transaminases. Ensuite, le foie de chaque
souris a été récuperé soigneusement aprés dissection et submergés dans 1’ecau physiologique pour

drainer le sang. L un est congelé a -20 °C pour le dosage des parametres du stress oxydant.
3.3. Dosage des parametres sériques (ASAT et ALAT)
3.3.1. Dosage de I’activité d’alanine aminotransférase (ALAT)

L’alanine aminotransférase (ALAT) ou la glutamate-pyruvate transaminase (GPT) catalyse le
transfert réversible d'un groupe aminé a partir de I'alanine au 2-oxoglutarate formant le glutamate et le
pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la lactate-déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les

réactions suivantes :

2-0x0qutarate + L-Alanine GPT Glutamate +Pyruvafe

—

Pyrtvate + NADH + r*LDR  Lactate + NAD!
—-

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H® mesuré par photométrie est
proportionnel a I’activité catalytique de 1’alanine aminotransférase (Murray, 1984). Le dosage
d’ALAT a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche technique du Kit Biomaghreb. Pour
effectuer ce dosage un réactif de travail a été prépare (Tableau 4) :
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Tableau 4. Préparation de réactif de travail (Pour I’ALAT).

Réactif 1: TRISpH 7,54 30°C 100mM/L
Tampon L-Alanine 500mM/L
Réactif 2: NADH 0,18mM/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200UI/L
Oxoglutarate 15mM/L

Pour cela un comprimé de R2 (Réf : 20046) a été dissous dans 15ml de R1. Une fois le réactif de
travail est préparé, 1ml de ce dernier est ajouté a 100ul d’échantillon, le mélange a été incubé pendant
une minute a une température de 37°C, et la densité optique est mesurée ensuite a 340nm pendant

3min. L’activité catalytique de I’ALAT est calculée par la formule suivante :

Activité de ALAT (U/L) = AA/min x 1750

3.3.2. Dosage de ’activité d’aspartate aminotransférase (ASAT)

L’aspartate aminotransférase (ASAT) ou la glutamate-oxaloacétate transaminase (GOT) catalyse
le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au 2-Oxoglutarate formant le glutamate
et I'oxaloacétate. L'oxaloaceétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) en présence

de NADH+H", selon les réactions suivantes:

2 oxoglutarate + L-Aspartate GOT Glutamate + oxaloacetate
e

Oxalocetate + NADH + H+ MDH Malate + NA[
o

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H" mesuré par photométrie, est
proportionnel a ’activité catalytique de I’aspartate aminotransférase (Murray, 1984). Le dosage de

I’aspartate aminotransférase a été réalise par la méthode cinétique selon la fiche technique du Kit

@

Biomaghreb. Pour effectuer ce dosage un réactif de travail a été prépare (Tableau 5) :
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Tableau 5. Préparation de réactif de travail (Pour I’ASAT).

Réactif 1: TRISpH 7,8430°C 80mM/L
Tampon L-Aspartate 200mM/L
Réactif 2: NADH 0,18mM/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 800UI/L
Malate déshydrogénase (MDH) 600UI/L
Oxoglutarate 12mM/L

Pour cela un comprimé de R2 (Réf : 20042) a été dissous dans 15ml de R1. Une fois le réactif de
travail est préparé, 1ml de ce dernier est ajouté a 100ul d’échantillon, le mélange a été incubé pendant
une minute a une température de 37°C, et la densité optique est mesurée par la suite a 340nm pendant

3min. L’activité catalytique de I’ASAT est calculée par la formule suivante :

Activité de ASAT (U/L) = AA/min X 1750

3.4. Dosage des parametres du stress oxydant
3.4.1. Préparation de la fraction cytosolique du foie

Pour déterminer les parameétres cytosoliques du foie, la fraction de ce dernier est préparée selon la
méthode décrite par Igbal et al., (2003). Pour cela 1g du foie est coupé et homogénéisé avec 3 volumes
du tampon phosphate (0.1M, pH7.4) contenant du KCl a 1.17% a l'aide d’un broyeur. L'homogénat est
ensuite centrifugé a 2000rpm pendant 15mn a 4°C pour séparer les débris nucléaires. Le surnageant
récupéré de cette centrifugation est également centrifugé a 9600rpm a 4°C, pendant 30min. Le

surnageant ainsi obtenu est utilisé comme source d'enzymes.
3.4.2. Dosage des proteines totales

Les protéines sont dosées d’apres la méthode de Bradford, (1976). Cette méthode est basée sur un
dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du bleu de Coomassie a 590nm, aprés
complexation avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les
résidus hydrophobes des acides aminés presents dans la fraction. Le changement d'absorbance est

proportionnel a la quantité de colorant lié, et donc a la concentration en protéines dans I'échantillon.

@
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Pour cela, une dilution a 1/2 de bleu de Coomassie a été effectuée, puis 1ml de ce colorant dilué a
été ajouté a Sul de Péchantillon dilués a 1/10°™. Le mélange a été incubé & température ambiante
pendant 15min, I’absorbance a été lue a 590nm. La concentration en protéines a été déterminée a partir
d’une gamme étalon réalisée dans les mémes conditions avec de I’albumine sérique bovine (BSA) de

concentration (0-1mg/ml) (Annexe 8), et les résultats sont exprimés en mg EqBSA/g de foie.

3.4.3. Dosage de MDA

Le taux de MDA cytosolique a été évalué selon la méthode d’Ohkawa et al., (1979). Le principe
de cette méthode est basé sur la formation d’un complexe coloré en rose a partir de la condensation

d’une molécule de MDA avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) (Figure 13).

HS\“/N\\Q 0
m + 2 N\)
o)
OH

Malondialde¢hyde

H

; [H] Acide thiobarbiturique
(MDA) (8) (TBA)
S N. _OH HO._ _N sH
L R, _,]-_'_; I r|\l
| |
OH OH

Dérivé MDA(TBA)2
coloré en rose

Figure 13. Principe de dosage du MDA (Ohkawa et al., 1979).

Pour le dosage, a 0,5ml de ’homogénat, 0,5ml d’acide trichloracétique (TCA) 20% et 1ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0,67 % sont additionnés. Le mélange est chauffé a 100°C pendant 15 min,
refroidi pour stopper la réaction puis additionné de 2ml de n-butanol. Aprés centrifugation a 3000rpm
pendant 15min, I’absorbance du surnageant a été mesuré a 530nm a I’aide de spectrophotométre UV-
VIS. Les quantités de MDA sont exprimées en nMEQTEP/g de foie en utilisant une courbe standard de

tetraetoxypropane (TEP) (son hydrolyse donne le MDA) (Annexe 9).

3.4.4. Dosage de GSH

Le dosage du GSH est base sur la méthode colorimétrique d’Ellman, (1959). Le principe est base

sur I’oxydation du GSH par le 5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) ce qui libére I’acide

@

thionitrobenzoique (TNB) absorbant a 412nm, selon la reaction montrée dans la figure 14:
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NO,
/ _COOH
NO;
SH
“O0OH
\ = / _COOH
DINE | +GSH <= + '
: \
S |
'? NO:
G TNB
\(.'O()l-l absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzolque
NO,

Figure 14. Principe de dosage du glutathion (Ellman, 1959).

Pour le dosage, 25ul de la fraction cytosolique sont dilués dans 5ml de tampon phosphate (0,1M,
pH 8). A 3ml du mélange de dilution, 20pl de DTNB (0,01M) sont additionnés. Aprés une incubation
de 15min a 25°C, I'absorbance est lue a 412nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Les
concentrations sont exprimées en mM/g de foie. Elles sont déduites a partir d’une gamme étalon

établie dans les mémes conditions avec le glutathion (Annexe 10).
4. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart-type (SD) (n=3). La signification statistique
des données a été évaluée par le logiciel Statistica (ANOVA-MANOVA). Une valeur de P < 0,05
a été considérée comme indiquant une différence significative entre les différentes parties. Aussi, le

test de Student a été utilisé pour 1’étude in vivo:

Ns : différences non significative.

P< 0,05 : différences significatives.

P< 0,01 : différences hautement significatives.

P< 0,001 : différences trés hautement significatives.

L’analyse des données des régressions linéaires et des régressions non linéaires a été faite par

’utilisation de programmes Excel® (Microsoft Excel 2010).

E
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1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction des extraits bruts des racines, des feuilles et des fruits d’Ecballium (EE)
elaterium et de Tamus communis (TC) présenté dans 100g de la matiére séche de différentes parties de

deux plantes, est illustré dans la figure 15.
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Figure 15. Rendements des extraits bruts de différentes parties d’EE et de TC.

Les résultats obtenus, montrent que les deux plantes présentent des rendements considérablement
importants, dont les meilleures teneurs sont constatées dans les feuilles d’E. elaterium et le fruit de T.
communis (31.8%, 31.28%) respectivement, tandis que les faibles teneurs sont révélées dans le fruit
d’E. elaterium (22.99%) et la racine de T. communis (16.09%).

Nos résultats sont en accord avec la littérature, ou le rendement d’extraction des polyphénols
totaux varié en fonction de la partie utilisée (Felhi et al., 2017). Nos résultats sont supérieurs a ceux
rapportés par El haci, (2009) ou il est trouvé un rendement de 19.5% dans les feuilles d’E. elaterium ,
alors que Zerargui et al., (2016), ont été trouvés un rendement de 20% dans la partie racines de T.

communis.

Bekkara et al., (1998), suggerent que la différence entre les résultats est revient a la différence
entre les familles des especes et I’ensemble des parametres influengant 1’extraction et la richesse en
métabolites secondaires a savoir la distribution géographique, le moins de récolte, la granulométrie
qui joue un rdle important dans 1’augmentation de coefficient de diffusion du solvant, solvant

d’extraction, le temps de contact du matériel vegétal avec ce dernier, le type et le protocole

E

d’extraction (Bruneton, 2005).
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2. Dosage des composés phénoliques

Les taux en polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins totaux et hydrolysables dans les extraits
éthanoliques de différentes parties d’EE et de TC, ont été exprimeés respectivement en mg équivalent
d’acide gallique (mg EqAG/g MS), de Quercétine (mg EqQ/g MS) et d’acide tannique (mg EqAT/g
MS) par g de la matiére seche (Figure 16).

170 B[Pelyphénols] mg Eq AG/g M5 B [Flavoneides] mg Eq Q/g M5
B[ Tanins totaux] mg Eq AT/'g MS @ [Tanins hydrolysables] mg Eq AT/g MS

THEE

100

&80

20

[Composés phénoliques] d’EE et de TC
2

Racines EE Feuilles Fraits FE Racines T  Feuilles TC FruitsTC

Figure 16. Teneurs en composés phénoliques de différentes parties d’E. elaterium et de T. communis.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + écart type (n=3). ANOVA-MANOVA suivi par le teste LDS ont été
utilisés pour ’analyse statistique. La différence est significative a P < 0.05. ****= tre¢s hautement significative, ***= tres

significative, ** = moyennement significative,* = faible significative.

D’aprés nos résultats, on constate que les polyphénols totaux sont présents dans les deux plantes
étudiées mais avec des teneurs variables selon la partie de la plante. Comme le rapporte la figure 16, les
taux de polyphénols totaux varient significativement entre les deux especes (P< 0,05) et les différentes
parties de la méme espéce (P< 0,05). Les parties aériennes d’E. elaterium sont beaucoup plus riche en
polyphénols totaux par rapport aux racines avec un moyen de 21.15+0.71mg EqAG/g MS pour les
feuilles, 17.34+0.75mg EqQAG/g MS pour les fruits et 7.22+0.3mg EqAG/g MS pour les racines. Les
mémes résultats sont observés dans les feuilles de T. communis avec un moyen de 20.70+0.98 suivi par
les racines et les fruits (13.49+0.37 et 18.77+0.34 mg EqAG/g MS respectivement).

Ces résultats sont comparables a ceux indiqués dans 1’étude de Abbassi et al., (2014), ou il trouve
une concentration des polyphénols variée entre 6.74-46.84mg EQAG/g MS dans les différents organes

@
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d’E. elaterium. Cette concentration est beaucoup plus élevee dans les feuilles et les fruits que les
racines. De plus, 1I’étude rapportée par Felhi et al., (2017) indique que la teneur en polyphénols dans
les fruits d’E. elaterium est supérieure a celle trouvée dans la méme partie de notre plante avec un
moyen de 92+2mg EqAG/g MS, alors que la teneur en flavonoides de notre échantillon est supérieure
a celle enregistrée dans la méme étude (7£1mg EqQ/g MS). En outre, le travail de Zerargui et al.,
(2016), indique que la concentration en polyphénols totaux dans les racines de T. communis est
supérieure a celle trouvée dans la méme partie de notre plante avec une concentration de 69.78+0.1mg
EgAG/g MS.

Les teneurs en flavonoides dans les deux plantes étudiées varient significativement entre les
différentes parties de la méme plante ainsi qu’entre les différentes espéces étudiées (P< 0,05). La
teneur la plus élevée est celle de la partie feuilles de T. communis avec une concentration de 56.25mg
EqQ/g MS suivie par la partie feuilles d’E. elaterium avec une teneur de 52.01mg EqQ/g MS puis la
partie fruits de deux plantes avec une concentration de ’ordre 16.79mg EqQ/g MS pour I’E.
elateriumet et de 15.45mg EqQ/g MS pour le T. communis. Parallélement, des teneurs inférieures en
flavonoides sont observées pour les parties racines avec une concentration de 8.56mg EqQ/g MS et
14.70 mg EqQ/g MS de T. communis et d’E. elaterium respectivement.

En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, les teneurs en flavonoides dans cette étude
sont supérieures a celles obtenues par Abbassi et al., (2014) pour les trois parties d’E. elaterium avec
un moyen de (17.38+1.65mg EqC/g MS pour les feuilles, 9.91+0.51mg EqC/g MS pour les fruits et
4.42+0.51mg EqC/g MS pour les racines). Alors que dans une 1’étude de Zerargui et al., (2016), la
concentration en flavonoides est similaire a celle trouvée dans la partie racines de T. communis
(8.08+0.07mg EqQ/g MS).

D’apreés la quantification des tanins totaux et des tanins hydrolysables, on observe que les racines
et les feuilles de T. communis semblent étre plus riches en ces constituants (93.78+8.37,
38.13+11.53mg EgAT/g MS de tanins totaux et 83.74+2.53, 68.71+1.92mg EqAT/g MS de tanins
hydrolysables respectivement) tandis que la teneur en ces derniers est presque négligeable dans les
fruits (3.99+2.81mg EQAT/g MS de tanins totaux et 10.41+2.8 de tanins hydrolysables
respectivement). E. elaterium semble étre aussi contenant des teneurs considérables des tanins totaux
et ceux hydrolysables dans les différentes parties : racines 14.76+5.76, feuilles 18.75+£3.72, fruits
27.98+£8.86mg EgAT/g MS de tanins totaux et 17.15+0.84, 51.52+8.51 et 15.52+2.83 de tanins

hydrolysables dans les racines, les feuilles et les fruits respectivement.
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Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par Felhi et al., (2017) ou il trouve que la teneur la
plus élevée en tanins totaux d’E. elaterium est localisée dans les fruits alors que les feuilles sont plus
riches en tanins hydrolysables. Tandis que, le travail d’Abbassi et al., (2014), indique également que
les teneurs en tanins contenants dans les fruits, les feuilles et les racines d’E. elaterium sont inférieures
a celles obtenues dans notre étude avec un moyen de 4.29+0.33mg EQAG/g MS, 3.54+0.66mg EqAG/g
MS, 2.09+£0.33mg EqAG/g MS respectivement.

On peut conclure que la variation de la teneur en polyphénols, en flavonoides et en tanins est
essentiellement attribuable a la différence de la région, la distribution géographique, le climat et le
stade de maturité (Kondakova et al., 2009). Sur la base de plusieurs rapports scientifiques, la
concentration en polyphénols dépend de I’altitude. La teneur la plus élevée, existe dans les faibles
altitudes (Maditshwa et al., 2013), alors que la teneur en flavonoides peut étre liée a la température.

Plus la température est élevée, plus la biosynthese des flavonoides est inhibée (Felhi et al., 2017).
3. Pouvoir antioxydant in vitro
3.1. Capacité anti-radicalaire des extraits éthanoliques

3.1.1. Test de DPPH

La propriété anti-radicalaire de différentes parties de deux plantes étudiées a été déterminée par le
test de DPPH, et les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH a la concentration
de Img/ml (figure 17).

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits et le standard (BHA) réduisent le radical
DPPH pour une méme concentration de 1mg/ml avec une différence significative P< 0.05 et des

pourcentages d’inhibition différents.
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Figure 17. Pourcentage d’inhibition de DPPH a 1mg/ml par les extraits éthanoliques de

deux plantes étudiées.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne * écart type (n=3). ANOVA-MANOVA suivit par le
teste LDS ont été utilisés pour [’analyse statistique. La différence est significative & P < 0.05. ***= trés

significative, ** = moyennement significative, * = faible significative.

D’apreés nos résultats, le potentiel antioxydant mesuré, en utilisant le test de DPPH a monté que les
différentes parties d’Ecballium elaterium (EE) et de Tamus communis (TC) ont exprimées une activité
intéressante contre le radical DPPH° quand comparé aux antioxydants de synthése; le BHA
(46,84+0,23%). La partie racine d’E. elaterium semble avoir un effet scavanger plus faible sur le
radical DPPH° avec un moyen de 4.10+0.40%. Alors que, une similitude a été enregistrée entre la
partie feuilles et la partie fruits de méme plante pour piéger le DPPH®° avec un moyen de 51.84+0.32%
et 56.77+£1.47% respectivement. Le T. communis possede aussi une activité de balayage de DPPH®
plus élevée dans la partie feuilles (55.12+1.06%) suivi par la partie fruits (48.59+4.82%) et celle des
racines (41.37+3.10%).

En comparant nos résultats avec ceux de la bibliographie, les valeurs d’inhibition dans cette étude
sont inférieures a celles obtenues par Felhi et al., (2017), pour la partie fruits d’E. elaterium de la
région de Tunisie, a la concentration de 1mg/ml d’extrait. En outre, 1’étude de Jodo et al., (2013),
menée sur I’extrait éthanolique des fruits de T. communis a mise en évidence une forte activité
antioxydante de 1’ordre de 55+1%. La méme étude montre que le T. communis, est une espece riche en
composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités biologiques notamment 1’activité

antioxydante. Alors que, un pourcentage de 45,2+1,65% a été révele par Marco et al., (2011) pour la

E

méme partie de T. communis.
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L’activité inhibitrice de radical DPPH° est liée essentiellement a la richesse en composés
phénoliques, en flavonoides et en tanins (Felhi et al., 2017). Les polyphénols contenus dans les
extraits d’E.elaterium et de T. communis Sont probablement responsables de ’activité antioxydante.
L’effet scavanger de ces phyto-constituants est d a leurs propriété redox et la structure chimique, ce
qui leurs permet d’agir comme antioxydants (Soobrattee et al., 2005). Leurs capacités de piégeage des
radicaux libres sont facilitées par leurs groupements hydroxyle (OH) libres qui agissent comme des
donneurs d’hydrogéne et donc d’éliminer 1’électron supplémentaire (Lobo et al., 2010). Les
flavonoides, y compris les flavones, les flavonols et les tanins condensés, sont des métabolites
secondaires de plantes, dont I’activité antioxydante dépend de la présence du groupe OH libre, en
particulier 3-OH (Geetha et al., 2003).

3.1.2. Test I’ABTS

La propriété anti-radicalaire de différentes parties de deux plantes étudiées contre les radicaux
cationiques ABTS®" est enregistrée dans la figure 18 et les résultats sont exprimés en TEAC

(mMTrolox/g de la matiere séche.
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Figure 18. Capacité anti-radicalaire des extraits éthanoliques de deux plantes étudiées contre
le radicale ABTS®" a la concentration 1mg/ml.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + écart type (n=3). ANOVA-MANOVA suivit par le teste LDS ont été
utilisés pour I'analyse statistique. La différence est significative a P < 0.05. ****= trés hautement significative, ***= tres

significative, ** = moyennement significative, * = faible significative.
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D’apreés nos résultats, on observe que les extraits éthanoliques de différentes parties d’E. elaterium
et de T. communis possédent un effet neutralisant de radical ABTS°" avec une différence significative
P< 0.05. La capacité antioxydante (TEAC) la plus puissante a enregistrée dans la partie feuilles d’E.
elaterium avec un moyen de 93.03+1.44mM de Trolox/g MS suivi par les parties aériennes de T.
communis (83.06£1.28mM de Trolox/g MS pour les feuilles et 79.09+£0.42mM Trolox/g MS pour les
fruits) et la partie fruits de la méme plante (75.95+5.52mM de Trolox/g MS). Alors que, la TEAC
enregistrée dans les fruits et les racines d’E. elaterium est de 65.27+£1.01 et 13.17+0.71 respectivement.

La capacité de piégeage de I’ABTS®" pourrait vraisemblablement liée a la richesse de 1’extrait en
composés phénoliques qui peuvent agir comme donneur d’électron en réagissant avec les radicaux
libres (Felhi et al., 2017). Hagerman et al., (1998) ont rapportés que les tanins et les polyphénols sont

des composés puissants pour absorber et neutraliser le radical d’ABTS®".
3.2. Pouvoir de chélation de fer

La figure 19, montre les variations des pourcentages de chélation de fer des extraits
éthanoliques des fruits, des feuilles et des racines de T. communis et d’E. elaterium a la concentration

de Img/ml.
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Figure 19. Pourcentages de chélation du fer par les extraits ethanoliques de deux plantes

étudiées a la concentration 1mg/ml.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + écart type (n=3). ANOVA-MANOVA suivit par le

teste LDS ont été utilisés pour I’analyse statistique. La différence est significative a P < 0.05. ***= tres
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significative, ** = moyennement significative, * = faible significative.
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La ferrozine peut quantitativement former des complexes avec les ions Fe?* libres. En présence
d'autres agents de chélation, la formation de ce complexe est perturbée. 1l a été montré que les agents
chélateurs sont efficaces en tant qu'antioxydants secondaires parce qu'ils réduisent le potentiel redox
stabilisant de ce fait la forme oxydée de I'ion métallique (Suresh-Kumar et al., 2008). C’est la raison
pour laquelle une diminution de I’absorbance du complexe Fe*'-ferrozine indique la présence

d’antioxydants chélateurs (Le et al., 2007).

Les résultats obtenus montrent que, pour une concentration de 1mg/ml 1’extrait brut des fruits d’E.
elaterium semble avoir 1’effet chélateur de fer le plus puissant, parmi les différents extraits de deux
plantes avec un pourcentage de 68.99£17.76% qui ne présente aucune différence significative (P<
0.05), suivi par 1’extrait brut des racines (67.78+4.74%) puis des feuilles (64.89£5.15%) de la méme
plante. Alors que, les valeurs de chélation de fer des différentes parties de T. communis sont trés
proches avec un moyen de 1’ordre de 62.61+12.39% ,50.60+20.81% et 46.65+15.44%, pour les fruits,

les racines et les feuilles respectivement.

En comparant nos résultats avec d’autres, le pourcentage de chélation de fer enregistré dans notre
étude (50.60£20.81%) concernant les racines de T. communis est tres proche a celui obtenu par
Zerargui et al., (2016), (77.87%). La chélation des ions métalliques menent a bloguer la réaction de
type Fenton génératrices de radicaux HO®. De plus, les extraits ou les composés ayant l'activité de
chélation de fer sont censés pour empécher la peroxydation des lipides en stabilisant les métaux de
transition (Wu et Ng, 2008). Selon la littérature, les composés phénoliques s’avérent comme de bons
chélateurs des ions métalliqgues (Morris et al.,, 1995; Brown et al., 1998). Sahreen et ses
collaborateurs, (2010) montrent que les extraits des plantes induisent des effets chélateurs directement
proportionnels a la polarité de leurs solvants.

Aussi les travaux menés par Watanabe, (2008) expliquent que les mucilages sont des
polysaccharides solubles dans 1’eau et insolubles dans 1’alcool et sont caractéris€s par leurs propriétés
chélatrices. On estime alors que nos extraits contiennent des composés autres que les polyphénols mais
doués de capacité chélatrice.

Dailleurs, des travaux montrent que les composés phénoliques ne pourraient pas chélater des
métaux de transition si ces derniers ne possedent pas les groupes fonctionnels nécessaires pour
I'activité chélatrice (Wong et al., 2006).
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3.3. Pouvoir réducteur du fer ferrique

Le test du pouvoir réducteur des extraits éthanoliques de différentes parties d’E. elaterium et de T.
communis a fourni les résultats de la figure 20. Ces résultats sont exprimés en gramme équivalent

d’acide ascorbique dans un gramme de la matiére séche (g Eq AA/g MS).
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Figure 20. Capacité des extraits éthanoliques des deux plantes a réduire le fer pour une concentration

de 1mg/ml d’extrait.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + écart type (n=3). ANOVA-MANOVA suivit par le teste
LDS ont été utilisés pour ’analyse statistique. La différence est significative a P < 0.05. ****= trés hautement

significative, ***= trés significative, ** = moyennement significative, * = faible significative.

Nos résultats montrent que les extraits éthanoliques de deux espéces choisis ont une capacité
réductrice de fer ferrique variée d’une manieére significative (P< 0.05) en fonction de la partie étudiée.
Cette activité est localisée dans les parties aériennes d’E. elaterium et de T. communis suivi par la
partie souterraine de deux plantes avec un moyen de concentration de 4.24+1.05 et de 4.194+2.46 ¢
EqAA/g MS respectivement. Les feuilles et les fruits d’E. elaterium sont capables a réduire le fer
ferrique en fer ferreux avec un moyen de concentration de 6.98+0.88 et 8.36+2.93 g EQAA/g MS
respectivement, alors que la concentration de fer réduit par les mémes parties de T. communis est de
5.17+0.79 et de 5.01+2.39 g EQAA/g MS.

Jodo et al., (2013) a été enregistrés des valeurs plus élevées (47+5%) que ceux obtenues dans

notre étude (5.01£2.39%). La capacité réductrice d’un extrait peut servir comme un indicateur
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significatif de son activité antioxydante potentielle (Yang et al., 2008). Cette activité est due a leur
richesse en composés phénoliques (Abbassi et al., 2014).

Plusieurs auteurs suggerent que la puissance de réduction de fer est l'un des mécanismes
antioxydants car le fer est un pro-oxydant a forte concentration (Karagozier et al., 2008). Il arrive a
activer la réaction de Fenton ce qui permet a former le radical hydroxyle qui posséde un pouvoir
oxydant plus élevé. Par ailleurs, Chimi et ses collaborateurs, (1991) ont démontrés que les composés
phénoliques se dégradent avec le temps qui a pour conséquence une diminution de leur activité

antioxydante.

4. Effet hépatoprotecteur des extraits éthanoliques de fruits d’Ecballium elaterium et de Tamus

communis in vivo

L’effet hépatoprotecteur des extraits éthanoliques des fruits de Tamus communis (TC) et
d’Ecballium elaterium (EE) a évalué en utilisant des souris males comme modéle animal.
L’hépatotoxicité a induite par I’injection intra-péritonéale d’une dose de 3ml/kg du CCl,. Plusieurs
tests ont réalisés pour déterminer I’effet préventif des extraits de deux plantes étudiées, et cela a travers

le dosage des transaminases, la mesure des taux hépatiques des protéines totales, de MDA et de GSH.
4.1. Parametres sériques

Le tableau 6 résume la variation de I’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT)
chez les souris témoins, traitées par le CCl, seul et prétraitées par 1’ibuproféne a 100mg/Kg et I’extrait
éthanolique des fruits de Tamus communis (TC) et d’Ecballium elaterium (EE) a la dose de 100mg/Kg
et 300mg/Kg.

Tableau 6. Variation de 1’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT) chez les souris
témoins, traitées par le CCl4 (3ml/Kg) et prétraitées (TC100, TC300, EE100 et EE300).

Transaminases Groupes
Témoin CCl4 Ibuprofene TC TC EE EE
100mg/Kg 100mg/Kg 300mg/Kg 100mg/Kg 300mg/Kg
ALAT (UI/) 1.66+0.47 193+19 8+0.81 1+0.51 4+0 3+0 5+0.81
Fxx # Hitt Hit# Hitt Hitt
ASAT (UI/) 240 295+37 13.3+0.47 2.3+0.47 5.6+0.47 4.6+0.47 8+0.81
SIS # Hit Hit HitH HiHt
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Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif, *P< 0,05
désigne un effet significatif, **P< 0,01 désigne un effet hautement significatif, ***P< 0,01désigne un effet trés hautement
significatif ; comparaison avec le témoin, “P< 0,05 désigne un effet significatif, “P< 0,01 désigne un effet hautement

significatif, “*P< 0,001 désigne un effet trés hautement significatif ; comparaison avec le CCl,.

Le traitement des souris par le CCl,, provoque selon nos reésultats une augmentation du taux des
transaminases, 1’aspartate aminotransférase (ASAT) et I’alanine aminotransférase (ALAT) par rapport

au groupe témoin.

D’une part, une augmentation trés hautement significative (P< 0.001) des ASATS a enregistrée
aprés traitement par le CCl, (295+£37Ul/l) par rapport au groupe témoin (2UI/l). Alors qu’une
diminution tres hautement significative (P< 0,001) a constatée chez les souris prétraitées soit par
I’ibuproféne (13.33+£0.47UI/1) & 100mg/Kg, soit par I’extrait éthanolique de fruits de T. communis
(2.33+0.47U1/1 ; 5.66£0.47UI/I) et d’E. elaterium (4.66+0.47Ul/1 ; 8+0.81UI/l) a la dose de 100mg/Kg

et 300mg/Kg respectivement, tout en comparant au groupe traité par le CCly.

D’autre part, on a constatés une augmentation trés hautement significative (P< 0,001) de I’activité
enzymatique des ALATS aprés traitement par le CCl, (193+£19UI/l) par rapport au groupe témoin
(1.66x£0.47UI/M), Alors qu’une diminution significative (P< 0,001) de I’activité des ALATS a
enregistrée chez les lots prétraités soit par 1’ibuproféne (8+0.81UI/I), soit par I’extrait éthanolique des
fruits T. communis (1£0.51UI/1 ; 4UIN) et A’E. elaterium (3UI/I ; 5£0.81UI/1) a la dose de 100mg/Kg et

300mg/Kg respectivement, tout en comparant au groupe traité par CCl,.

En tant gqu'organe de détoxication, le foie est le premier organe qui rencontre tous les matériaux
qui sont absorbés par le tractus gastro-intestinal. Il a démontré qu'il réagissait aux insultes
toxicologiques de plusieurs facons, y compris la dégénérescence cellulaire, la nécrose, I'hyperplasie
des voies biliaires et la fibrose (Onu et al., 2013). Au cours de la Iésion hepatique, les enzymes ont
tendance a s'écouler dans la circulation sanguine en raison de leur emplacement cytoplasmique, ce qui
facilite leur mise en circulation en réponse a des dommages a l'intégrité structurelle du foie (Afroz et
al., 2014).

Les résultats issus de notre étude experimentale révelent une augmentation du taux des
transaminases apres traitement par le CCl,. Nos résultats sont comparables aux plusieurs travaux
précéedents, apres traitement des animaux par le CCl,. Selon Kale et al., (2012), cette augmentation est
due a I’augmentation de la perméabilité membranaire des hépatocytes en raison des lésions tissulaires

du foie. Ces lésions peuvent étre dues a I’accumulation du radical CCI300° issu de la
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biotransformation de CCl, au niveau du foie. Ce dernier est capable d’activer la phospholipase C qui
attaquer les phospholipides membranaires conduisant a la libération des transaminases au niveau du
sang (Coleman et al., 2001). En outre, des résultats similaires ont observés par (Kalpama et al.,
2011 ; Ulaganthan et al., 2010).

Les résultats de prétraitement des souris par 1’ibuproféne montrent qu’une diminution significative
de taux serique des ALATs et ASATs ce qui suggére que ce medicament exerce un effet
hépatoprotecteur. Rao et Knaus, (2008), montrent que 1’ibuproféne inhibe la prostaglandine synthase

(COX) en empéchant ainsi la formation des prostaglandines qui sont des médiateurs inflammatoires.

La réduction des effets toxiques de CCly, par les molécules antioxydantes a évaluée dans
plusieurs travaux. Dans notre étude, le prétraitement par les extraits éthanoliques des fruits de deux
plantes étudiées a diminué D’activité enzymatique des transaminases. Cette diminution est expliquée
par I’effet protecteur de ces extraits, dont ce dernier a protéger les cellules hépatiques contre les effets
toxiques de CCl,. L’étude de Kalpama et al., (2011), a rapportée que le prétraitement des rats avec
I’extrait aqueux des fruits de Cucumis trigonus (Dioscoreacee) empéche la libération des
transaminases dans le sang, ce qui suggere son potentiel préventif du foie. De plus, le prétraitement par

Dioscoria panthainca (Dioscoreacea) donne les mémes résultats (Xenmei et al., 2012).

L’étude d’Argil et al., (1999), montre également 1’effet hépatoprotecteur des fruits d’E. elaterium
contre la cytolyse du foie induite par le CCl; en diminuant I’activité sérique des ALATSs. Cette
diminution est due a la présence d’elaterium et des cucurbitacines B. En outre, Luffa acutangula
(cucurbitace) a réduit les dommages de CCl, sur le foie en normalisant le niveau sérique des

transaminases (Ulaganthan et al., 2010).
4.2. Parametres du stress oxydant au niveau du foie
4.2.1. Concentration des protéines totales du cytosol hépatique

Le dosage des protéines totales au niveau du cytosol hépatique a fourni les résultats de la figure
21.
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Figure 21. Variations des concentrations des protéines totales du cytosole hépatique chez les différents

groupes des souris.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif, *P< 0,05
désigne un effet significatif, **P< 0,01 désigne un effet hautement significatif, ***P< 0,01désigne un effet trés hautement
significatif ; comparaison avec le témoin, “P< 0,05 désigne un effet significatif, “P< 0,01 désigne un effet hautement

significatif, “*P< 0,001 désigne un effet trés hautement significatif ; comparaison avec le CCl,.

Nos résultats présentent une diminution hautement significative (P< 0.01) de la concentration des
protéines totales du cytosol hépatique chez les souris traitées par le CCl, (54.71£8.1mg/ml) par rapport
a celle mesurée chez le groupe témoin (143.12+1.5mg/ml). Cette concentration a augmentée en
présence d’un prétraitement soit par 1I’ibuproféne (114.02+4.23mg/ml) soit par les extraits éthanoliques
des fruits de T. communis (133.84+3.36mg/ml, 12.36%£8.34mg/ml) et d’E. elaterium
(130.14+3.33mg/ml, 117.02+5.7mg/ml) a la dose de 100mg/Kg et 300mg/Kg respectivement, tout en

comparant avec le groupe de CCl,.

Les résultats obtenus ont révélés une réduction de niveau cytosolique des protéines chez les souris
traitées par le CCl,. Cette diminution peut étre due a la destruction des protéines suite d’une
production intense des radicaux libres générés par le CCly, a I’utilisation des enzymes de détoxification
pour neutraliser et piéger les EROs ou également a la réduction de la capacité de synthése protéiques
des hépatocytes. Des résultats semblables ont été trouvés d’aprés 1’étude de Ulaganthan et al., (2010),
ou une diminution de la concentration des protéines totales a constatée. En outre Yadav et Dixit,

(2003), a enregistré une perturbation de synthese protéique suite a un traitement par le CCl,.

Le prétraitement par ’extrait éthanolique de deux plantes a restaurer de maniére hautement

significative la concentration des protéines totales ce qui confirme de nouveau 1’effet antioxydant et
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hépatoprotecteur de T. communis et d’E. elaterium. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Ulaganthan et al., (2010), qui ont démontés également une élévation de la concentration des protéines
totales aprés un prétraitement par Luffa acutangula. Alors que, Prerona et al., (2011) a indiqué que le
prétraitement par 1’extrait méthanolique des fruits de Cucurbita maxima a restauré les dommages de

foie induisent par le CCly4, en augmentant le niveau cytosolyque des protéines hépatiques.
4.2.2. Peroxydation lipidique

La figure 22, illustre les variations du taux du MDA cytosolique dans le foie des rats prétraités
ou non par I’extrait éthanolique de fruits d’E. elaterium et de T. communis a la dose de 100mg/Kg et
300mg/Kg.
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Figure 22. Variations de taux de MDA cytosolique hépatique chez les différents groupes des souris.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif, *P< 0,05
désigne un effet significatif, **P< 0,01 désigne un effet hautement significatif, ***P< 0,01désigne un effet trés hautement
significatif ; comparaison avec le témoin, “P< 0,05 désigne un effet significatif, “P< 0,01 désigne un effet hautement

significatif, “*P< 0,001 désigne un effet trés hautement significatif ; comparaison avec le CCl,.

D’aprés nos résultats, on constate une élévation significative (p< 0.05) du MDA cytosolique chez
les souris traitées par le CCl, a 3ml/Kg (141,54+4,5nM/g de foie) par rapport au groupe témoin
(3.85+£3.33nM/g de foie). Par ailleurs, une variation significative (p< 0.05) du taux de MDA a
enregistrée chez les souris prétraitées soit par I’ibuprofene a 100mg/Kg (59.41+2.97nM/g de foie) soit
par I’extrait éthanolique des fruits de T. communis (43.72+2.2nM/g de foie) a la dose de 100mg/Kg, et
celui d’E. elaterium (23.68+1.04nM/g de foie, 44.59+2.3nM/g de foie) a la dose de 100mg/kg et de

300mg/kg respectivement, tout en comparant au groupe intoxiqué par le CClys. Alors qu’une
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diminution hautement significative de MDA a enregistrée chez le lot prétraité par T. communis a
100mg/Kg (21.28+1.1nM/g de foie).

L’augmentation de MDA cytosolique hépatique est un indicateur de la peroxydation lipidique qui
due a la toxicité du foie induite par le CCl, (Cemek et al., 2010). Cette toxicité est probablement due a
la surproduction des radicaux libres et I’épuisement de la capacité antioxydante. Les résultats du
prétraitement expliquent la protection des animaux contre la peroxydation lipidique. Dans le méme
sens 1I’¢tude de Shah et al., (2017) a montrée que le CCl, induit au niveau du tissu hépatique une
augmentation de MDA reflétant le processus de la peroxydation lipidique. Le meétabolisme hépatique
de CCl, favorise la génération excessive du radical trichlorométhyl peroxyde (CCI300°) ce qui
conduit au stress oxydant. Le CCI300° induit la peroxydation lipidique qui est le processus de
dégradation oxydante des acides gras polyinsaturés et qui est souvent le premier parametre a analyser
pour prouver l'atteinte des radicaux libres, et le MDA est I’un des produits secondaires formés au cours
de l'oxydation des acides gras polyinsaturés (Misra et al., 2009). De plus, le CCI300° augmente
I'activité de la phospholipase C de trois a quatre fois. Cette derniére perturbe I'intégrité fonctionnelle et
structurelle des biomembranes en dégradant les phospholipides membranaires (Coleman et al., 2001)
ce qui conduit a une altération de la fonction de transport membranaire et une perturbation de
I'noméostasie des ions cellulaires (Bano et Bhatt, 2007 ; Alyane et al., 2008). En outre, I’activité de

cyclo-oxygénase a eté augmentée aussi apres administration de CCI4 (Lin et al., 2017).

L’ibuproféne est un médicament de synthése qui appartient a la classe des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS). Il est largement utilisé dans les cas d’inflammation, son mode d’action est
d’inhiber la prostaglandine synthase (COX) afin d’empécher la formation des prostaglandines qui sont
des médiateurs inflammatoires (Rao et Knaus, 2008). Le prétraitement par ce médicament permet
d’abaisser le niveau cytosolique hépatique de MDA en comparaison avec le groupe de CCl,. Mais le
niveau de diminution de MDA est inférieur a celui des extraits. Plusieurs études antérieures ont été
montrées que 1’ibuproféne capable de générer les EROs au cours de son biotransformation au niveau
du foie, ce qu’il rend moins efficace en comparant avec les molécules d’origine naturelle (Leroy et al.,

2007).

Par ailleurs, le prétraitement des souris par 1’extrait éthanolique des fruits de T. communis et d’E.
elaterium diminue le taux du MDA cytosolique hépatique ce qui nous permet de dire que ces plantes
protégent le tissu hépatique contre les effets toxiques du stress oxydant induit par le CCl,. L’effet
hépatoprotecteur pourrait étre expliqué par la capacité des phyto-constituants contenants dans 1’extrait
a pieger directement les radicaux libres de CCl, (Subhapradha et al., 2013), a chélater les ions

@



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coleman%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3420612

Chapitre 3 Résultats et discussions

métalliques impliqués dans la production des EROs ou a 1’augmentation de la capacité antioxydante
tissulaire. En accord avec nos résultats, Huabing et al., (2016) ont révélés que le prétraitement des
souris par I’extrait méthanolique des fruits de Dioscorea nipponica qui appartient a la méme famille
que le T. communis, réduit les dégats oxydatifs de CCl, en diminuant le taux de MDA cytosolique
hépatique. Des résultats similaires ont été enregistrés aprés prétraitement des rats par 1’extrait
éthanolique des fruits de Luffa aegyptiaca qui appartient a la méme famille que I’E. elaterium
(Sushama et al., 2011).

4.2.3. Glutathion (GSH) cytosolique hépatique

Le glutathion est un régulateur redox cellulaire majeur et un antioxydant non enzymatique
(Lavoie et al., 2017), il joue un réle antioxydant en synergie avec les enzymes anti-oxydantes
(Robaczewska et al., 2016). La réduction du niveau de GSH dans les tissus peut entrainer des blessures

peroxydatives et des dégats de la défense cellulaire contre les EROs (Richard et al., 2007).

La figure 23, présente le taux de glutathion hépatique chez les souris prétraitées ou non par
I’extrait éthanolique de fruits d’Ecballium elaterium et de Tamus communis a la dose de 100mg/Kg et
300mg/Kg.
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Figure 23. Variations de taux de GSH cytosolique hépatique chez les différents groupes des souris.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif, *P< 0,05
désigne un effet significatif, **P< 0,01 désigne un effet hautement significatif, ***P< 0,01désigne un effet trés hautement
significatif ; comparaison avec le témoin, "P< 0,05 désigne un effet significatif, “P< 0,01 désigne un effet hautement

significatif, “*P< 0,001 désigne un effet trés hautement significatif ; comparaison avec le CCl,.
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D’aprés les résultats obtenus de notre étude, on a remarqué une diminution tres hautement
significative du GSH hépatique (p< 0.001) chez les souris recevant le CCl, seul (1.27+£0.81mM/g de
foie) par rapport au groupe témoin (15.76+0.1mM/g de foie). Par contre, le prétraitement des animaux
par I’ibuproféne et T. communis a la dose de 100mg/Kg a augmenté le niveau de GSH de maniére trés
hautement significative (9.88+£0.07, 14.34+1.7mM/g de foie respectivement) en comparant au groupe
de CCly. En outre, une augmentation hautement significative de GSH a observée chez les animaux
prétraités par I’extrait éthanolique d’E. elaterium & le dose de 100mg/Kg et 300mg/Kg respectivement
(12.38+£0.01mM/g de foie, 10.38+0.9mM/g de foie). Tandis que, cette augmentation est significative
chez le groupe preétraité par la dose de 300 mg/Kg de T. communis (10.61+0.1mM/g de foie), tout en

comparant au groupe de CCl,.

Dans cette étude, les résultats ont révélés une déplétion du GSH chez les souris traitées par le
CCly. Cette diminution est essentiellement due a la consommation du GSH dans le piégeage des
radicaux libres produisent par le CCl,. Nos résultats sont en accord avec ceux de Shah et al., (2017),
qui ont démontrés que le traitement des rats par le CCl, provoque une diminution du taux de GSH
hépatique. La diminution de la teneur en GSH suggére une diminution dans le rapport global GSH /
GSSG, un indice de stress oxydatif tissulaire (Mishra et al., 2013). Ce résultat pourrait étre lié a
l'augmentation de I'oxydation du GSH, qui est le résultat direct de I'augmentation de la génération des
radicaux libres (Pushpakiran et al., 2004; Jordao et al., 2004; Emre et al., 2014).

Le prétraitement des souris par I’extrait éthanolique d’E. elaterium et de T. communis semble étre
bénéfique, en augmentant le taux du GSH hépatique, en comparant aux souris traitées seulement par le
CCl,. Cette augmentation est due a la richesse de deux plantes en phyto-constituants qui ont déja
identifiés telles que les flavonoides, tanins. Ces derniers, peuvent agir soit au niveau génétique pour
induire la synthése de cette protéine (GSH) ou sur 1’une des étapes de sa biosynthése (Halliwell, 2007),
soit par I’effet scavenger de ces composés c’est-a-dire, au lieu que les métabolites réactifs toxiques se
fixent et consomment le glutathion, ils vont étre captés par les flavonoides. Ces résultats sont en accord
avec d’autres, qui ont enregistrés une augmentation du taux du GSH dans le tissu hépatique apres
prétraitement par I’extrait éthanolique de la plante Luffa acutangula (Famille de cucurbitaceae)
(Ulaganthan et al., 2010).

En reliant les résultats de MDA avec ceux de GSH, le CCl, entraine un état de stress. Dans cet
état, le glutathion reduit (GSH) est converti en glutathion oxydé (GSSG) et I'épuisement entraine une
peroxydation lipidique qui se manifeste par un taux élevé du MDA (Shukla et al., 2004).
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D’apres les résultats, nous avons remarqués que la dose de 100mg/kg d’extrait de deux plantes est
plus efficace a celle de 300mg/Kg. Ce qui nous permet a dire que les deux plantes ayant une certaine
toxicité sur les animaux, tout en augmentant le taux de MDA et en réduisant le taux de GSH hépatique.
Notre étude est confirmée par Victoria et al., (2013) ou ils montrent que les fruits d’E. elaterium donne
lieu a une certaine toxicité, car ils contiennent les cucurbitacines (essentiellement D et E) qui peuvent

entrainer une congestion de foie et des reins lorsque la dose est élevée.

@
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Conclusion et perspective

Notre étude est portée sur I’activité antioxydante de deux plantes locales ; Ecballium elaterium et

Tamus communis.

Sur la base de nos résultats, 1I’Ecballium elaterium et le Tamus communis semblent étre tres riche en
métabolites secondaires a savoir les polyphénols, les flavonoides et les tanins et présentent des
activités anti-oxydantes in vitro contre les radicaux libres DPPH® et ABTS®" ainsi qu’une activité

chélatrice et réductrice du fer.

Le CCl, est cytotoxique pour le foie. Il est capable de provoquer un stress oxydant hépatique exprimé
par un déficit du systéme antioxydant non enzymatique et une diminution de la concentration des
protéines totales, avec une augmentation de la peroxydation lipidique. Ces changements se terminent
par des l1ésions hépatocytaires manifestants sur le plan biochimique par I’augmentation de I’activité

des transaminases au niveau sérique.

Le prétraitement des souris par 1’extrait éthanolique des fruits de deux plantes a permis la mise en
évidence d’un effet préventif contre 1’hépatotoxicité induite par le CCly et le maintien du taux des
transaminases au niveau cellulaire normal. Cet extrait renforce également le systéme antioxydant non
enzymatique, augmente la concentration des protéines totales et protege les membranes cellulaires
contre les effets toxiques des ERO, par I’inhibition de la peroxydation lipidique qui se traduit par la
réduction du taux cytosolique hépatique de MDA.

Il ressort clairement de notre étude que les fruits d’E. elaterium et de T. communis exercent par leurs

pouvoir antioxydant un effet préventif contre la toxicité hépatique causée par le CCly.

Néanmoins, des études complémentaires plus approfondies sont nécessaires afin d’identifier les
molécules bioactives et comprendre les différents mécanismes moléculaires responsables a I’effet

hépatoprotecteur de cet extrait.



Annexe 1. Principaux types des polyphénols.
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Classes Sous classes Exemples Structures de bases Références
Anthocyanidines Cyanidine
Flavonoles Quercétine . (Havsteen,
Flavones Apigénine fn “ 2002 ;
Flavonoids | Isoflavones Daidzeine | ;W[ [ " | Edenhasrder et
Flavanols Catéchine L Griunhage,
Flavanones Eriodictyol 2003 ; Bruneton,
1999).
Coumarines Umbelliférol
i . . (Jain et Joshi,
Coumarins | simples Esculétine
- ATY RS 2012 ; Floch et
Coumarines Angélicine
. . al., 2002 ;
complexes Ampératorine
|-|0 0 0 Smyth et al.,
2009).
Tannins Gallotanins OH OH
hydrolysables Ellagitanins 0
H 0]
(Cowan, 1999).
. HO
Tannins H

OH

Tannins condensés

Tanins catéchiques
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H
Pinosylvine HO (Scalbert et
Stilbénes Astringine Williamson,
Piceatannol 2000).
H
Les dérivés de Acide gallique
I’acide Acide vanillique (Bruneton,
Acides hydroxybenzoique | Acide salicylique k| 2008 ; Han et
phénoliqus al., 2007 ; Chira
et al.,2008 ).
Les dérivés de de Acide cafféique R2 RI
I’acide hydroxy- Acide férulique
cinnamique R3 COOH
R4
1
o 99 Y =7,1762X + 0,0702
S 08 R2=0,9957
2 07
2 06
L 0,5
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0,1
0
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Annexe 2. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, pour le dosage des polyphénols

a A=765nm (Moyenne de trois essais).
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Densité optique
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Annexe 3. Courbe d’étalonnage de la quercétine, pour le dosage des flavonoides a A= 488 nm

(Moyenne de trois essais).
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour le dosage des tannins totaux a 510 nm

(Moyenne de trois essais).
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Annexe 5. Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour le dosage des tannins

hydrolysable a A= 660 nm (Moyenne de trois essais).
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Annexe 6. Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test d’ABTS®" a A=734 nm

(Moyenne de trois essais).
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Annexe 7. Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour évaluer le pouvoir

réducteur a A=700 nm (Moyenne de trois essais).
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Figure 8. Courbe étalon du dosage des protéines (BSA comme standard).
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Theme : Evaluation de I’activité antioxydante et hepatoprotectrice in vitro et in vivo de deux
plantes locales :

Ecballium elaterium et Tamus communi.

Résumé : La métabolisation hépatique de tétrachlorure de carbone (CCl4) génére le radical trichlorométhyl
peroxyde (CCL300°), métabolite hautement réactif responsable de I’hépatotoxicité. Ecballium elaterium et Tamus
communis sont deux plantes du bassin Méditerrané qui ont été découvertes a travers 1’étude des remédes traditionnels et les
connaissances des populations autochtones a travers le monde. Notre étude vise a évaluer 1’effet protecteur de I’extrait
éthanolique de fruits de deux plantes contre I’intoxication hépatique induite par le CCI4 chez des souris males. L’étude
phytochimique a montrée que cet extrait est riche en polyphénols, en flavonoides et en tanins et posséde une activité anti-
radicalaire contre le radical libre DPPH°® et ABTS™, ainsi qu’une activité chélatrice et réductrice de fer. L’extrait
éthanolique a été administré par gavage gastrique a la dose de 100 et 300 mg/kg durant 6 jours et la toxicité de foie a été
induite par injection intra-péritonéale de CCl4 a 0.02 ml/g, 2h apreés la derniére dose de 1’extrait. Ibuproféne a 100 mg/kg a
été utilise comme une molécule de référence. Nos résultats montrent que le CCl4 a provoqué une perturbation des
paramétres biochimiques (ASAT/ALAT), une diminution de la concentration des protéines totales, une augmentation de la
peroxydation lipidique (MDA) et un déficit au niveau du systéme antioxydant non enzymatique (GSH). Le prétraitement
par 100 et 300 mg/kg d’extrait a permis de réduire le taux des transaminases et de MDA et d’augmenter la concentration
des protéines totales et ’activité de GSH. Ces résultats suggerent que 1’extrait éthanolique de fruits d’Ecballium elaterium
et de Tamus communis posséde un effet hépatoprotecteur contre la toxicité hépatique induite par le CCl4.

Mots clés: Hépatotoxicité, CCl4, transaminases, stress oxydant, Ecballium elaterium, Tamus communis.

Abstract: Hepatic metabolism of carbon tetrachloride (CCI4) generates trichloromethyl peroxyde radical, highly reactive
metabolite responsible for hepatotoxicity. Ecballium elaterium and Tamus communis are two plants from the
Mediterranean basin that have been discovered through the study of traditional remedies and the knowledge of indigenous
peoples around the world. Our study aims to evaluate the protective effect of the ethanolic extract of fruits of two plants
against the hepatic toxicity induced by the CCI4 in male mice. The phytochemical study showed that this extract is rich in
polyphenols, flavonoids and tannins and has an anti-radical activity against free radical DPPH° and ABTS™, as well as a
chelatrice activity and reducer of iron. The ethanolic extract was administered by gastric gavage at 100 mg/Kg for 6 days
and the liver toxicity was induced by intraperitoneal injection of CCl4 at 0.02 ml/g, 2 hours after the last dose of extract.
Ibuprofen at 100 mg/Kg was used as a reference molecule. Our results show that CCl4 has caused a disruption of
biochemical parameters, a decrease in total protein concentration, an increase in lipid peroxidation and a deficiency in the
non-enzymatic antioxidant system (GSH). Pretreatment with 100 and 300 mg/Kg of extract reduced transaminase and
MDA levels, and increased total protein concentration and GSH activity. These results suggest that the ethanolic extract of
Ecballium elaterium and Tamus communis fruits has a hepatoprotective effect against hepatic toxicity induced by CCl4.

Key words: Hepatotoxicity, CCI4, transaminases, oxidative stress, Ecballium elaterium, Tamus communis.
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