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Résumeé

Les travaux présentés dans cette thése contribuent a la valorisation de la partie
aérienne d’une plante endémique collectée du Sahara algérien, Heliotropium undulatum Vahl
(la famille des Boraginacées). Cette étude a ¢été réalisée dans le cadre d’évaluation de
I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des extraits N-BuOH des tiges et des feuilles de
H. undulatum en utilisant un model rat-hydrazine. Les études in vitro (DPPH®, Chélation,
FRAP, °OH) révelent que I’extrait n-BuOH des feuilles est doté d’une propriété antioxydante.
Les études in vivo également ont montré que I’extrait N-BuOH des feuilles a 200 mg/Kg a
prouvé une activité hépatoprotectrice en préservant la fonction hépatique, en modulant la
CYP2E], en neutralisant le stress oxydant hépatique, et en assurant une protection de statut
redox intra-mitochondrial manifesté durant le traitement par le I’hydrazine (300 mg/Kg).
L’activité anti-inflammatoire s’est mieux prononcée par I’extrait n-BuOH des tiges dont la
mise en évidence est effectuée en utilisant différents testsin vitro (dénaturation de 1’albumine,
HRBC, NO° scavenger). L’étude des voies modulatrices (les protéines carbonyles hépatiques,
de MPO, les taux des NO, de I'IL-1B et de TNF-a) a confirmé le potentiel anti-inflammatoire
in vivo de I’extrait n-BuOH des tiges. L’ensemble des mécanismes antioxydants et anti-
inflammatoires concomitants caractérisant les deux extraits d’Heliotropiuin undulatum est
corrélé a la nature qualitative et quantitative des acides phénoliques et des flavonoides révélés
via I’analyse par ’HPLC-MASS et a I’effet synergétique de tous les phytoconstituants qui
renferme cette plante.

Mots Clés : Heliotropium undulatum Hydrazine, Foie Stress oxydant, Inflammation,
Cyp2E1, Mitochondrie, HPLC/MS.
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Abstract

The work presented in this thesis contributes to the valorization of the aerial part of an
endemic plant collected from the Algerian Sahara, Heliotropium undulatum Vahl (the family
Boraginaceae). This study was conducted to evaluate the antioxidant and antiinflammatory
activities of n-BuOH extracts of stems and leaves of H. undulatum using a rat- hydrazine
model. In vitro studies (DPPH°, Chelation, FRAP, °OH) reveal that the n-BuOH extract of
leaves has an antioxidant property. In vivo studies have also shown that the n-BuOH extract of
200 mg/kg leaves has demonstrated hepatoprotective activity by preserving liver function,
modulating CYP2EL, neutralizing hepatic oxidative stress, and providing intra- mitochondrial
redox status exhibited during treatment with hydrazine (300 mg/kg). The antiinflammatory
activity was better pronounced by the n-BuOH extract of the stems, the demonstration of
which is carried out using various in vitro tests (denaturation of albumin, HRBC, NO°
scavenger). The study of modulatory pathways (hepatic carbonyl proteins, MPO, levels of NO,
IL-ip and TNF-a) confirmed the in vivo anti-inflammatory potential of the n- BUOH extract of
stems. The set of concomitant antioxidant and anti-inflammatory mechanisms characterizing
the two extracts of Heliotropiuin undulatum is correlated with the qualitative and quantitative
nature of the phenolic acids and flavonoids revealed via HPLC- MASS analysis and with the

synergetic effect of all the phytoconstituents contained in this plant.
Keywords: Heliotropium undulatum, Hydrazine, liver, Oxidative stress,
Inflammation, Cyp2E1, Mitochondria, HPLC/MS.
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Introduction générale

L'hydrazine et ses dérivés sont fréquemment retrouvés dans notre environnement [1,2].
Ils sont utilisés comme matiéres premicres et/ou intermédiaires dans de nombreuses synthéses
industrielles [3]. Anciennement, l'utilisation de I’hydrazine en médecine, est largement
discutée, elle est limitée a un traitement curatif de I'hypertension et de la tuberculose. A nos
jours, cette substance a été approuvée par ses effets thérapeutiques vis-a-vis a un nombre
importants de cancers avancés [4,5]. En revanche, malgré son effet thérapeutique, et
industriel, I’hydrazine peut engendrer des effets hépatotoxiques, qui font 1’objet de
nombreuses recherches. L hépatotoxicité présente un effet indésirable majeur et remarquable
de I'hydrazine [6], elle se manifeste principalement par un dysfonctionnement mitochondrial

et microsomal [7,8].

Les mitochondries jouent un rdle central dans la vie et la mort des cellules et
maintiennent l'homéostasie dans la cellule en interagissant avec les especes réactives
oxygene-azote et en répondant de maniére adéquate aux différents stimuli [9]. Dans ce
contexte, l'interaction de 1’hydrazine avec les mitochondries est associée a une grande
proportion d’anomalies [10]. De nombreuses molécules dérivées de I’hydrazine ont été
considérées comme des inhibiteurs de la chaine de transport d'électrons mitochondriaux,
interférant avec un ou plusieurs complexes de la chaine respiratoire. Certains d’autres peuvent
conduire a un découplage de la phosphorylation oxydative [11], cette altération du
dysfonctionnement conduisant a la toxicit¢é mitochondriale induit le stress oxydatif

mitochondrial et la production des radicaux libres qui conduit a la mort cellulaire [12].

Dans la littérature, les interactions de I’hydrazine avec les microsome hépatiques
initi€es par le cytochrome P450, amplement discutées, concernent principalement les liens
entre les taux de CYP2E1 et ’hépatotoxicité par ’hydrazine [8, 13]. En effet, le CYP2EI est
un déterminant clé de I'état redox cellulaire générant des radicaux libres, cette réaction est
susceptible d’étre amplifiée par de I’hydrazine [14, 15, 16]. Dans cette optique, de nombreux
tentatives et essais thérapeutiques ont été avancés dont le but de combattre les effets néfastes
du dysfonctionnement mitochondrial et microsomale hépatocytaire. Les recherche actuelles
parlent des stratégies pharmacologiques de la modulation de ces dysfonctionnements restent

malheurcusement défectueuses [17].

De nombreuses études ont révélé qu'une augmentation du stress oxydatif tel la

production des H>O, endogene peut se résulter en dommages des membranes lysosomales et

1
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meéne & un effondrement du potentiel membranaire mitochondrial. Ces résultats
impliquent le H202, médiateur cellulaire de I’inflammation comme une caractéristique
importante de I’inflammation induite par I’hydrazine, qui entrainait une cascade de réactions

radicalaires pathologiques et produisent les radicaux libres oxydants.

La toxicité de I'hydrazine est également en cause, en tant que facteur de risque
potentiel de manifestation de réactions indésirables aux médicaments, en particulier celles
provoquées par les médicaments contenant de I'nydrazine [4]. Les échecs des mécanismes de
défense antioxydants endogénes favorisent la formation des radicaux libres excessifs et les

dommages tissulaires conséquents [10].

Récemment, les produits a base de plantes ont attiré I'attention comme des composés
thérapeutiques et protecteurs naturels actifs utilisés dans la médecine alternative. Il est
rapporté qu'un pourcentage important de la population dépend des médicaments de dérivés
naturels comme une source de substances bioactives pour maintenir leur santé [18]. le
développement des méthodes analytiques, pharmacologiques et cliniques a permis a la
phytothérapie de faire ses preuves scientifiques sur la qualité, et I’efficacité des plantes
médicinales [19]. L’Algérie, avec ses milliers d’hectares de forét et de paturage, regorge de
plantes condimentaires et médicinales qui sont encore méconnues et mal exploitées. En
Algérie, I’industrie pharmaceutique, et également des médecins, des biologistes et des
chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées utilisées en

médecine traditionnelle. [20].

De nos jours, la découverte de nouveaux médicaments semble de se concentrer sur
leurs origines végétales. Les médicaments a base de plantes jouent un réle important dans la
régénération des cellules notamment hépatiques et I'accélération de leurs processus de
guérison et par conséquent, la gestion de nombreux troubles du foie [21]. Il existe un nhombre
considérable de plantes pourrait étre considéré comme une mine d'or pour prévenir aux agents
hépatoxique. A la lumiére de ces données, notre investigation est consacrée a I’étude
phytochimique et hepatoprotectrice d’une espéce Heliotropium undulatum (Boraginaceae) en
tant que sources de composés naturelles actives. Une étude chimique antérieure des espéces de
genre Heliotropium a montré qu’elles sont riches en flavonoides, terpénoides, stéroides,
alcaloides, saponines et tanins [9] ; et révelent une puissante activité de piégeage des radicaux
libres [22]. Des rapports antérieurs a indiqué également que ce genre présente de nombreuses

activités telles que des activités anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques [23, 24,
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[25]. Sachant que le piégeage des radicaux libres et les activités antrinflammatoires sont des
facteurs critiques impliqués dans la modulation du dysfonctionnement hépatique, la présente
étude est basée sur la découverte des agents thérapeutiques naturellement dérivés ayant un
effet hépatoprotecteur et permet de discerner les hypothéses aidant a conduire la relation
structure/effet de cette espece, ainsi que ses molécules inclues dans la modulation du

dysfonctionnement mitochondrial/microsomale induit par I’hydrazine.

Notre investigation s’intéresse particulierement a étudier les effets modulateurs de la
plante de la phase butanolique des tiges (BEHUS) et des feuilles (BEHUL) de [’espece
Heliotropium undulatum vis-a-vis le dysfonctionnement mitochondrial/microsomal
hépatocytaire et les altérations inflammatoire chez le rat traité par I’hydrazine. Selon la

littérature, peu d’études biologiques ont été réalisé avec I’espece H. undulatum.

Cette étude explore la plante H. undulatum en tant que sources de substances naturelles
actives dont la connaissance de leurs structures chimiques permettrait d’envisager les
hypotheses aidant a déterminer I’interaction de ces composés avec les mécanismes impliqués
dans la modulation du dysfonctionnement mitochondrial/lysosomal induit par I'HD. Afin
d’atteindre les objectifs congus par notre hypothése de travail nous avons adopté la démarche

suivante :

-Etude chimique : extraction, criblage phytochimique préliminaire et analyse qualitative et
quantitative en utilisant I’analyse par CCM, et par chromatographie Chromatogrammes

HPLC-MS, afin de déterminer le profile chimique de la plante H. undulatum.

- Etude biologique: valorisation du potentiel biologique antioxydant et antrinflammatoires de

la plante H. undulatum:

- Evaluation de Dactivité antioxydante des éxtraits BEHUS et BEHUL sur des mod¢les in

vitro.

- Evaluation de [l’activité antioxydante hépatocytaire in vivo (fonction hépatique, statut
oxydatif cytosolique/statut oxydatif mitochondrial, CYP2E1) des extraits BEHUS et BEHUL

sur le modele rat éxposé a I’'HD.

- Evaluation de Iactivité anti-inflammatoire des extraits BEHUS et BEHUL sur des modéles

in vitro.
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- Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo (caragéenine, proteine carbonylée, MPO,

TNF-a, IL-B) des extraits BEHUS et BEHUL sur le mode¢le rat exposés a I’'HD.
-Evaluation histopathologique

-Les comparaisons statistiques des moyennes en utilisant le test t de Student.
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Chapitre 1

Hydrazines et sesdérivés

. Les propriétés de I’hydrazine

L'hydrazine est un liquide incolore, hygroscopique, fumant a l'air et d'odeur aminée
caractéristique (odeur ammoniaquée, seuil olfactif : 3 a 4 ppm) [1,2]. Cette substance est tres
soluble dans l'eau et dans les alcools, les amines et liquides ammoniaqués ; avec l'eau,
I'hydrazine anhydre forme un azéotrope a 68 % (en poids) d'hydrazine qui bout a 120,5 °C.
Son hydrate principal, qui contient 64 % en poids d'hydrazine, peut exister a I'état solide et a
I'état liquide. Dans les conditions normales, c'est un liquide incolore légerement huileux. Le
degrés de pureté de I'hydrazine anhydre est de 93 - 100 %. La constante de dissociation (Pka)
de I'hydrazine anhydre est de 8,1 a 25 °C [3]

/H
H"‘"--..
H

Figure 1.1 : Molécule d'hydrazine N2H4 [4].

L’ hydrazine est bien connu en raison de ses applications dans les industries chimiques,
pharmaceutiques et agricoles ; ainsi que dans I’industrie aérospatiale : fuels pour fusées [5].
Les dérivés de I’hydrazine sont aussi présents naturellement dans certain champignons [6,7].
Il est principalement utilis€ comme réducteur pour le conditionnement des circuits
secondaires des centrales nucléaires et comme stabilisateur de chaleur [8]. D'autres
utilisations comprennent en tant qu'intermédiaire chimique pour la synthése, en tant que
stabilisant pour des additifs pour carburants de peroxyde organique, en tant que absorbant
pour les gaz acides, en tant qu'agent de controle de la croissance des plantes [9,8].
L’hydrazine est également un métabolite de deux importants médicaments, l'isoniazide, et
I’hydralazine [10].

L’exposition a I’hydrazine est donc avant tout professionnelle, dans I’ensemble des activités
industrielles la mettant en ceuvre au niveau des centrales thermique [11]. La population
potentiellement pourrait étre exposée par l'ingestion des résidus présents dans les aliments

traités avec I’hydrazine ou ses dérivés. Le 1,1-diméthylhydrazine a été identifi€¢ comme un
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produit d'hydrolyse du daminozide en fruits transformés. Daminozide est plus inscrit destiné a
étre utilisé sur les plantes alimentaires aux Etats-Unis [12]. L’hydrazine a été également
détectée dans les produits du tabac a des concentrations allant jusqu'a 147 ng/g [9,11].
2.Données pharmacologiques

L’hydrazine est rapidement absorbée a travers la peau, par inhalation ou par ingestion, puis
distribuée dans les tissus, principalement au niveau des reins [13]. la pénétration cutanée est
importante puisque 1’hydrazine apparait dans le plasma 30 secondes aprés une application sur
peau saine [14]. A la suite de I'administration d'une dose unique d'hydrazine a des rats par
voie orale (3 a 81 mg/kg), au moins 19 a 46 % de la dose administrée est absorbée apres 24
heures. Cette estimation se base sur les quantités d'hydrazine et de métabolites, excrétées dans
les urines [15].

Les multiples voies de métabolisation d’hydrazine qui existent conduisent a la formation
de métabolites majoritairement excrétés via les urines (acétyl et diacétylhydrazine).
L’élimination de I’hydrazine peut aussi se faire sous forme inchangée dans les urines ou
d’azote dans I’air expiré [16]. La N-oxydation de I’hydrazine ou de ses dérivés acétyles qui
aboutissent a la formation de I'urée et de ’ammoniaque, éliminés par voie urinaire, et a
I’azote gazeux N, éliminé par voie respiratoire [17]. Il subit une transformation en divers
composés hydrolysables par action du systéme des mono-oxygenases et du cytochrome P4505
[18]. L’hydrazine et ses dérives détectés dans les urines ne représentent qu'une fractionde 30
a 40 % de la totalit¢ de I’hydrazine absorbée. Un point fondamental a retenir: la N-
acetyltransferase 2 (NAT2) impliqué dans le métabolisme de I’hydrazine est sujette a une
importance variabilité génétique. Cette enzyme est codée par un géne du chromosome 8p22,
soumis a un intense polymorphisme (figure1.2). Cela différencie trois catégories d’individus :
Les acétyleurs lents, chez lesquels la demi-vie urinaire est de 3,94+1,7heures, les acétyleurs
intermédiaire chez lesquels la demi-vie urinaire est de 2,25+0,37 heures acétyleurs rapides

chez lesquels la demi-vie urinaire est de 1,86+0,67 heures [19].

3 .Toxicité de’hydrazine

L’Hydrazine se décompose sous I'action de la chaleur et/ou des UV, en azote et hydrogéne.

Les réactions de dégradation dans l'air sont tres rapides : en une heure, 50 % de la quantité
initiale d'hydrazine est transformée et 94 % en 4 heures. Cette réaction d'auto-oxydation peut
étre violente et les limites d'explosivité¢ de I'hydrazine dans l'air sont 4,7 % (limite inférieure)

et 100 % (limite supérieure). En atmosphere polluée, la demi-vie de 'hydrazine est estimée a
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quelques minutes [10]. L’hydrazine et ses dérivés présentent des tensions de vapeur
suffisamment élevées pour constituer un sérieux risque sanitaire en cas d’inhalation. Leur
odeur ammoniacale qui rappelle celle du poisson est suffisamment répulsive pour indiquer la
présence de concentrations dangereuses en cas de bréves expositions accidentelles. [20].
L’hydrazine est toxique quelle que soit la voie d’intoxication [21,22]. Par voie orale, la dose
létale 50 % est de 60 mg.kg-1 chez la souris ou le rat. Par voie percutanée elle passe a 93
mg.kg/1 chez le cobaye. Par inhalation pour une exposition de 4 heures la concentration 1étale
50 % est de 250 ppm (328 mg.m-3) chez la souris et 570 ppm (747 mg.m-3) chez le rat. Les
données expérimentales animales ont permis d’extrapoler a 'homme et de définir, en cas
d’exposition par voie adrienne, des seuils d’effets létaux et des seuils d’effets réversibles
(figure 1.2) [14].
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Figure 1.2: Seuils de toxicité aigué¢ de 1’hydrazine par inhalation pour un temps d’exposition

de 1, 10, 20, 30 et 60 minutes (facteur de conversion 1 ppm = 1,31 mg.m>)[14].

3.1. Toxicité aigue de I’hydrazine

l'intoxication aigué€ de 1’hydrazine par voie orale ou par inhalation, se traduit essentiellement
par une atteinte neurologique; une hypoglycémie qu'une acidose métabolique sont souvent
présentes. Par les suites, on peut observer une hémolyse et une atteinte hépatique cytolytique,
elles sont lentement régressives selon la voie d’entrée ; on note en plus des troubles digestifs
ou respiratoires liés a un effet direct de la substance [23]. Localement, les projections
d'hydrazine sous forme liquide peuvent provoquer des I€sions cutanées ou oculaires séveres
[24]. La littérature disponible suggére que l'insuffisance hépatique aigué€ est 1’¢lément

probable pour I'étiologie de la 1étalité aigu€. L’intégrité cellulaire est affectée par le stress
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oxydatif lorsque la production d'oxydants actifs submerge les mécanismes de défense anti-
oxydante [25].

3.1. 1. Toxicité aigiie de I’hydrazine chez les Rongeurs: Rat et Souris
La plupart des études de détermination de la toxicité aigué (DLso, CLso) sont effectuées sur les
animaux de laboratoire. Les principaux résultats recueillis pour les rats et les souris sont

reportés dans le (tableaul.l) :

Tableau 1.1 : Toxicité aigiie de ’hydrazine et son hydrate chez lesrat et les souris[8].

Voie d’administration Souris rat

Orale LDso mg/kg 59 60-90
Inhalation ICso (mg/m?*) 330 exposition | 350-670 : exposition pendant 4h
pendant 4h 4200 : exposition pendant 1h

Intra-vineuse LD50 57 55
hydrazine | (mg/kg)

Intra-péritonéale 62-156 59
LDso (mg/kg)

Orale LDso (mg/kg) 83 129
Hydrazin
e hydrate |Intra-peritoneale 56 80-100
LDso (mg/kg)

A 75 mg/m® (57 ppm), l'analyse des activités réflexes des animaux montre dans un premier
temps une stimulation liée a l'irritation. L'action centrale se manifeste ensuite par une
diminution des réactions motrices et une augmentation des temps de latence. Cinq a 7 jours
apres l'exposition, un retour a un état normal des fonctions nerveuses est enregistré. A 20
mg/m3 (15 ppm), 'augmentation de l'irritabilité du systéme nerveux est encore observée et est
réversible a I'arrét de l'exposition. Des concentrations de 5 a 8 mg/m® (4 a 6 ppm) n'entrainent
aucune modification comportementale [26]. Dans une étude réalisée sur des rats F344 males
et femelles et des hamsters, exposés a 750 ppm d'hydrazine pendant 60 minutes révele des
lésions de I'épithélium nasal transitionnel sont enregistrées : nécrose minime, exfoliation

modérée, inflammation aigu€ modérée et 'apoptose) [20].
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3.2. Toxicité chronique de I’hydrazine

A la suite d'une exposition continue pendant 6 mois les effets hématologiques découlent a
I’évidence de I’activité hémolytique. La phénylhydrazine provoque une hyperplasie de la
moelle osseuse et une production extramédullaire de globules rouges. La méthylhydrazine est
un puissant formateur de méthémoglobine, et des pigments sanguins sont excrétés dans 1’urine
[27]. Les sujets souffrant d’une carence congénitale de glucose-6-phosphate-déshydrogénase
(G6PDH) sont beaucoup plus sensibles aux effets hémolytiques de la phénylhydrazine et ne
devraient pas étre exposés a ce composé [28]. Cette toxicité est majorée chez les acétyleurs
lents qui possédent un génotype déterminé de la NAT2 (N-acétyltransférase) [10]. La toxicité

générale des différentes hydrazines varie largement au niveau des organes cibles[29].

3.2. L’hepatotoxicité par d’hydrazine

D'apres la littérature le HD interfére dans une large gamme de réactions physiologiques.
Cependant, un profil toxicologique complet et le mécanisme de toxicit¢ HD ne sont pas
encore entierement compris [10]. Le mécanisme d’action toxique de 1’hydrazine et de ses
dérivés est connu grace a la toxicité des champignons responsables du syndrome gyromitrien
ou helvellien et a celle d'un médicament antituberculeux 1’isoniazide qui est une hydrazide de
’acide isonicotinique. La gyromitrine, retrouvée dans les gyromitres (fausse morille...) et les
helvelles (mitre d’évéque), est une hydrazone toxique par I'un de ses métabolites : la
monométhylhydrazine (MMH). La MMH est ensuite métabolisée par acétylation hépatique.
D’autre part, une activation métabolique hépatique conduit a la formation de diazonium
générateurs de radicaux libres trés réactifs [30].

Le métabolisme de I’hydrazine est complexe et reste, malgré de nombreuses études, assez
mal connu [10]. La N-acétylation, en tant que processus de détoxication qui conduit a
l'acétylhydrazine puis a la diacétylhydrazine beaucoup moins toxique que le produit de départ;
cette réaction, catalysée par une acétylase, existe chez le lapin, la souris et le rat. L'hydrazine
peut aussi étre oxydée en azote sous l'action d'oxygénases hépatiques [31]

Plusieurs études montrent que des voies multiples, a la fois enzymatiques et non
enzymatiques, semblent étre impliqués dans la production de ERO. Preuve de la production
de radicaux, y compris un groupe méthyle, un groupe acétyle, un groupe hydroxyle, et les
radicaux hydrogéne, a été observé au cours du métabolisme de HD [7, 26, 32]. Des études

expérimentales ont révélé que 1'ajout de HD au hepatocytes peut induire une formation accrue

11
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de ERO par le dysfonctionnement des mitochondries et/ou d'appauvrissement ou d'inhibition
de systemes antioxydants. L.’augmentation de la production de ERO par HD est susceptible de
contribuer a un stress oxydatif qui peut finalement conduire a I’hepatotoxicité [31,33]. Les
ERO peuvent induire une toxicité cellulaire soit par liaison covalente aux macromolécules ou
en initiant un processus auto-oxydatif tels que la peroxydation lipidique in vivo [29,31].

Les effets hépatiques chez les souris, inhalant 0,2 ppm d'hydrazine en continu pendant 6 mois
sont principalement a type de dégénérescence graisseuse; ils pouvent conduire a une nécrose
et une accumulation de triglycérides dans le foie sous forme d’une stéatose [18] qui sont
généralement réversibles dans le cas des hydrazines utilisées comme propergol [1]. A la suite
d'une exposition des rats durant un an, 5 jours par semaine, 6 heures par jour, une atteinte
hépatique est aussi manifestée par une prolifération des voies biliaires, hémosidérose et une
amylose [27]. La cytolyse hépatique induite par 'HD pourrait étre traduite par une
augmentation de I’activité plasmatique des valeurs de 1’ASAT, ALAT, gamma-GT,
phosphatase alcaline, GLDH et LDH [25]. Une atteinte métabolique pourrait conduire a une
acidose et a une hypoglycémie [27]. 11 été rapporté que I’exposition humaine au HD provoque
la toxicité en interférant avec un certain nombre de processus métaboliques tels que la
néoglucogenese et de la glutamine synthétase [19, 22, 28, 34,35] a c6té d’une méthylation de

I'ADN [36].
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Interaction de I’hydrazine avec les organites hépatiques

1. Interaction deI’hydrazine avec les mitochondries
1.1.les mitochondries

Les mitochondries sont des organites omniprésents trouvés dans presque toutes les
cellules eucaryotes. Leur fonction principale est de fournir I'énergie chimique nécessaire pour
la biosynthése et l'activité motrice de la cellule. [1, 2]. La chaine de transport se compose
d'environ 80 polypeptides différents, qui sont organisées en cinq protéines transmembranaires
les complexes (I-V). Le gradient de protons généré par les complexes I, III et IV est libéré par
I'ATP synthase ou le complexe V, ce qui se traduit par la phosphorylation d’adénosine di-
phosphate (ADP) a ATP [3]. Les mitochondries sont connues comme centre de signalisation
métabolique des cellules, elles effectuent de nombreuses fonctions biologiques importantes
telles la régulation de I’apoptose, I’entretien de 1’homéostasie calcique de cytosol, la
biosynthése lipidique. . Le métabolisme du fer et du soufre sont la principale source des
especes d'oxygéne réactif (ERO), qui peuvent influencer la voie de signalisation
homéostatique [4]. Les mitochondries jouent un role essentiel dans la génération la plupart de
I'énergie de la cellule comme ATP grace a la dégradation par oxydation de substrats
endogenes, tels que le pyruvate (généré a partir glycolyse), des acides gras et des acides

amings [5].

Figure 2.1 : Représentation schématique de la structure mitochondriale
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie)
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1.2. Ledysfonctionnement mitochondrial

La dysfonction mitochondriale induite par une substance toxique peut étre due a la substance
elle-méme et/ou a des réactifs métaboliques générés par le métabolisme du cytochrome P450
[6]. Le dysfonctionnement mitochondrial est un terme générique qui inclut la modification des
différentes voies métaboliques et des dommages aux composants mitochondriaux. De
plus, ces troubles mitochondriaux peuvent avoir diverses conséquences néfastes, telles le
stress oxydatif, le manque d'énergie, ’accumulation de triglycérides (stéatose) et la mort

cellulaire [7].

1.2.1. Mitochondrie et stress oxydatif

La mitochondrie est la source de la production d’une grande quantité des espéces
oxygénées réactives ou ERO cellulaires. La formation de ces ERO mitochondriales est en
relation du fonctionnement de la chaine respiratoire. En effet, une fuite d’électrons peut
intervenir et réduire partiellement I’oxygeéne matriciel pour aboutir a la formation de I’anion
superoxyde O°,” . Selon des études réalisées sur des mitochondries isolées cette fuite des
¢lectrons est provenue de deux sites, dont I'un se situerait au niveau du complexe I et [’autre
au niveau du complexe III [8]. D’autre part Liu et al.[9] ont permis de montrer qu’il y a un
transfert électronique inversé du complexe II vers le complexe I. Ce flux inverse d’électrons
est dii au fait qu’en absence d’ADP (stade 4), les électrons dérivés du succinate peuvent
remonter au complexe I et réduire le NAD" en NADH [9]. Les travaux de Seifert et al. [10]
ont montré que la B-oxydation des AG de chaines longues est associée a une production
accrue des ERO via un mécanisme incluant le complexe III. Le taux de production des ERO
est déterminé principalement par le potentiel membranaire, le ratio entre NADH/ NAD', le
ratio entre CoQH2 et CoQ et la concentration d’O2 local [11]. La B-oxydation des acides gras
et l'oxydation du glucose peuvent induire une production de ERO probablement en
augmentant la quantité d'équivalents réduits ainsi que le transfert des électrons le long de la
chaine respiratoire [12]. En dehors de la chaine respiratoire, de nombreux autres sites
mitochondriaux ont été décrits comme participant a la production des ERO, les plus
importants étant les monoamines oxydases et le cytochrome b5 réductase au niveau de la
membrane externe mitochondriale et 1’aconitase dans la matrice [13]. L’ADNmt est
extrémement sensible a l'oxydation et des dommages en raison de sa proximité de la
membrane interne, I'absence d’une protection d’histones, et les mécanismes de réparation sont
incomplets dans les mitochondries [14]. Des mutations dans I'ADNmt conduisent
progressivement a 1’augmentation des protéines ETC anormales, au dysfonctionnement
mitochondrial, et aux dommages a la partie du mécanisme de transport d’¢lectrons ; par la
suite une altération des protéines OXPHOS, cardiolipine et ADNmt, provoquant ainsi un
stress oxydant créant un cercle vicieux [9]. Normalement, les mitochondries possédent un
systtme antioxydant qui empéche le déséquilibre d'oxydation dans le rapport
proxydant/antioxydant, par exemple, le manganese superoxyde dismutase (MnSOD), qui
balaye le superoxyde produit par le systéme de transport des €lectrons dans les mitochondries
[15].
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1. 2.2.La membrane mitochondriale et la mort cellulaire

Malgré le rdle central que jouent les mitochondries dans la régulation de ’homéostasie
cellulaire, elle intervient aussi dans la mort cellulaire, a savoir I'apoptose ou la nécrose [16].
L’homéostasie cellulaire est perturbée par de nombreuses substances toxiques, ce qui peut
entrainer la destruction de l'intégrité structurale et fonctionnelle de la cellule. Cette toxicité
peut étre suivie d'une ou plusieurs troubles critiques de la biochimie cellulaire, I'€puisement

d'ATP, et surproduction de ROS et/ou I'augmentation du Ca?" intracellulaire [17,18,19,20,21].

La membrane externe des mitochondries est perméable pratiquement de toutes les
molécules de taille inférieure a 1,5 kDa. Cette perméabilit¢ non sélective est due
essentiellement a la porine mitochondriale ou VDAC. La membrane externe abrite également
un canal cationique, le PSC (peptide sensitive channel), associ¢ a la machinerie de
translocation des protéines dans la mitochondrie. La membrane interne est beaucoup plus
sélective : les échanges a travers cette membrane sont effectués par des transporteurs
spécifiques comme par exemple le translateur ADP/ATP [22]. Il est communément admis que
la perméabilisation est liée a ’ouverture du PTP (pore transitoire de perméabilité). Celui-ci
est composé de I’association momentanée de protéines provenant de divers compartiments
mitochondriaux, dont la protéine transmembranaire de la membrane interne ANT, et celle de
la membrane externe VDAC [23]. L’augmentation du calcium intracellulaire pourrait conduir
a une perte de perméabilit¢ des membranes mitochondriales entrainant, d’une part a un
effondrement du potentiel de membrane et des taux d’ATP aboutissant & un phénoméne de

nécrose et d’autre part, a une libération des facteurs pro-apoptotiques [24,25].

Morphologiquement, 'apoptose provoque les cellules a se rétrécissent et forment des
corps apoptotiques, alors que les cellules qui subissant une nécrose sont détruits lors de la
rupture de la membrane cellulaire, la membrane plasmique reste le plus souvent intacte,
contrairement a l'apoptose, la nécrose ne comporte pas 'ADN et la dégradation des protéines
[26]. De nombreux médicaments toxiques provoquent soit l'apoptose ou la nécrose, en
fonction de la dose utilisée. L’appauvrissement de I'ATP conduit a la mort cellulaire
nécrotique. Les substances toxiques peuvent induire l'apoptose de faibles concentrations ou
tot apres l'exposition, alors que la nécrose peut survenir plus tard aux plus hautes

concentrations [27].
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1.2.3. La toxicité mitochondrial par ’hydrazine

Plusieurs études ont rapporté que la toxicité de I’HD est associée a une génération
accrue des ERO qui amplifient les 1ésions cellulaires via I’oxydation et I’altération des
protéines impliquées dans 1I’ouverture des PTPm et a I’inhibition de succinate déshydrogénase
[28]. Le CYP2E1 qui est un des générateurs des ERO est ¢galement exprimé au niveau des
mitochondries, donc ; il est possible que le role de CYP2E1 peut étre simplement dans
I’augmentation de I’extension du stress oxydant [29]. La génération accrue de ERO au niveau
des mitochondries provoque 1'épuisement des GSH mitochondrial ; 1’épuisement de GSH
mitochondrial en dessous d'un seuil critique favorise ainsi I'accumulation de H>O» en altérant
sa désintoxication. Cela déclenche le dysfonctionnement mitochondnal, 1'activation de c-Jun-
N-terminal kinase (JNK), et la mort cellulaire [13].
1.2.3.1. Les mégamitochondrie

Lorsque les cellules sont exposées a divers stimuli mitochondriaux elles peuvent
modifier leurs formes pour s’adapter aux nouvelles conditions environnementales, ces
changements structuraux des mitochondries peuvent étre classés a la base d’un gonflement
simple et la formation d' mégamitochondrie (MG). La détection de MG a été signalé a
plusieurs reprises dans la littérature dans des échantillons de biopsies ou autopsiés obtenu a
partir de patients souffrant d'une variété de maladies et aussi dans les tissus ou les cellules de
culture sous diverses conditions expérimentales [30]. Parmi ces maladies celles énumérées
dans le foie alcoolique et la myopathie mitochondriale qui sont distincts des autres atteintes
d’ou la présence des MG a été utilisé comme un outil de diagnostic clinique [31]. Il a été
rapporté que I’exposition de I’'HD conduit a 'épuisement d’ATP et la formation de
mégamitochondria in vivo [32]. Plusieurs expérimentations ont décrit la formation des MG au

niveau des cultures cellulaires hépatocytaires exposées a (0.5—-5 mM ; 22 h) d’HD [27,28].

19



Chapitre 2

oM

#&ﬁ A‘
M
Rotenone Hydrazme

Piericidin A 1 Amidase

1 INH | inhibitor

S <
JATP

405" production
$AY,,
Cell death

Figure 2.2 : Inhibition du complexe II par I’hydrazine [33].

2.Interaction de I’hydrazine avec les microsomes hépatiques

Les enzymes de biotransformation sont habituellement classées en deux familles : les
enzymes de phase I (dont les cytochromes P450 sont majoritaires) et les enzymes de phases 11
(ou transférases) qui interviennent afin de conjuguer le xénobiotique ou son métabolite a des
molécules polaires. Les transporteurs membranaires (phase III) jouent également un rdle
crucial dans 1’élimination des composés hors de la cellule, ces protéines appartiennent a des
superfamilles MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2)qui véhiculent les anions
organiques (glucuronate, sulphate et conjugat au glutathion) a travers la membrane apicale des

hépatocytes. Ils permettent 1’élimination de substances exogenes vers la bile [34,35].

2.1. Les microsomes hépatiques

Les microsomes hépatiques sont des fractions subcellulaires qui portent des enzymes
métabolisant y compris le cytochrome P450 (CYP). En plus de la richesse des microsomes
hépatiques par les enzymes impliquées dans la biotransformation des xénobiotiques, elles
servent aussi comme un outil dans le systéeme biologique qui évalue la clairance intrinseque
(CLINT) d’un médicament, [36]. La régulation des CYP est essentiecllement trans-
criptionnelle : les récepteurs nucléaires sont reconnus comme des médiateurs clés de la
modulation des enzymes du métabolisme des médicaments [35]. Ils ont pour ligands des
substances exogenes et endogénes qui peuvent avoir une action agoniste ou antagoniste sur
ces facteurs de transcription. La co-administration de médicaments, ligands agonistes ou

antagonistes des récepteurs nucléaires, peut conduire a des toxicités séveres. Le
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polymorphisme génétique de ces enzymes joue €galement un role non négligeable dans leur
activité métabolique et doit étre pris en compte lors de 1’administration de médicaments.
Ainsi, Pactivité des CYP étant dépendante du génotype et de I’environnement, elle est depuis
peu utilisée en tant que biomarqueur permettant d’évaluer les conséquences d’une exposition

a des molécules environnementales ou a la susceptibilité a certaines pathologies [34].
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Figure 2.3 : Localisation membranaire de cytochromes P450 dans le réticulum
endoplasmique

https://www .researchgate.net
2.1.1. CYP2E1

Le CYP2EI est exprimé en grande quantité¢ au niveau de 1’hépatocyte, et en quantité
de 10 a 100 fois plus faible dans les cellules de Kupffer, et les tissus extra-hépatiques
(poumons, cesophage, intestin, cerveau, lymphocytes). La répartition du CYP2E1 dans les
hépatocytes n’est pas homogene. Les plus grandes concentrations sont retrouvées dans la
région péri-veineuses du lobule hépatique, ou I’induction par la toxicité est le plus prononcés
[35]. La variabilité interindividuelle des taux de CYP2E1 est grande chez I’homme et résulte
probablement des différentes inductions dues a des facteurs environnementaux [36].

La transformation d’un composé chimique par les enzymes a cytochromes P450 se procéde
lieu sur la face externe du réticulum endoplasmique ou I’enzyme s’est ancrée. Le site actif du
cytochrome P450 contient un atome de fer (Fe) fixé par des liaisons de coordination [37].
Deux électrons provenant d’une molécule de NADPH sont transférés a ’hémoprotéine par
une flavoprotéine (FAD-FMN) en présence d’une molécule organique (R-H) et d’un atome
d’oxygéne. Le composé organique étant oxydé, un atome d’oxygeéne moléculaire est incorporé

au produit chimique (R-OH). R : médicaments, acides gras, stéroides, polluants [38,39].
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2.1.2. M écanisme de |a toxicité micr osomale par I’hydrazine

Les CYP sont capables de générer métabolites réactifs. Ces métabolites intermédiaires
ont une demi-vie souvent trés courte et ne sont pas détectables dans le plasma. La réactionin
situ de ces métabolites réactifs et la localisation principalement hépatique des CYP expliquent

leur role majeur dans la survenue des hépatites médicamenteuses [40].

2.2. Dérivés de I’hydrazine et intermédiairesréactives
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Figure2.4 : Dérivésde I’hydrazine et réactivesintermédiaires[21].

Une des principales voies métaboliques des dérivés de I'hydrazine celle qui conduit a la

formation de diverses espéces de radicaux libresin vitro et in vivo[21].

L’hydralazine

L'hydralazine est 'une des hydrazines les plus intéressantes utilisées actuellement en
médecine en tant que vasodilatateur et anticancéreux. Il est rapporté que 1’hydralazine induit
des espéces réactives formées de hydralazine qui se lient d’une maniére covalente a la
protéine détectés durant le métabolisme microsomal de 1'hydralazine [21, 41, 42].
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Figure 2.5: Structure de I’hydralazine et la formation de divers métabolites réactifs catalysés

par les ions métalliques ou par les enzymes [43].

L’isoniazid

L'oxydation d’un électron de l'isoniazide conduit & la formation d'un radical
isoniazidyle qui se décompose par la suite pour domner a la fois des radicaux pyridyle-CO et
pyridyle (figure 2). Ces intermédiaires radicalaires sont réactifs et peuvent facilement alkyler
les protéines et/ou initier la peroxydation lipidique. Lorsque l'acétylhydrazine est formée a
partir de 1'hydrolyse de I'acétylisoniazide, une oxydation d’un électron de l'acétylhydrazine
conduit a la genese du radical acétyle qui s’implique dans la liaison covalente aux

macromolécules cellulaires [44,45].
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Figure 2.6 : L’activation métabolique d’isoniazid (R=H) et d’iproniazid (R=CH(CH3)> en

diverses especes réactives [43].
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L’iproniazid

L'iproniazide, inhibiteur de la monoamine-oxydase, a ¢été utilisé cliniquement
comme antidépresseur. Cependant, il a été retiré de l'utilisation clinique en raison de son
hépatotoxicité sévére chez les humains. L'iproniazide est facilement hydrolysé in vivo en
isopropylhydrazine (Figure 2), et il a été signalé que l'isopropylhydrazine est rapidement
métabolisée par le cytochrome P450 avec la formation d'intermédiaires réactifs qui se lient de

maniere covalente aux protéines [46].

L e procarbazine

La procarbazine est un médicament anticancéreux utilis€é pour le traitement du
lymphome de Hodgkin, du mélanome malin et des tumeurs cérébrales chez les enfants
[46,47]. IL est aussi rapidement oxyd¢ par les systemes microsomaux P450 et les peroxydases

a des especes radicalaires.
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Figure2.7 : L’activation métabolique de procarbazine en métabolites intermédiaires réactifs

[43].

L es hydrazines Miscellenous

Des hydrazines substituées sont présentes dans le champignon comestible Araricus
bisporus. La  dégradation de l'agaritine, N»-[L-(+)-glutamyl]-4-(hydroxyméthyl)
phénylhydrazine, I'hydrazine parente trouvée dans ce champignon, conduit a la formation de
diverses autres hydrazines substituées, par exemple les dérivés N>-carboxyphénylhydrazine et

phydroxyméthylphénylhydrazine qui sont cancérigenes [48,49]. Un certain nombre d'études
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ont clairement montré que ces hydrazines monosubstituées subissent un métabolisme étendu,
catalysé par le cytochrome P450, les peroxydases et l'oxyhémoglobine, en espéces

radicalaires, ce qui entraine une liaison covalente avec les protéines et I'ADN [49].

L’hydrazine et ses dérivés se lient d’'une maniere covalente pour inactiver d'autres
composés tels I’héme lactoperoxydase, le raifort peroxydase, la myoglobine et le cytochrome
C [50]. Les dérivés oxydés de I’hydrazine, en particulier les diazenes sont sensibles a
l'oxygene, et se lient aux composés héme. Les études de Burke et al. et Clark et al. [51,52] ont
indiqués que I’hydrazine est capable d'inhiber la fonction des microsomes hépatiques. Ces
observations étaient intrigantes depuis qu’on a trouvé qu’un certain nombre d'hydrazines
thérapeutiques, notamment phénelzine, isocarboxazid, isoniazide, iproniazid, et mebanazine,
sont capables d'inhiber la N-déméthylation et les réactions de C-hydroxylation du systéme
cytochrome P-450- de monooxygénase dépendant des microsomes hépatiques. Les résultats
de Reed et al [26]. concernant le métabolisme microsomal du monoalkyl- et methylhydrazines
indiquent que les monooxygénases cytochrome P-450-dépendant sont responsables de la N-
déméthylation de la methylhydrazines la formant les alcanes a partir alkylhydrazines. Il a été
suggéré que la formation des alcanes se produit par l'intermédiaire d'un diazéne. Nelson et al.
[45] ont prouvé le métabolisme microsomal de I’isopropylhydrazine et acetylhydrazine et la
liaison covalente résultante de leurs métabolites aux protéines microsomales. Des études
antérieures sur le métabolisme de 1'hydrazine ont démontré que le 1, L- et le 1,2-disubstitué
hydrazines sont métabolisés soit par le contenant FAD- ou le cytochrome P-450
monooxygénase au azoique dérivé. Basé sur le travail de McBride et a.l et Kosower [53,54], il
est prévu que les intermédiaires azoique et diazéne seriont les principaux produits formés lors
de l'oxydation biologique et chimique de 1’ hydrazines. Des études in vitro au niveau des
hépatocytes isolés de rat ont indiqué qu'au moins trois isoenzymes CYP2EI, CYP2BI et
CYP1A1 /2) sont impliqués dans la détoxication de 1'hydrazine [55].

D’autres étude ont illustrées que I'hydrazine est également métabolisé par les
mitochondries du foie chez les rats et qu’une dose unique de I'hydrazine (3-1 mg.kg i.p.) a
provoqué l'accumulation de triglycérides au niveau hépatique et de l'appauvrissement de
I'ATP chez le rat apres 9 h [56]. L'exposition répétée des rats a I'hydrazine
(approximativement égales a 2,5 mg.kg-1 par jour) pendant 10 jours a entrainé 1'épuisement
hépatique du glutathion réduit (GSH) et des triglycérides. L'exposition répétée a I'hydrazine a
également provoqué une induction de l'activité de p-nitrophénol hydroxylase (NPH) ainsi que

des changements dans d'autres enzymes microsomales hépatiques. Ceux-ci comprenaient 7-O-
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pentoxyrésorufine dééthylase (PROD) et O-de ethylase (EROD), cytochrome P450 totale,
l'activité réductase 7-éthoxyrésorufine cytochrome b5 [57].

Plusieurs études expérimentales indiquent que certains CYP contribuent a Ia
production d’especes réactives de 'oxygene au cours du métabolisme de différents substrats.
I1 est possible que ces especes réactives de 1’oxygene participent a la pathogénie de certaines
maladies [58]. Un étude récente, réalisée avec des modeles animaux, rapporte une diminution
de l’atteinte cardiaque observée au cours de I’ischémie perfusion grace a des inhibiteurs du
CYP [59]. En plus de son role d’enzyme métabolisant les xénobiotiques, I’expression du
CYP2E1 a souvent ¢été associ¢e a certaines conditions pathologiques, incluant les maladies
hépatiques d’origine alcoolique ou non alcoolique. En effet, des études récentes ont montré
une augmentation de I’expression et de ’activité du CYP2E1 hépatique chez les sujets atteints
de stéatohépatites non alcooliques [39,40]. Ces observations laissent supposer que le
CYP2EI1 pourrait jouer un role dans la survenue d’un stress oxydant et dans I’apparition de
complications au cours des hépatites. Actuellement études indiquent de plus en plus que les
mitochondries hépatiques pourraient constituer une source non négligeable d’especes
réactives de 1’oxygéne dans les stéatohépatites non alcooliques [60]. Bien que la chaine
respiratoire soit un site majeur de production d’especes réactives de I’oxygene, des données
récentes suggerent qu’une expression ectopique du CYP2E1 dans la mitochondrie pourrait
étre a I’origine d’une production importante in situ d’especes réactives de ’oxygene [43]. En
effet, il a été montré, in vitro, que I’inhibition spécifique du CYP2E1 mitochondrial entrainait
une diminution importante de la production d’especes réactives de 1’oxygeéne dans les
mitochondries, indiquant que le CYP2E1 contribue trés activement a leur production au sein

de la mitochondrie [61].

2.3 CYP et stress oxydatif

Les hydrazines transformés en radicaux libres peuvent réagir directement avec les
lipides cellulaires et entrainer une peroxydation lipidique des membranes. La fixation
covalente observée avec les métabolites €lectrophiles constitue un deuxiéme type de lésion
moléculaire [62]. Les métabolites réactifs fortement ¢&lectrophiles réagissent avec les
constituants cellulaires fortement nucléophiles comme I’ADN ou les résidus lysine des
protéines [59]. Les métabolites faiblement électrophiles réagissent avec les constituants
faiblement nucléophiles comme les résidus cystéine des protéines et du glutathion. La

conjugaison de ces métabolites au glutathion entraine une déplétion trés importante du
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glutathion dépassant les capacités de synthése de la cellule. La consommation du glutathion
associée a la fixation covalente sur les thiols protéiques aboutit a une diminution massive des
thiols protéiques. Cette diminution entraine par la suite une inactivation des calcium
translocases de la membrane plasmique [55]. Plusieurs études ont rapporté que certaine
dérivées hydrazines génére 1’oxyde nitrique NO° en présence de H>O; la formation du NO°
menent a la genese d’autres especes réactives telles le peroxynitrite, les radicaux NO2 qui
induisent le dommage d’ADN et provoquent la nitrosylation des protéines and des enzymes

résultant dans les fonctions cellulaires compromises [63, 64, 65, 66, 67].
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Chapitre 3
Plantes médicinales et hépatoprotection

1. Plantes médicinales et hépatopr otection

Malgré I'énorme progres scientifique dans le domaine de I'hépatologie, les problémes
de foie restent en augmentation. Plusieurs plantes médicinales endémiques disponibles servent
aux traitements des troubles du foie, la plupart d'entre elles ne sont pas encore homologués.
[1]. Les constituants chimiques actifs des plantes protectrices du foie comprennent les
phénols, les coumarines, les monoterpenes, les glycosides, les alcaloides et les xanthenes [2].
Les flavonoides en tant que composés phénoliques largement distribués dans les plantes,
exercent de multiples effets biologiques tels les capacités antioxydantes et piégeage des
radicaux libres [3]. Dans les lieux ou il existe un manque de médecine moderne traitant les
troubles du foie, un grand nombre de préparations médicinales sont recommandées pour le
traitement des troubles hépatiques [4] et trés souvent prétendent offrir un soulagement
significatif.

Un certain nombre de plantes et de formulations traditionnelles sont disponibles pour

le traitement du foie [5]. Environ de six cents (600) formulations a base d'herbes ayant une
activité hépatoprotective revendiquée sont vendues partout dans le monde.
Il existe environ de cinquante-cinq (55) familles de plantes qui ont été signalés comme
hépatoprotectrices [6]. En Inde, plus de 93 plantes médicinales sont utilisées dans des
différentes combinaisons pour la préparation de quarante (40) formulations a base de plantes
brevetées. Toutefois, seule une faible proportion de plantes hépatoprotectrices ainsi que des
formulations utilisées dans les médicaments sont évalués pharmacologiquement pour leur
mnocuité et leur efficacité [7].

Plusieurs études sont établit afin d’évaluer les plantes hépatoprotectrices. Par exemple,
la décoction des feuilles de Byrsocarpus coccineus (Connaraceae) consommé pour le
traitement traditionnel de la jaunisse en Afrique de 1'Ouest s'est révélée qu’elle peut étre
hépatoprotectrice contre I'hépatotoxicité induite par le CCls chez le rat [8]. L’évaluation de
l'activité hépatoprotectrice in vivo de l'extrait aqueux d'Artemisia Absinthium L. Utilisé pour

le traitement des troubles  hépatiques dans  l'ouigour traditionnel  (en
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Chine occidentale) a été expérimentée chez des souris expérimentales contre des Lésion
hépatique (par injection d'endotoxine-LPS) [9].

L’exemple de la pulpe de fruit d'Adansonia digitata, communément appelée baobab,
L'activité hépatoprotectrice et la consommation du fruit peuvent jouer un rdle dans la
résistance humaine aux dommages au foie. Le mécanisme de protection du foie peut étre di a
la présence de triterpénoides, de B-sitostérol, de palmitate de B-amyrine et d'acide ursolique
dans la pulpe de fruits [10]. Parmi les nombreux agents hépatoprotecteurs végétaux, la
silymarine qui est un extrait végétal standardisé obtenu a partir des graines de chardon-Marie
(Slybum marianum). La silymarine est un mélange de flavanoides complexes, c’est la
composante active de la chardon-Marie qui protege les cellules du foie et des reins contre les
effets toxiques des médicaments, y compris la chimiothérapie [11]. Il est composé d'un
mélange de quatre flavonolignanes isomeres: silibinine, isosilibinine, silydianine et la
silychristine. Il contient environ 60 % de polyphénol silibine et est utilisé comme un
hepatoprotecteur [12]. La silymarine est largement utilisée pour la protection contre divers
maladies en Europe et dans le monde. En plus de ses propriétés de piégeage des radicaux
libres, la silymarine augmente les enzymes antioxydantes, tels que le superoxyde dismutase
(SOD) et la catalase, et inhibe la peroxydation lipidique [13]. Il est rapporté qu'elle offre une
protection contre diverses hépatotoxines chimiques telles que CCl et 1’alcool [ 14]. Des études
in vivo ont démontré que la silymarine exerce un effet protecteur sur les hépatocytes exposés a
une gamme de molécules, y compris le tert-butyle, I'hydroperoxyde, la phénylhydrazine, le
paracétamol et le tétrachlorure de carbone [15]. I a été trouvé que le traitement par la
silymarine entraine une diminution des taux de transaminases dans quatre études
comparatives chez les patients atteints d'hépatite virale chronique. En raison de son
hépatoprotéctivité prouvée, la silymarine est utilisée comme I'un des agents standard pour la
comparaison et 1'évaluation des effets hépatoprotecteurs [13].

2. Apercu bibliographique sur les espéces du genre Heliotropium
(Bor aginaceae)

2.1. Présentation de la famille Boraginaceae

C’est une famille de plantes dicotylédones. Les espéces de cette famille sont des
herbes vivaces, bisannuelles ou annuelles. Généralement les arbres ou les arbustes de cette
famille sont hérissés ou scabreux a feuilles simples, alternes, et rarement opposées, dentelées

a la marge ou enticrement. Les inflorescences sont souvent cymes scorpioides, rarement
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solitaires ; avec présence ou absence des bractées. Les fleurs sont bisexuées, actinomorphes,

et rarement zygomorphes [16].

2.2. Présentation du genre Heliotropium

L’Heliotropium est un genre presque omniprésent, englobe environ de 280 espéces les
plus connues dans les régions tropicales et les régions tempérées chaudes, avec une plus
grande concentration des espeéces dans les régions tropicales seéches. Dans le genre
Heliotropium, le collenchyme sous-épidermique est absent, avec une présence d'un tissu
palissadique trés régulier dans 1'écorce de la tige. Le péricycle de cette derniere comprend un

certain nombre de fibres qui est totalement absent dans le pétiole [17].

2.3.4. Habitats et distribution

Les especes de la famille Boraginaceae sont largement distribuées dans le monde
entier. Elle couvre I'ensemble de 1’Amérique du Nord, I’Europe, 1’ Asie, 1’ Australie, I’ Afrique
du Nord, et I’Est d’Afrique. Les genres de cette famille se développent principalement dans

des habitats secs, ensoleillés et les endroits escarpés [18].

Figure 3.1 : Répartition géographique des Boraginaceae dans le monde

fr.wikipedia.org/wiki/Boraginaceae

2.3.5. Utilisation et intérét des espéces du genreHeliotropium

Les différents genres de la famille Boraginaceae sont d’importance économique moins
considérable ; seules quelques espéces sont utilisées en médecine traditionnelle pour le

traitement des plaies, de la fievre, des douleurs thoraciques et les maladies de la peau [19].
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Certaines especes sont cultivées comme plantes ornementales, sources de producteurs de bois
ou de colorants. La famille est généralement considérée comme étroitement lié au

Hydrophyllaceae, et les Lamiacées [18].

5. Lesmétabolites secondaires les plus courants du genreHeliotropium
Les espéces du genre Heliotropium ont été largement étudiées du point de vue
structural. Plusieurs travaux ont montrés la présence de diverses classes chimiques telles que

les terpenoides, les composés phénoliques dont les flavonoides et en particulier les alcaloides

de type pyrrolizidines [20, 21, 22, 23].

5.1.1. Les alcaloides pyrrolizidiniques (APs)

Les alcaloides pyrrolizidiniques (APs) comprend un hétérocycle pyrrolizidine, avec un
groupe méthyle et un substituant hydroxyle (nécine) [24] et dont le squelette est reporté dans
la figure 4. La substance est toxique si elle présente une insaturation entre les positions 1 et 2
de I’hétérocycle et une estérification spécifique du groupe hydroxyle attaché a la nécine.
Compte tenu de toutes les combinaisons chimiques possibles de ces structures, il pourrait y
avoir plus de 600 molécules différentes d’alcaloides pyrrolizidiniques, et jusqu’a présent plus

de 350 ont été identifiées [25].

Figure 3.2 : Structure de base des alcaloides pyrrolizidiniques [26].
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Le (tableau 3.1) regroupe quelques exemples d’alcaloides pyrrolizidines isolés des especes du

genre Heliotropium

Tableau 3.1 : Liste des alcaloides pyrrolizidiniques des quelques espéces du genre

Heliotropium[27, 28, 29, 30, 31, 32]

L’espéce

Alcaloides Pyrrolizidiniques (PAS)

H. indicumL.

Echinatine, helindicine, heliotrine, heleurine, indicine, acetylindicine,
indicinine,  lasiocarpine, rinderine,
lindelofidine, retronecine, supinidine, trachelanthamine

lycopsamine, supinine,

H.Ovalifolium
Forssk

Heliofoline, retronecine

H.
Forssk

Bacciferum

Europine, heliotrine, heleurine ,supinine

H. Angiospermum

Subulacine, lindelofidine, retronecine, supinidine, trachelanthamidine

H. curassavicumL

coromandalinine,  curassavine, curassavinine,
curassanecine, heliocurassavine, heliocurassavinine, supinidine,
heliocurassavicine, heliocoromandaline, heliovicine, retronecine, 7-
angeloylheliotridine, trachelanhamidine

Coromandaline,

H. arbainense Fres

Europine, heliotrine, lasiocarpine

H. arborescens L

Indicine, 3'-acetylindicine, lasiocarpine

H.
Phil

crassifolium

Ilamine, europine

H. europaeum L.

Europine, acetyleuropine, heleurine, heliotrine, 7 angeloylheliotrine,
lasiocarpine, 6-acetyllasiocarpine, heliotrine N-oxide,
dehydroheliotrine, 5 acetyllasiocarpine N
(dihydropyrrolizinomethyl)- heliotrine,

supinine,
oxide, N-

H. strigosumWilld

Strigosine, trachelanthamidine

H. boveiBoiss.

Europine, 7-acetyleuropine, lasiocarpine, 5'-acetyllasiocarpine,
lasiocarpine N-oxide, 5'- acetyllasiocarpine N-oxide

H. bracteatum R

Helibractinecine, retronecine, helibracteatinine, helibracteatine

H. bursiferum C.

7-Angeloylretronecine

H. digynumForssk

Europine, heliotrine, 7-angeloylheliotrine, lasiocarpine
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5. 2. Lesterpénoides

Les terpenes sont les produits naturels les plus nombreux et les plus structurants.
L'unité de base des squelettes terpéniques est I'unité d'isopréne, molécule de cing-carbone
(figure 3.3) [33]. Une unité d'isopréne liée avec un second isopréne est la caractéristique
définissant le terpene, qui est ¢galement un monoterpene (C10). Alors que les sesquiterpenes
contiennent trois motifs isopréne (C15), les diterpénes (C20) et les triterpénes (C30)
contiennent deux et trois unités terpénes, respectivement [34]. Les tétraterpenes sont
constitués de quatre motifs terpénes et les polyterpénes sont les terpénes contenant plus de

quatre unités terpéniques (c'est-a-dire plus de huit motifs isopréne) [39].

/

Figure 3.3 : structure de 'unité isoprene.
https://fr.wikipedia.org/wiki/Isoprene

Le tableau 3.2 renferme quelques exemples de terpénes identifiés dans les especes du genre
Heliotropium

Tableau 3.2 : Liste des terpénoides identifiées d’espéces du genre Heliotropium.

Les espéces L es terpénoides Ref.

H. elipticum B-sitosterol,  stigmasterol, = PB-amyrin, friedelan-  B-ol, |[36]
cycloartenone, B-amyrinacetate, friedelin

H.marifolium [-sitosterol, stigmasterol, [-amyrin, friedelan-p-ol, | [23]
cycloartenone, B-amyrinacetate, friedelin, epifriedenylacetate

5.3. Lesflavonoides
Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 de composes naturels [37], ce

sont des pigments quasiment universels des végétaux. Presque toujours hydrosolubles
responsable de la coloration jaune orange et rouge de différents organes végétaux [37,38]. Les
flavonoides comprennent un squelette composés de deux cycles aromatiques (A et B) porteurs
de plusieurs fonctions phénol et réunis par une chaine de trois atomes de carbone, ce dernier
étant les plus souvent engagé dans un hétérocycle avec un atome d’oxygene [39].1’étape clé
de la formation des flavonoides est la condensation, catalysée par la chalcone-synthase, de
trois molécules de malonyl-CoA avec un ester du coenzyme A et dun acide

hydroxycinnamique [38]. Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y- pyrone et
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peuvent étre classés selon la nature des différents substituants présents sur les cycles de la
molécule et du degré de saturation du squelette benzo-y-pyrone [37].les flavonoides se

polymérisent au départ de 3,4-flavanediols(ou flavan-4-ols) et de flavan-3-ols [40].

Figure 3.4 : Structures de I’enchainement benzo-y-pyrone [40].

L’une des caractéristiques des espéces Heliotropium est la diversité de leur métabolisme
flavonique. On y rencontre des flavanones, flavanols et flavonols et quelques flavones cités
dans la littérature. Le (tableau 3.3) rassemble quelques exemples de flavonoides isolés et

identifiés d’espéces du genre Heliotropium

Tableau 3.3 : Liste des flavonoides identifiés d’espéces du genre Heliotropium

L es espéces Flavonoides (Géranyl aromatiques) Ref.

H.glutinosum 4-methoxy-3-[(2)-7’-methyl-3’- hydroxymethyl-2°,6’- | [27]
octadienyl] phenol, 5,3- dihydroxy-7,4' dimethoxyflavanone,
5,4'- dihydroxy-7 methoxyflavanone, 4'-acetyl-5- hydroxy -7-
methoxyflavanone

H.taltalense Filifolinol, filifolinylsenecionate, naringenin, 3-O- ([41]
methylgalangin, 7-O-methyleriodictiol

H.sclerocarpum Filifolinol, naringenin, 3-oxo0-2- arylbenzofurane [42]

H. filifolium Filifolinol, filifolinylsenecionate, filifolinone, acide | [43]
filifolinoiqueFilifolinone,

H. strigosum Taxifoline (Dihydroquercetine), quercetine [44]

39



Chapitre 3

6. Propriétés thérapeutiques et biologiques des espéces du genreHeliotropium
6.1. Activité anti-oxydante et anti-inflammatoire

L’espece Heliotropium taltalense est une espéce spécifique par sa production d’exsudats
résineux qui couvre sa surface. Apres analyse chimique de ces composés, deux dérivés de
géranyl aromatiques : filifolinol et filifolinyl sénécionate, ainsi que trois flavonoides
(naringenin, 3-Omethylgalangin et 7-O-méthylériodictiol) ont été isolés. L'activité
antioxydante de cette plante et son exsudat résineux ont été prouvés par la méthode de DPPH

[41].

L'activité anti-inflammatoire de l'extrait brut de H. strigosum a été évaluée par
I’utilisation des modeles animaux avec induction d'cedéme par la carragénine et par du xyléne
a 50, 100 et 200 mg/kg par voie intra-péritonéale. Les résultats ont révélé une atténuation
marquée de l'eedéme induit par l'injection de carragénine et de xyléne de maniere dose-
dépendante. L'étude a indiqué que divers extraits de 1’espece H. Strigosum possédaient une

forte activité anti-inflammatoire dans des modéles animaux [44].

En outre, l'effet anti-inflammatoire des feuilles de I’H. indicum était remarquable chez
des modéles animaux possédant des signes significatifs d'cedéme de la patte arriere induite par

la carragénine et d’autres modeles d'inflammation tels que le granulome [30].

L'effet anti-inflammatoire de H. ovalifolium a été identifié par sa capacité d’inhiber des
cytokines spécifiques d’inflammation, l'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale

- alpha (TNF-a) dans les cellules THP-1 [31].

7. La synergie des espéces du genre Heliotropium

La synergie des plantes est le terme le plus approprié¢ pour distinguer la phytothérapie
de la médecine conventionnelle .Dans cette optique plusieurs chercheurs ont révélé que
plusieurs plantes donnent lieu a des usages inattendus grace a la combinaison naturelle de
leurs principes actifs [45]. Cela est expliquer par la synergie des diverses substances des
plantes .Donc un ou méme plusieurs principes actifs isolés ne permettent pas d'obtenir le
méme résultat de la plante enticre. Modak et al. ont évalué I’effet synergique de la résine de
I’H. Sclerocarpum par la méthode de DPPH. Les valeursobtenues de l'extrait sont supérieures
a celles obtenues pour les composés purs. Cela indique que la résine offre une protection
instantanée a la plante et aussi sur le long terme. Amsi que ces résultats confirment la

présence d'une certaine forme de synergie de ses composants [42].
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8. Toxicité des espéces du genre Heliotropium

Il a été rapporté par Farrag et al que la plante Heliotropium bacciferum porte des
effets cytotoxiques dus a la présence des alcaloides pyrrolizidines comprenant 1’Heliotrine,
Heleurine, Supinine, Europine [32]. Bick et al ont rapporté que I'héliotrine est classée comme
un agent alkylant et peut causer des mutations et des lésions hépatiques par sa réaction avec le
groupe phosphate de I'ADN pour former un phosphate de trialkyle entrainant la dégradation
de I'ADN en petits fragments. En effet, les alcaloides pyrrolizidines provoquent des I¢sions

chromosomiques chez les bactéries, les champignons et les cultures cellulaires [46].

Alanazi et al. ont étudié¢ les effets toxiques possibles de l'extrait aqueux de H.
bacciferum sur le systéme reproducteur chez le rat. L’examen histologique des testicules a
révélé quelques changements qui ont été détectés dans la queue épididymaire, dont le plus

important était le développement de granulomes [47].

Une autre étude réalisée par Yusufoglu et al. sur l'effet des extraits d'éthanol
d'Héliotropium europaeum sur la reproduction et la fertilité chez les rats males. Les résultats
ont montré que l'extrait d’éthanol de Heliotropium europaeum posséde des effets

d'abaissement de la fertilité potentiels sans altération du métabolisme général du corps [48].

Bourauel et al. ont isolé deux types d’alcaloides pyrrolizidiniques de Heliotropium
arborescens (indicine, 12-O-acétylindicine). Les rapporteurs ont indiqué que les alcaloides

1solés a partir de cette espece portent une toxicité importante [49].
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Chapitre4

Matériels et méthodes

1. Etude chimique de I’espéce Heliotropium undulatum
1.1 Présentation de I’espéce

1.1.1. Choix de la plante

Dans cette étude, le choix de I’espece Heliotropium undulatum Vahl, a reposé
essentiellement sur l’intérét porté aux espeéces sahariennes, son utilisation en médecine
traditionnelle pour le traitement d'hypotension, fievre et ulcéres d'estomac et enfin le peu

d’études effectuces sur cette espece.

1.1.2. Description de ’espéce

C’est une plante vivace, arbuste ligneux posséde une tige poilue, dressée et ramifiée a la base.
Porte une longueur de 0,6-1,9 m. ses feuilles sont alternes de surface lisse. Ses fleurs sont
pédicellées et leur nombre est environ de dix fleurs / bractées. La couleur des pétales est jaune

ou blanche, porte un aspect poilu a sa surface extérieure de longueur 0,2-0,5 cm [1].

Figure4.1: Photo de Helitopium undulatum Vahl.

http://www.ethnopharmacologia.org/prelude2018/images/heliotropium-bacciferum2.jpg
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1.1.3. Synonyme de ’espéce H. undulatum
» Synonymes: Heliotropium bacciferum Forssk.
» Nom officiel : Heliotropium undulatum Vahl
» Nom vernaculaire: sedjrat enshama, sga’a, medeb (Arabe), lebalig, Iehbaliya
(Berbére) [2].

1.1.4. Place dans la systématique

Regne . Végétal

Sous regne 2 Eucaryotes

Embranchement E— Magnoliophyta
Sous-embranchement ~———» Angiospermes

Classe - > Dicotylédones

Ordre Lamiales

Famille —_— Boraginaceae

Genre —_— Heliotropium

Espece — Heliotropium undulatum Vahl [3].

1.1.5. Utilisation en médecine traditionnelle
Heliotropium undulatum est une espéce qui a été largement employée comme un
remede pour plusieurs maladies précisément dans toute I’Afrique et méme dans le monde
entier, en particulier :
» au Cap-Vert cette plante est utilisée comme cardiotonique [4].
» La médecine traditionnelle du Nord d’Afrique, péninsule Arabique et le Pakistan a
montré son effet biologique sur de nombreuses affections de la peau (brulures, abces,
les furoncles et les teignes....etc.) [5].
> En Egypte et au Pakistan, cette espéce est utilisée comme insectifuge contre les
insectes des greniers. Elle est ¢galement utilisée comme répulsif pour les coléopteres
et les insectes de stockage [6].
» Hammiche et al. ont déclaré que la décoction de ses parties aériennes soit efficace sur
la morsure de serpent, la gale du chameau et amygdalites.
» En Algérie, et dans la péninsule Arabique, cette plante a été également utilisée comme

une source de paturage aux bétails [5].
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1.1.6. Travaux antérieurs sur ’espéce H. undulatum

La recherche bibliographique menée sur ’espéce H. undulatum Vahl. (H. bacciferum)
a montré que l’espece algérienne n’a pas été I'objet d’étude chimique ni biologique, a
I’exception d’une seule ancienne étude chimique sur I’espece égyptienne qui a révélé la
présence de quatre types d’alcaloides pyrrolizidines : héleurine, héliotrine, supinine et
europine [7]. Alors que quatre autres études publiées récemment (parallélement a cette étude),
ont rapporté des activités biologiques in vitro que nous citons comme suit :

» Une étude sur celle poussant au Pakistan montre, par un screening phytochimique, la
présence d'alcaloides, des saponines, des tanins, des stéroides, des terpénoides, des
flavonoides, des glycosides et les phénols. L’activité antioxydante par la méthode de
DPPH des différents extraits a ¢té également mentionnée. Une analyse par GC/MS a
mis en évidence la présence d’acides gras tels que l'acide linoléique, l'acide
eicosadiénoique, ’acide oléique et l'acide palmitique en pourcentage ¢levé [8]. Ce
méme auteur a rapporté dans une deuxieéme étude, I’activité antimicrobienne, I’activité
antioxydante (DPPH) et une analyse de groupements fonctionnels par la technique
FTIR des différents extraits [9].

» Une dtude récente sur I’espéce poussant en Iran a rapporté I’effet antibactérien et
antifongique des différents extraits vis-a-vis de plusieurs espéces bactériens telles que :
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Erwinia carotovora et quelques
champignons : Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
Aspergillus oryzae et Aspergillus fumigates[10].

» Une étude sur I’espece de Soudan a montré que I’extrait dichlorométhane des parties
adriennes a caus¢ l'inhibition du volume de I',cedéme, aprés une induction de la
carragénine. Cette action inhibitrice et antiinflammatoire est apparue aprés deux

heures [11].
1.2. Matériel végétal et screening phytochimique

Toute cette partie du travail a été réalisée au sein de ’'unité de recherche : Valorisation
des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et Analyses Physico-chimiques et

Biologiques (VARENBIOMOL), Département de chimie, faculté des sciences exactes,

Université des fréres Mentouri- Constantine.
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1.2.1. La matiére végétale

Les parties aériennes (tiges et feuilles) de I’H.undulatum ont été rassemblées pendant
I'étape de fleuraison, en Avril 2010, de la région de Bechar le sud de I'Algérie. Apres leur
identification par Mr Benabdelhakem (directeur de ’agence de la préservation des ressources
naturelles a Bechar, Algérie), un spécimen authentifié, avec le numéro d'identification
04/2010/BHU a ¢été déposé a I'Herbier de I'unité VARENBIOMOL, Universit¢ de Freres

Mentouri Constantine.

Les échantillons de (tiges et feuilles) sont nettoyés puis mis a sécher a température
ambiante dans un endroit aéré a 'ombre pour mieux conserver les molécules sensibles a la

chaleur et a la lumiére puis pesés.

1.2.2. Préparation des extraits

Les parties aériennes séchées de H. undulatum (Feuilles 2385,92 g -Tiges 1410,86 g) ont été
macérées avec un mélange EtOH-H20 (70:30 v /v) trois fois pour 24, 36 et 48 heures.
L'extrait brut a été concentré a la température ambiante. Ce dernier a été dilu¢ avec 756 mL
de H>O distillée. Apres filtration, la phase aqueuse a été adopté pour des extractions
successives de type liquide-liquide avec de 1'éther de pétrole afin d’éliminer la chlorophylle et
les cires, le chloroforme (CHCIL3), I'acétate d’éthyle (AcOEt) et le n-butanol (n BuOH).Les
phases organiques ont été séchées avec du NaxSO4 anhydre. Apres filtration et élimination des

solvants sous pression réduite, les extraits correspondants ont été obtenus a savoir :

» Lesfeuilles: I’extrait CHCI3 (2,26 g), EtOAc (2,42 g) et n-BuOH (35 g).

» Lestiges: I’extrait CHCI3(2,20 g), EtOAc (2,5 g) et n-BuOH (25 g).
Seul L’extrait n-BuOH a été utilisé pour cribler son effet biologique dans la présente étude.
En effet, le n-butanol permet une meilleure extraction des composés polaires et concentre
mieux les composés phénoliques tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins et

les coumarines [12].

Les différentes étapes de 1’extraction des feuilles et des tiges de I’espece H. undulatum

sont schématisées dans l'organigramme suivant présenté dans la (figure 4.2).
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Matiére vegétale
Feuilles 2385.92 g-Tiges 1410.86 g

Extrait
Hvdroalcoolliaue

e Macération a froid pendant 48 h dans
un mélange EtOh/H,0 (70 :30 ; v/v) et
répétée 3 fois (24-48h).

o Filtration

e Concentration non a sec (t=35°c)

e Dilution avec 756ml de H,O
distillée

e Précipitation de la chlorophvlle

e Extraction par du CHCI; (x3)
o Décantation

’ N /
aqueuse O organique  ,’
/

A

e Extraction par de I’AcOEt (x1)
i -cantation e Séchage par Na,So, anhydre

' e Filtration
l l e Concentration & t=35°c
e e e - e —-— - v
o Phase A Phase o
/ .
/ aqueuse -/ organique  ,’
4 R —— e e e = = = = - [E— o

e Extraction par den-butanol (x3) Extrait

e Décantation chloroforme

k = mfeu = 2.26 g
m=2.20 g

Extrait AcOEt
Mgy = 2.42 g

s
'

Extrait n-butanol
mfeu = 35 g

\\ { mt:25 g

Figure 4.2 : Organigramme résumant les différentes étapes de macération et d’extraction des
feuilles et des tiges de I’espéce H. undulatum
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1.3. Analyse qualitative des deux extraits (BEUHS et BEUHL)

Dans le but d’avoir une idée sur le contenu chimique des deux extraits, ces derniers

ont été soumis a des tests aussi bien qualitatifs que quantitatifs.

1.3. 1 Screening phytochimique

Le screening chimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence
des groupes de familles chimiques présentes dans une plante ou dans un extrait. Le principe
est basé soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de
précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de

coloration.

Les extraits BEUHS et BEUHL ont été soumis a un criblage phytochimique
préliminaire pour mettre en présence leurs différents constituants phytochimiques selon des
méthodes standards décrites par Harborne [13], Khandelwal [14], Sofowora [15], et Trease &
Evans [16] avec de légéres modifications. L’ensemble de ces groupes chimiques comprend les

alcaloides, les coumarines, les flavonoides, les saponosides, les tanins et les terpénoides.

1.3.1.1. Test chimique pour les alcaloides
La mise en évidence des alcaloides a été testée en utilisant trois réactifs différents.
A)Réactif de Dragendorff :

Environ 0,2 g de chaque extrait BEUHS et BEUHL a été ajouté a 2 Ml de H2S04 a 2%,
ensuite le mélange a été légerement chauffé dans un bain d'eau pendant 2 a 3 minutes. Le
mélange a été filtré et 4-5 gouttes de réactif de Dragendorff ont été ajoutées. L’apparition
d’un précipité rouge-orange indique la présence d'alcaloides.

B) Réactif de Mayer

Environ 0,2 g de chaque extrait a été ajouté a 5 ml de HCI a 1%, ensuite le mélange a
été légerement chauffé dans un bain-marie pendant 2 a 3 minutes. Le mélange a été filtré et
Iml de réactif de Mayer a été ajouté. L’apparition d'un précipité chamois sera une indication

de la présence d'alcaloides.

1.3.1.2. Test chimique pour lestanins
Environ 0,2 g de chaque extrait BEUHS et BEUHL a été mélangé avec 10 ml d'eau

distillée dans un tube a essai et chauffés au bain-marie. Le mélange a été filtré et 4-5 gouttes
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de chlorure ferrique a 0,1% (FeCLk) ont été ajoutées au filtrat. Une coloration verte foncée ou

bleu-verte indique la présence de tanins.

1.3.1.3. Test chimique pour les saponines
Environ 0,2 g de chaque extrait BEUHS et BEUHL a été agité avec 5 ml d'eau distillée

et ensuite chauffé a ébullition. L’apparence de la mousse indique la présence de saponines.

1.3.1.4. Test chimique des flavonoides
Environ 0,2 g de chaque extrait a été dissous dans 2 M1 de NaOH a 10%. Un passage
du jaune a une solution incolore observée aprés l'ajout de 0,5 ML de HCI indique la préence

de flavonoides.

1.3.1.5. Test chimique pour les stéroides
Environ 0,2 g de chaque extrait a ét¢ mélangé avec 2 ml d'anhydride acétique, a ce
mélange 1 mL de H2S04 a été ajouté. Le passage de la couleur du violet au bleu ou au vert

indique la présence de stéroides.

1.3.1.6. Test chimique des terpénoides (test de Salkowski)
Environ 0,2 g de chaque extrait BEUHS et BEUHL a été mélangé avec 2 mL de
chloroforme et 3 ml de H>S04 a été soigneusement ajouté pour former une couche. Une

coloration brune rougeatre a I’interface indique la présence de terpénoides.

1.3.1.7. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de chromatographie
planaire dont la phase mobile est liquide. Elle est couramment utilisée pour séparer des
composants dans un but d'analyse (CCM analytique) ou de purification
(CCM préparative).Elle comprend une phase stationnaire (une couche mince de matériel
absorbant, usuellement du gel de silice, de l'oxyde d'aluminium ou de la cellulose) et une
phase liquide, dite phase mobile ou ¢éluant (unsolvant ou un mélange de solvants) qui va

entrainer les composés a se séparer le long de la phase stationnaire.

Dans ce travail, les CCM sont effectuées au moyen de couches minces (0.2 mm
d'épaisseur) avec un gel de silice 60F»ss (avec indicateur de fluorescence) sur aluminium
(Merck). Le criblage qualitatif des deux extraits BEUHS et BEUHL a été fait en utilisant

vingt microlitres de chaque échantillon ; Le développement a été réalisé avec différents
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systémes de solvants. La détection a été effectuée a la lumiére visible et sous lumiére UV (A
254 et 366 nm).

Le rapport entre la distance parcourue par le solvant et le composant a été calculé. Ce rapport
est appelé facteur de rétention (Rf). Sachant que cette valeur sera la méme pour tous les
composants ayant la méme identité [17].

Chaqgue substance a été identifiée par sa fluorescence sous UV, par son facteur de rétention
(Rf) dans un systéeme de solvant précis, et par sa couleur aprés révélation avec les réactifs
chimiques.

Rf= Distance entre I’origine et la tache du produit aprés élution /Distance entre I’origine et le

front du solvant apreés élution.
1.3.1.8. La chromatographie préparative

La chromatographie préparative sur papier (CP) est basée sur I’utilisation d’une surface
plane de cellulose considérée comme support maintenant par imprégnation une phase
stationnaire liquide [18]. Le papier Wattman N° 3 a été utilisé pour établir la carte phénolique
a deux dimensions des deux extraits BEUHS et BEUHL. Cette carte est obtenue en faisant

migrer I’extrait dans deux solvants, I’un organique et I’autre aqueux [19].

> La premiere dimension est de faire migrer I’extrait dans un systeme formé de trois
solvants a savoir le BuOH: AcOH: H20 (BAW) dans les proportions 4: 1: 5 (v/v) appelé
systéme organique.

> La deuxiéme dimension est de faire migrer le méme extrait dans le systéme aqueux
qui n’est autre que I’acide acétique a 15% (v/v).
Aprés developpement des chromatogrammes, qui a duré pour la premiére dimension 17 heures
et pour la deuxiéme dimension 9 heures, les taches ont été délimitées sous la lumiéere de Wood
(A =366 nm).
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B/ A/W (4:1:5)15%

>  ACOOH 15%

B/ A/W (4 :1:5)15%

» ACOOH 15%

Figure4.3: la carte phénolique a deux dimensions réalisée par le papier Wattman N° 3
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1.4. Analyse quantitative des deux extraits (BEUHS et BEUHL )

1.4.1. Identification de composés phénoliques par HPLC/TOF-M S
L’analyse par HPLC-TOF/MS des deux extraits a été effectuée au laboratoire de

recherche, du département de chimie de I'université de Karatekin, Cankiri, Turquie.

Les deux extraits BEUHS et BEUHL de H. undulatum ont été analysés par
chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse munie d’ un
analyseur a temps de vol (HPLC-TOF/MS), afin de comparer leurs profils
chromatographiques avec ceux des standards et d’obtenir une information sur la quantité et la
nature chimique des acides phénoliques présents. Cette analyse a été effectuée en utilisant un
systeme HPLC Agilent 1260 Infinity équipé d'un détecteur LC / MS de temps de vol 6210
(TOF) et d'une colonne ZORBAX SB-C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um). Les phases mobiles A et
B sont respectivement 1'eau ultra pure avec de I'acide formique a 0,1% et de l'acétonitrile. Le
débit était de 0,6 ml min! et la température de la colonne était de 35 °C. Le volume
d'injection était de 10 pl. Le programme du solvant était le suivant : 0-1 min 10% B; 1-20 min

50% B; 20-23 min 80% B; 23-30 min 10% B et le temps total d'évaluation était 30 min.
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2. Etude Biologique

2.1. Etude de I’activité antioxydante
2.1.1 Etude de I’activité antioxydante in vitro

2.1. 1. 1. Effet anti-radicalaire par le test DPPH®

La détermination de I’activité antioxydante est réalisée sur la méthode proposée par
Ohinishi et al [20]. Le DPPH°® (diphényle picryl-hydrazyle) est un radical libre de couleur
violette qui devient jaune (diphényle picryl-hydrazine) quand il est réduit par un donneur de
proton H+.En bref, 1 mL d'une 0,2 mM solution méthanolique de DPPH a été mis en
incubation avec différentes concentrations de BEHU(0-500 pg/mL).Apres une incubation de
30 min a la température ambiante, I’absorbance a été mesurée a 517nm. La vitamine C et la
quercitine (0-100 pug/mL) ont été egalement utilisés comme références. L’effet antioxydant des
extraits est exprimé en pourcentage de réduction de DPPH°® selon la formule suivante : % de
réduction = [(Abs contréle - Abs échantillon) /Abs contréle] x 100% .Abs controle :
Absorbance du contréle (contenant tous les réactifs excepté le compose d'essai).Abs

échantillon: I’absorbance de I'extrait ou standard (1)
2 .1. 1. 2. L activité de piégeage de radical Hydroxyl (°OH)

L'activité de piégeage de radical hydroxyle était évaluée par la méthode désoxyribose
décrite par Halliwell et al. [21].Le radical hydroxyl a été généré en incubant les éléments
suivants : dans un volume final de 1,2 mL de 10 mM de tampon phosphate (pH7.4) a 37 °C
pendant 60 min: mM H202 1.4, 100 uM de FeCL et 2,8 mM désoxyribose, 100 pM d'EDTA et
100 pM d'acide ascorbique en présence ou l'absence (contrdle) de I'extrait. La dégradation du
désoxyribose sucre induite par le radical hydroxyle a été déterminée par addition de 1mL de
TBA (1%) et 1 mL de TCA (5%); le contenu a été bien mélangeés et bouilli a 100 °C pendant
20 min. Le chromogene rose formé était déterminée en mesurant son absorbance a 535 nm.
L’acide ascorbique a été utilisé comme standard. Le pourcentage d'inhibition de I’hydroxyle

est calculé selon I'équation (1).

2 .1.1. 3. L’activité chélation du fer

L'effet chélateur des ions ferreux Fe*+ a été estimée selon la méthode décrite par Dinis
et al., [22].Un volume de 1 mL de chaque solution d’extrait (0-600 ug/mL) ou du chélateur de
réference I’EDTA (0-200 pg/mL) a été initialement mélangés avec 50 uL de chlorure de fer

(FeCl,) (2 mM). Apres 1min, 200 pl de Ferrozine (5 mM) ont été ajoutées au milieu
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réactionnel. Le mélange a été vigoureusement agité et laissé au repos a la chambre de
température pendant 10 min, permettant ainsi la complexassion du fer résiduel et la formation

d’un chromophore rouge (Fe(ll)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a A=562 nm.
Le pourcentage d'inhibition de complexe ferrozine-Fe®+ était calculée selon I'équation (1).

2 .1. 1. 4. Détermination de pouvoir réducteur du Fer

Le pouvoir réducteur de I’extrait des feuilles et tiges a été determiné selon la méthode
décrite par Oyaizu, 1986 [23]. Différentes concentrations des extraits (2,5 mL) ont été
mélangees avec 2,5 mL de tampon phosphate de sodium a 200 mmoL/l (pH 6,6) puis 2,5 mL
de ferricyanure de potassium a 1%. Le meélange a été incubé a 50 ° C au bain marie pendant 20
min. Un volume de 2,5 mL d’acide trichloracetique a 10% (p/v) est ensuite ajouté, puis le
mélange est centrifugé a 650 tr/min pendant 10 min. 5 mL de surnageant ont été mélangé avec
5 mL d'eau distillée et 1 mL de chlorure ferrique a 0,1%. L’absorbance a été mesurée a 700
nm : une absorbance plus élevée indique une puissance de réduction plus élevée. La quercitine
a été utilisée comme référence. Le pourcentage de pouvoir réducteur de fer est calculé par

I’équation (1).

2.1.2. Evaluation de I’activité antioxydante in vivo et hepatoprotective
2.1.2.1. Evaluation de la fonction hépatique

Aprés avoir réalise I'étude de toxicité aigué par voie orale, la dose de BEHU des deux
factions BEHUL et BEHUS (200 mg / kg) a été sélectionnée pour I’étude in vivo.

< Animaux et protocole d’expérimentation

Des rats males Wistar pesant entre (180-220 g) ont été utilisés dans cette
expérimentation. . Ils sont placés aléatoirement dans des cages standard pour une période
d’adaptation (3 semaines) avant d’étre utilises dans les expériences. L’élevage est fait au
niveau de I’animalerie du laboratoire de recherche de Biotechnologie des Molécules
Bioactives et de Physiopathologie (LBMBPC) ou les rats ont été logés dans des cages en
Plexiglas (5 rats par cage) dans un cycle 12/12 de lumiere/obscurité, dans des conditions de
laboratoire standard (température ambiante de 20 £ 2 °C et de I'humidité 72 + 4%) avec un
acces libre a I'eau et la nourriture de type ad libitum. Leurs poids corporels ont été enregistrés
quotidiennement.
< Induction de I’hépatotoxicite et traitement des rats

Les animaux ont été divises en cing groupes dont chacun rassemble 5 rats.
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Groupe 1 (groupe controle) : les rats témoins qui recoivent quotidiennement par gavage de
I’eau physiologique (NaCl 0.9%) pendant 11 jours.
Groupe 11 (contrdle négatif) : Dans ce groupe les rats ont recu du NaCl (0.9 %) pendant 10
jours ; le 11eme jour les rats ont été injectés par la voie intra-péritonéale (ip) par une dose
unique de 300 mg/Kg de I’hydrazine .
Groupe 111 (groupe traite) : Dans ce groupe les rats ont été prétraités par voie orale avec
I’extrait des tiges de H.undulatum (BEHUS) pendant 10 jours par une dose 200 mg/Kg. Le
11°™ jour ils recoivent une injection de I’hydrazine en ip a la dose 300 mg/Kg.
Groupe 1V (groupe traité) : Dans ce groupe les rats ont été prétraités par voie orale
avecH.undulatum extrait de feuille (BEIHL) pendant 10 jours par une dose 200 mg/Kg. Le
11eme jour ils recoivent une injection de I’hydrazine en ip.
Groupe V (controle positif) : Les rats de ce groupe regoivent quotidiennement par voie orale
la viamine E a la dose 100 mg/kg pendant 10 jours. Le 11 “™ jour ils regoivent une injection
de I’hdrazine en ip.
2.1.2.2. Marqueurs de I’hépatotoxicité

Apres le prélevement sanguin, les échantillons ont été centrifuges a 4000 rmp pendant
15 min, en séparant le sérum des autres composants. L’alanine amino-transférase (ALT),
I’aspartate-amino transférase (AST), I’alcaline phosphatase (ALP) et la bilirubine totale ont été
estimés dans le sérum recueilli. Etant donné que ces enzymes sont révélateurs des Iésions
hépatiques. Le dosage des différents biomarqueurs de la fonction hépatique a été réalisé par
colorimétrie en utilisant des Kits du commerce sur un automate multiparamétrique dans un

laboratoire de biologie et d’analyses médicales.

2.1.2.3. Evaluation du statut oxydatif cytosolique
- Préparation des fractions hépatiques

A la fin du traitement, les animaux de tous les groupes ont été sacrifiés et rapidement
disséqués afin d’enlever le foie. Par la suite le foie a été nettoyé et le sang résiduel des
vaisseaux hépatiques sera éliminé par administration d’une solution d’eau physiologique
introduite directement dans la veine hépatique puis séché avec un papier de soie propre, et pesé
par la suite. Enfin, le foie est séparé en quatre portions dont I’une est destinée pour I’évaluation
biochimique du statut oxydatif dans le cytosol, la deuxiéme pour les dosages concernant les
mitochondries, la troisiéme est preservé pour I’etude hisologique. Toutes les portions ont été
conservées a -80 °C pour d’autres analyses ultérieures.
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-Préparation dela fraction cytosolique

Le foie de chaque rat a été bien lavé avec le NaCl (0.9%) séché et coupé en petits morceaux,
pesés et homogénéisés (pour 1 g du foie dans 9 ml de solution tampon phosphate 0.1 M
pH=7.4) contenant KCI (1.15%). L’homogénat a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min a
4°C, le surnageant récupéré a été centrifugé a 9600 rpm pendant 45 minutes a 4 °C. La
fraction cytosolique (le surnageant) a été utilisée pour le dosage des marqueurs du stress
oxydatif.

2.1.2. 3.1.Détermination de la peroxydation lipidique (M DA)

La peroxydation lipidique a été évaluée par le taux du MDA selon la méthode
d’Ohkawa etal. [24]. La réaction de dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud
(100 °C) entre le MDA et deux molécules de thiobarbiturique acide (TBA) donnant un
pigment de couleur rose ayant une absorbance maximale a A=532 nm. Les résultats sont
exprimés en nmol par gramme de foie.

2.1.2. 3.2.Dosage de I’activité enzymatique de |la catalse (CAT) cytosolique

La catalase est une enzyme qui dégrade le peroxyde d’hydrogéne H202 en eau et en
dioxygene selon la réaction suivante :

Catalase
2 H,O> » 2 H,O + O,

La catalase cytosolique a été dosée colorimétriquement a A=240 nm et exprimée en
moles de H,O> consommée/min/mg de protéines selon la méthode d’Aebi [25]. La réaction
est basée sur la disparition du I’'H20; a 25 °C en présence de la source enzymatique dans la
fraction cytosolique. La quantit¢ d'H.O> décomposée est directement proportionnelle a la
concentration en substrat et la concentration en enzyme. L’activité de ’enzyme est calculée
en utilisant un coefficient d’extinction molaire : 0.043 cm'mM'. Les résultats sont exprimés

en U/mg de protéine hépatique (U: umol d’H>O» consommé par minute par mg de protéines).

2.1.2.3.3. Dosage de D’activité enzymatique de superoxydedismutase (SOD)
cytosolique

La superoxyde dismutase est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de 1'anion
superoxyde en oxygene et en peroxyde d'hydrogene. L’activité enzymatique de SOD
cytosolique a été déterminée selon la méthode décrite par Flohe [26]. Cette activité est
attribuée a la capacité inhibitrice de 1’auto-oxydation du pyrogallol par la SOD exprimée en

U/mg de protéine du tissu hépatique. L’activité de I’enzyme est exprimée en U/mg de protéine
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du tissu hépatique. Une unité de I’activité de la SOD est définie comme 1’enzyme qui
causerait I’inhibition de 50% de I’autooxydation du pyrogallol. L’activité de ’enzyme est
calculée selon I’équation suivante :
Inhibition totale = DO (blanc) —DO(échantillon) /= DO (blanc)x 100
U de SOD/mg de protéine : Inhibition totale /n x 50
n : mg de protéines en mg présentes dans le volume de I’échantillon utilisé
2.1.2.3.4. Dosage de I’activité du glutathion réduit (GSH) cytosolique
Le GSH a été évaluée en utilisant la méthode décrite par d’Ellman [27]. Le GSH est
un facteur déterminant de la sensibilité des tissus aux dommages oxydatifs .Le principe de
cette activité consiste a scinder la moléculed’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB)
par le GSH et la libération de 1’acide thionitrobenzoique (TNB) qui est caractérisé par un pH
(8-9) et présente une absorbance maximale a A=412 nm .Les résultats sont déduits en se
basant sur un coefficient d’extinction molaire de GSH 13100 cm™M'. Les concentrations sont
exprimées en pg/mg de protéine hépatique
2.1.2.3.5. Dosage de ’activité du glutathion réductase (GR) cytosolique
L’activité du glutathion réductase (GR) a été¢ mesurée selon la méthode de Coballase-
Urrutia et ses collaborateurs [28]. Cette activité basée sur la réduction du GSSG en GSH par
le NADPH en présence de GR est mesurée par la diminution de I'absorbance de la NADPH a
A=340 nm. L’activité de I’enzyme est calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire
: 6.25cm'mM!. Les résultats sont exprimées en U/mg de protéine hépatique (U : pmol

NADPH oxydé/min)
2.1.2.3.6. Dosage de D’activité du glutathion-S-transférase (GST ) cytosolique

Le dosage de l'activité du glutathion-S-tranferase (GST) cytosolique GSH a été
¢évaluée en utilisant la méthode décrite par Seyyedi et ses collaborateurs [29]. Les GST est une
enzyme qui fixe et métabolise le glutathion. La réaction de conjugaison entre le glutathion et
le 1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB) est catalysée par les GST. Cette réaction de
conjugaison se fait par I’intermédiaire du groupement thiol du glutathion. L’augmentation de
I’absorption est directement proportionnelle a ’activité¢ GST de I’échantillon. L’activité de
GST est déterminée par la mesure du produit (GS-DNB) a A=340 nm issu de la réaction de
conjugaison du CDNB avec du glutathion réduit. Les résultats sont déduits en utilisant un
coefficient d’extinction molaire de CDNB : 9.6.cm'mM! et exprimés en U/mg de protéine de

foie (U: umol de conjugué CDNBformé/min).
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2.1.2. 3.7.Dosage de I’activité du glutathion peroxydase (GPx) cytosolique

Le dosage de la GPx a ¢été déterminé selon la méthode décrite par Rotruck etal.
[30].Les GSH-Px constituent la voie majeure de dégradation des hydroperoxydes (peroxyde
d'hydrogéne H>O», hydroperoxydes organiques ROOH) dans la plupart des cellules et des
compartiments subcellulaires.La GPx de ’homogénat tissulaire oxyde le glutathion et réduit
le H2O2 en H>O. Le reste de la quantité du glutathion réagit avec la solution DTNB pour
donner un sustrat coloré qui est mesuré par spectrophotométrie a A=420 nm. L’activité de GPx

est exprimées en U/mg protéine de foie (U: umol de GSH oxydé/min).

2.1.2. 4 Evaluation du dysfonctionnement mitochondrial in vivo

2.1.2. 4.1.1 solement des mitochondries du foie

L'isolement des mitochondries du foie repose sur le fractionnement cellulaire par
centrifugation différentielle suivant le protocole décrit par [30].

La partie du foie réservée pou l'isolement des mitochondries est pesée, finement
hachée a I’aide de ciseaux puis placée dans un tube contenant le tampon de reprise
(saccharose 70 mM, HEPES 10 mM, mannitol 220 mM, EGTA 4 mM, pH=7.4 a 4 °C, 10 ml
par 1g foie). La préparation est ensuite homogénéisée par des allers-retours du piston d’un
Potter-Elvehjem motorisé (1500 tours/min) puis centrifugé a 3000 x g pendant 5 min a 4 °C.
Le surnageant est prélevé puis subit une centrifugation a 10000 x g pendant 10 min a 4 °C. Le
culot contenant les mitochondries est repris et remis en suspension dans 1500 pL de tampon
de respiration (saccharose 50 mM, HEPES 10 mM, KCI 100 mM, KHPO4 5 mM, pH=7.4) au
moyen d’un potter manuel par un simple aller/retour du piston.

- Préparation de la matrice mitochondriale

Les pellets de mitochondries re-suspendus dans la méme solution tampon est utilusée
pour l’extraction de la matrice mitochondriale par congélation et décongélation suivi
immédiatement par homogénéisation répétée des préparations fraiches mitochondriales afin
d’éclater les mitochondries. Apres centrifugation a 10000 rpm pendant 10 min, le surnageant
obtenu est considéré comme source de la matrice pour le dosage du statut oxydatif
mitochndrial. Le dosage des protéines dans les fractions mitochondriales est réalisé par la

méthode de Lowry [31].
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Evaluation du statut oxydatif mitochondrial

Le statut oxydatif mitochondrial a été estimé dans un volume de 0.5 ml qui correspond
a la fraction mitochondriale en utilisant les méthodes enzymatiques colorimétriques décrites
précédemment. Le MDA a été évalué par la méthode de d’Ohkawa et ses collaborateurs [24].
Le dosage de GSH est effectué par la méthode d’Ellman [27], les résultats sont exprimés en
nmol/mg protéine. L’activité du GPx est évaluée par la méthode de Rotruck et ses
collaborateurs [30], La SOD est estimée par la méthode décrite par Flohe [26], les résultats

sont exprimés en (U/mg protéine).

2.1.2. 5. Evaluation de|'activité du CY P2E1

2.1.2. 5. 1. Préparation de la fraction microsomale

Pour preparer la fraction microsomale une homogénéisation d’un fragment du foie a
¢été effectuée dans un tampon contenant du trisacétate 0,1 M (pH 7,4), du KCI1 0,1 M, de
I'EDTA 0,1 mM, du fluorure de phénylméthylsulfonyle 230 M et de Thydroxytoluéne butyle
22,7M. Les homogénats ont été centrifugés a a 100000 x g pendant 1 h a 4 °C. Le culot
résultant a été lavé avec 0,15 M de KCl et remis en suspension dans un tampon phosphate 0,1
M (pH 7,4) contenant 20% (v / v) de glycerol et 1 mM dEDTA et stocké a -80 °C pour la
mesure de l'activit¢ CYP2EI. La concentration a été déterminée en utilisant la protéine
microsomale décrite par la méthode de [31], en utilisant le BSA comme un standard.
- La détermination del'activité du CYP2E1

L'activité du CYP2E1 a été mesurée par la vitesse d'oxydation du p-nitrophénol en p-
nitrocatéchol, en présence de NADPH et d'O,. L'oxydation du p-nitrophénol a été déterminée
en utilisant 200 ug d'homogénat, et dans un systéme réactionnel contenant 2 mM de
nitrophénol dans un tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), 5 mM de MgCL et un systeme
générateur de NADPH constitué de 0,4 mM de NADP', 30 mM isocitrate, 0,2 U d'isocitrate
déshydrogénase, incubés a 37 °C et arrétés apres 60 min par addition de 30 uL d'acide
trichloroacétique a 20%. Le surnageant a été traité avec 10 pL d'hydroxyde de sodium 10 M.
L'absorption a 546 nm a été immédiatement mesurée et la concentration en 4-nitrocatéchol a
été déterminée (¢ = 10,28 mM'cm').La protéine microsomale a été déterminée par la

méthode [31] en utilisant le BSA comme un standard [32].
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2.2. Etude de ’activité antioxydante

2. 3. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire de BEHU

L'inflammation est un processus d’'un mécanisme de défense du corps,c’est une
cascade d'événements biochimiques qui,impliquant le systéme vasculaire local, le systéme
immunitaire, et diverses cellules dans le tissu blessé,propage et donne la réponse

inflammatoire[33].

2. 3. 1. Evaluation de P’activité anti-inflammatoirede BEHU in vitro

2.3. 1.1. Détermination de I'effet de piégeage duradical d'oxyde nitrique (NO°)

Le radical d'oxyde nitrique a un rdle important dans divers types de processus
inflammatoires. Le piégeage du NO° a été déterminé selon la méthode de Sreejayan et Rao
[34] basée sur la réaction de Griess. Le mélange réactionnel contenant 3 mLde nitropruside de
sodium(SNP) (0.2 M) est préparé¢ dans un tampon phosphate avec une concentration
différente des l'extraits des H.undulatum (50 a 1300 ug/mL). Et incubé a 25 °C pendant 2
heures. Apres I’incubation, 0.5 ml de réactif de Griess (1% sulfanilamide, 0.1% naphthyl
éthyléne diaminedihydrochloride (NNED) dans 2% H3;POs) a été ajouté a 0.5 ml de mélange
réactionnel puis incubés a l'abri de la lumiére pendant 30 minutes. L'absorbance du
chromophore formé est mesurée a A=546. La quantité¢ de nitrite a été calculée a partir de la
courbe standard basée sur des solutions de nitrite de sodium Le pourcentage d'inhibition est
calculé par la formule (1).

2.3. 1.2.Inhibition de la dénaturation des protéines: activité anti-arthritique

L’effet préventif de I’extrait n-BuOH de H.undulatum contre la dénaturation de
l'albumine membranaire induite par la chaleur a été évalué in vitro selon la méthode décrite
par Sakat et ses collaborateurs [35]. La mesure de la turbidité a été faite a A=660 nm par
spectrophotométrie. Les résultats ont ¢été comparés aux celles du diclofénac,
antiinflammatoire non stéroidien de référence. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation

de l'albumine est calculé selon la formule suivante :

2.3. 1.3.Stabilisation des membranes des globules rouges (HRBC)

Cette technique consiste a un dosage in vitro pour évaluer 1’effet préventif des extraits
n-BuOH de H. undulatum contre la lyse membranaire des globules rouges (HRBC) induite

par I'hypotonicité [36]. La teneur en hémoglobine dans la suspension a été estimée par
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spectrophotométrie a A=560 nm. Le pourcentage de I'hémolyse produite en présence de I'eau
distillée a été pris a 100 %. La stabilisation ou la protection de la membrane des HRBC a été

calculée par la formule (1).

2. 4.Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de BEHU invivo

2.4.1.Induction de I’cedéme dans la patte par la carragénine

Cette expérience a été effectuée selon le protocole de Srivastava et ses collaborateurs
[37]. L’étude a été réalisée sur des rats Wistar Albinos provenant de I’élevage au niveau de
I’animalerie de I’Université¢ des Fréres Mentouri Constantine. Les rats (200-220 g) sont
regroupés en cinq par lot . Les animaux sont mis a jeun 12 heures avant I’administration des
produits. Les animaux ont été répartis en quatre groupes :
-Groupe 1 : les rats témoins qui regoivent par gavage de I’eau physiologique.
-Groupe 2 : les rats regoivent oralement diclofénacde sodium a une dose de 10 mg/kg.
-Groupe 3 : les rats regoivent 1’extrait BEHULpar gavage a une dose de 200 mg/kg.
-Groupe4 : les rats regoivent I’extrait BEHUS par gavage a une dose de200 mg/kg.
Une heure plus tard, I’inflammation a été provoquée par I’injection de 0.1 ml de carragénine
(1%) dans une solution saline isotonique sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure
gauche des rats.
% Détermination du volume de ’cedéme de la patte

La progression du volume de I’cedéme des pattes gauche de chaque rat a ¢té mesuré
uneheure avant I'induction de I'cedéme et (a 1, 3, et 5h) aprés [I’injection de la
carragénineutilisant le vernier caliper numérique. L’cedéme a été traduit par une augmentation
enépaisseur des pattes (mm) due a la provocation inflammatoire. Pour chaque groupe traité,
les diametres moyens obtenus a ces différents relevés, extrait ou diclofénac, (Dt) ont
étécomparés a celui obtenu avant tout traitement (DO).
Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme est calculé pour chaque groupe des rats traités par
rapport au temoin.il est obtenu par la formule suivante :

% inhibition = [(Dt — DO) témoin — (Dt — DO) traité]/(Dt — DO)témoin x 100

2.4.2. Détermination dutaux en protéine carbonyle

Le dosage de la protéine carbonyle a été déterminé selon la méthode décrite par
Levine etal. avec modification [38]. Le tissu a été homogénéisé dans 1 mL de tampon
phosphate froid, pH 6.7 contenant 1| mM d'EDTA, puis centrifugé a 10 000 x g pendant 15

minutes a 4 °C. le principe basé sur la mesure spectrophotométrique des dérivés de 2,4
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dinitrophénylhydrazine (DNPH) des protéines carbonyles permet de quantifier la teneur en
protéines carbonyles. Brievement, 100 uL d’homogenat ont été incubés soit avec 500 ul de
DNPH soit avec du HCI2 N (blanc) pendant 1 heure a température ambiante. Les échantillons
ont été ensuite reprécipités avec 600 uL d'acide trichloroacétique a 20% (TCA), incubés
pendant 5 minutes sur de la glace et ensuite extraits avec de I'éthanol / acétate déthyle (1: 1, v

/v), 3 fois a 11 000 xg pendant 10 minutes.Les resultats sont exprimés en nmol/mg protéines.

2.4.3.Détermination del'activité de la myéloper oxydase hépatique (MPO)
L'activit¢ de MPO hépatique a été mesurée selon Schierwagen et al. En bref, une
quantité de foie (50-100 mg)a été utiliséé¢ dans 6 mL de tampon phosphate 50 mmol/L (pH
6,0) contenant 1% HTAB. Les échantillons ont été homogénéisés et 'homogénat a été
décongelé et ensuite centrifugé (4500 xg pendant 15 minutes a 4 °C). L'activit¢ de MPO dans
le surnageant (0,1 mL) a été déterminée apres 1'addition de 0,6 mL de tampon phosphate (pH
6.0) contenant 0,167 mg / mL d' O-dianisidine dihydrochlurure et 0,0005% de peroxyde
d'hydrogene. Le changement d'absorbance a 460 nm sur 10 minutes a été mesuré. L'unité de
l'activit¢ MPO a été définie comme la quantité d'enzyme pouvant réduire 1 u mole de
peroxyde par minute.L’activit¢ MPO est calculée en utilisant le coefficient d’extinction

molaire (1.13 x 104 cm-1M-1) de O-dianisidine oxydé. [39].

2.4.4. Détermination du taux del'oxyde nitrique (NO ) hépatique

Pour déterminer le taux de la production du NO la concentration de nitrate a été
mesurée selon le protocole de conversion du nitrate grace a la réaction de Griess [34].
L'absorption a été mesurée a A=540 nm et la teneur en nitrite a été calculée en se basant sur

standard, nitrite de sodium NaNOz. Les résultats sont exprimés en uM d'oxyde nitrique (NO)

[40].

2.4.5. Le dosage immuno-enzymatique pour |'estimation du taux de TNF-a
et IL-B

Les quantifications du TNF-a et de I'IL-f ont été effectuées dans la fraction
cytosolique du foie des rats traités par I’hydrazine. Le dosage immunologique du TNF- a et
de I'L-1b est realisé¢ par ’ELISA en phase solide. Un anticorps monoclonal spécifique du
TNF- a ou IL-B de rat a été pré-enrobé dans la microplaque. Les échantillons sont pipetés

dans les puits et le TNF- a ou IL- 1B de rat présent est 1ié par I'anticorps immobilisé. Apres le

66



Matériels et méthodes

lavage toute substance non liée est éliminée, un anticorps polyclonal lié & une enzyme spécifique du
TNF- a ou de I'lL- B est ajouté aux puits. Suivant un lavage pour éliminer tout réactif anticorps-enzyme
non lié, une solution de substrat est ajoutée aux puits. La réaction enzymatique donne un produit bleu
qui devient jaune lorsque la solution darrét est ajoutée. L'intensité de la couleur mesurée est
proportionnelle & la quantité de TNF- a ou IL-B est liée dans les étapes initiales. Les valeurs
d'échantillon sont ensuite lues sur la courbe standard. Les résultats sont exprimés en pg / mg de
protéine [41].
2.5. Etude histologique

Les petits morceaux de foie ont été pris et mis dans le formaldéhyde 10% a pH 7.4, puis
stockés pour I’examen histologique. Ils ont été inclus dans la paraffine, coupés (5um) et subis une

coloration a I’hématoxyline et a I’éosine (x 40).

2.6. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + écart type. Les valeurs
ICso (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par régression semi logaritmique. Pour les tests in
vivo les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les comparaisons multiples sont faites par le test
ANOVA a un facteur suivi du test HSD de Tukey. Les différences sont considérées statistiquement

significatives au seuil de 0.05.
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Chapitre 5

Résultats et discussion

1. Etude chimique de I’espéce Heliotropium undulatum

1.1. Analyse qualitative des extraits BEUHL et BEUHS

1.1.1. Screening phytochimique

Les résultats préliminaires du criblage phytochimique des extraits BEUHL et BEUHS

sont présentés dans les (tableaux 5.1 et 5.2). L’analyse de BEUHS a montré une présence

importante des saponosides, triterpénoides, stérols, flavonoides, tanins et coumarines. Tandis

que des résultats négatifs ont été observés pour les alcaloides. En ce qui concerne I’extrait

BEUHL, le criblage phytochimique a montré une forte présence des flavonoides, des

triterpénoides, des stérols, des tanins et des saponosides, tandis que les alcaloides ont été

détectés en traces. Les résultats ont été négatifs pour les coumarines.

Tableau 5.1 : Résultats du criblage phytochimique préliminaire de BEUHL

Classes de substances
naturelles recherchées

Observations

Interprétation

Avec de KxCrO;

Un précipité rouge brun

Les flavonoides Couleur rouge avec dégagement de chaleur +++
Les stérols et triterpénes Couleur rouge brunatre ++
Les saponosides Apparition d’une mousse ++
Les alcaloides

-test de Mayer Apparition d’un précipité brun +
-test de Dragendorff Absence de précipité -
Les tanins

Avec le FeClz (1%) Apparition d’un précipité vert foncé AR
Avec ’acétate de Pb Un précipité brun J_:i

coumarines (ajout de NH,OH)

pas de fluorescence

Tableau 5.2 : Résultats du criblage phytochimique préliminaire de BEUHS.

Classes de substances
naturelles recherchées

Observation

Interprétation

Les flavonoides Couleur rouge avec dégagement de ++
chaleur

Les stérols et triterpénes Couleur rouge brunatre intense +++

Les saponosides Apparition d’'une mousse intense +++
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Les alcaloides

-test de Un léger précipité brun +

-test de Dragendorff Absence de précipité -

Les tanins

Avec le FeClI3 (1%) Un précipité vert ++

Avec |’acétate de Pb Un précipité brun ++

Avec de K2CrO2 Un preécipité rouge brun ++

coumarines (ajout de NH4OH) | précipité brun avec fluorescence sous UV ++
(365nm)

(+) : présence, (++) présence moyenne, (+++) forte présence, (-) absence.

D’apres les deux tableaux, I’ensemble des groupes chimique est présent dans les deux
extraits a concentrations variables. Les coumarines sont présentes dans I’extrait BEUHS mais

absentes de I’extrait BEUHL. Seuls les alcaloides sont absents des deux extraits.

1.1.2. Analyse par chromatographie sur couche mince

Le résultat du criblage phytochimique effectué sur les extraits BEUHL et BEUHS au moyen de
la CCM a mis en évidence la présence de nombreux spots. Le nombre de spots varie en fonction de
I’extrait testé et du systéme d’élution utilisé. Ces spots se distinguent entre eux par la valeur du rapport
frontal (Rf) et de leurs colorations avant et apres révélations .

Les spots de coloration bleu fluorescent, bleu verdatre, jaune, rose, noir violet observées sur les
chromatogrammes sous UV (254 et 366 nm et aprés révélation) peuvent correspondre a plusieurs
classes de métabolites secondaires tels que les flavonoides, les coumarines et les acides phénoliques.
Alors que les alcaloides sont totalement absents. Il est a noter que les CCM ont été révélées avec des
réactifs spécifiques aux flavonoides (AICI3, NH3) ; aux coumarines (KOH, NH3) et aux alcaloides

(réactif de Dragendorff).

1.1.3. Carte phénolique sur papier Whattman

Pour cette technique chromatographique, Il s’agit de I’utilisation d’une surface plane
de cellulose considérée comme support maintenant par imprégnation, une phase stationnaire
liquide. Les systemes de solvants les plus utilisés sont le n-butanol/acide acétique/eau (BAW) :
4 /115 (systeme organique) et Acide acétique 15% (systéme aqueux). Les résultats obtenus

pour les deux extraits sont illustrés par la (figure 5.1).
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ACOOH
(15%)

A

Extrait BEUHS Extrait BEUHL

v

B/A/W (4 :1:5)

Figure 5.1 : Carte phénolique des extraits BEUHL et BEUHS

La répartition des composés polyphénoliques en chromatographie de partage dépend
plus du nombre de groupements hydroxyles portés par le squelette phénolique contenus dans
la molécule. On observe, sur les chromatogrammes des deux extraits (Figure5.1), des
composés de polarité trés différente. En effet, les deux chromatogrammes montrent, dans la
premicre dimension (systéme organique) une migration moyenne ou méme faible de
I’ensemble des composés présent. Alors que dans la deuxiéme dimension (systéme aqueux),
les composés ont bien migrés du moins polaire pour ceux qui ont été plus retenus par la phase
stationnaire, au plus polaire pour ceux qui ont plus d’affinité pour la phase aqueuse acidifiée.
Ces constatations permettent de déduire que la majorité des composés présents dans les deux
extraits comportent un nombre important de groupements hydroxyles dans leurs structures.

La fluorescence sous la lumieére de Wood (A = 366 nm), pour presque la majorité des
composés révélés, supposent la présence des squelettes flavonique de type flavone (coloration
noire violet), flavonol (coloration jaune) et d’autres acides phénoliques comportant plusieurs
groupements hydroxyles tels que les coumarines, les hydroxybenzoiques et les acides

cinnamiques (coloration bleu et bleu fluorescent).
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1.2. I dentification et quantification des acides phénoliques et flavonoides
par HPLC-TOF/MS

Les extraits BEUHS et BEUHL ont été analysés par RP-HPLC couplé a la
spectrométrie de masse. L'identification des acides phénoliques individuels a été effectuée sur

la base de leurs temps de rétention par rapport a ceux de différents standards.

1.2.1. Analyse RP-HPL C des acides phénoliques et des flavonoides des deux
extraits BEUHL et BEUHS

Le (tableau 5.3) présente les quantités des acides phénoliques et des flavonoides
individuels présents dans les deux extraits (BEUHL, BEUHS). Leur identification a été
effectuée par comparaison de leurs temps de rétention et de leur spectre de masse avec ceux
de différents standards. Huit (8) acides phénoliques et quatre (4) flavonoides ont été identifiés
a partir de P'extrait BEUHL et également huit (8) acides phénoliques et uniquement (3)
flavonoides ont été identifiés a partir de I’extrait BEUHS, leur structure sont présentées dans

la (figure 5.3).

Tableau 5.3 : Acides phénoliques et flavonoides identifiés dans les extraits BEUHL et
BEUHS de I’espece H. undulatum par HPLC-TOF/MS.

tr (mn) Ac. phénol et flavonoides (mg/kg de
la plante séche)
BEUHL | BEUHS
Acide fumarique 3,19 12.41 26,84
Acide géntisique 4,41 2,01 1,99
Acide chlorogénique 5,47 0,57 0,55
Catéchine 5,77 1,08 ND
Acide 4-hydroxy benzoique 6,85 2,36 1,08
Acide protocatechuique 7,01 2,50 2,07
Acide caféique 7,65 ND 0,29
Acide vanilique 7,82 1,72 0,89
Acide syringique 8,08 2,12 2,15
Naringénine 10,52 1,56 0,46
Diosmine 10,62 3,72 3,69
Morine 13,02 1,24 1,24
Acide cinnamique 15,16 1,07 ND

Concernant les acides phénoliques de I’extrait BEUHL, on repére au temps tr= 3,19
mn, l'acide fumarique qui semble étre le plus abondant avec une quantité égale a 12,41 mg/kg
de plante, suivi de l'acide protocatéchuique au temps tg= 7,01 mn, puis D’acide 4-

hydroxybenzoique au temps tr= 6,85 mn, I’acide syringique a tr= 8,08 mn et en dernier
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l'acide gentisique a tr= 4,41 mn avec les quantités de 2,50; 2,36 ; 2,12 et 2,01 mg/kg de
plante. Des faibles taux sont enregistrés pour l’acide vanilique (tr=7,82mn) et 1’acide
cinnamique (tr=15,16mn) avec les valeurs de 1,72 mg/kget 1,07 mg/kg respectivement.
Tandis que l'acide chlorogénique présente la quantité la plus faible avec seulement 0,57
mg/Kg a tr= 5,47 mn.

Dans I’extrait BEUHS, l'acide fumarique repéré au temps de rétention tr= 3,19 mn
semble étre le plus abondant avec la quantité la plus importante de 26,84 mg/kg, suivi de
l'acide syringique (tr= 8,08 mn), puis l'acide protocatéchique (tr= 7,01 mn) et l'acide
gentisique (tr= 4,41 mn) avec les quantités de 2,15 mg/kg 2,07 mg/kg et 1,99 mg/kg
respectivement. Les acides 4-hydroxy benzoique (tr= 6,85 mn), vanilique (tr= 7,82 mn) et
chlorogénique (tr= 5,47 mn) sont moins présents (1,08 mg/kg, 0,89 mg/ kg et 0,55mg/kg
respectivement). Tandis que l'acide caféique présente la quantité la plus faible avec seulement
0,29 mg/Kg a tg= 7,65 mn, ce dernier est totalement absent de I’extrait BEUHL.

Concernant les flavonoides, la diosmine (tr= 10,62 mn) présente la plus grande
quantit¢ dans les extraits BEUHL et BEUHS avec les valeurs de 3,72 et 3,69 mg/Kg
respectivement, suivie de la morine (13,02 mg/Kg) et la naringénine (tr= 10,52) avec des
teneurs plus faibles. La catéchine est présente dans I’extrait BEUHL avec une quantité de 1,08

mg/Kg mais elle n’est pas détectée dans 1’extrait BEUHS.

W02 8P SanfiLd

BEUHL BEUHS

| |

| "~ l

. 1 [ :
M A Mo e M N \ WAL

I I S T

Figure 5.2 : Chromatogramme RP-HPLC des extraits BEUHL et BEUHS
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Figure 5.3 : structure des acides phénoliques et des flavonoides identifiés dans les extraits
BEUHL et BEUHS de I’espece H. undulatum
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2. Etude Biologique

2.1. Evaluation de I’activité antioxdante de la plante H.undulatum

Le corps humain posséde un systéme complexe de défenses antiroxydant
enzymatiques et non enzymatiques qui neutralisent les effets nocifs des radicaux libres et
d'autres oxydants. Les radicaux libres sont responsables d'un grand nombre de maladies
[1.2.3]. Grace aux différentes méthodes appliquées ci-dessus, nous avons évalué I’activité
antioxydante des deux extraits des tiges (BEHUS) et (BEHUL) des feuilles de la fraction n-
BuOH de H.undulatum.

2. 1. 1.Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

2. 1. 1.1. Effet scavenger du radical DPPH.

L'analyse par le DPPH est l'une des méthodes les plus connues, elle est précise et
fréquemment employée pour évaluer l'activité antroxydante [4]. Le DPPH c'est un radical
libre stable en raison de sa délocalisation d'électrons sur toute la molécule. La donation de H
aux radicaux DPPH a fait un changement qui s’accompagne de passage de la couleur violette
a la couleur jaune pale dans la solution. Le piégeage de DPPH a également fait une
diminution proportionnelle de son absorbance a 517 nm (figure 5.4). La (figure 5.5) montre
que les deux extraitsn-BuOH de la plante H.undulatum inhibent le DPPH® d'une fagon
dépendante de la dose. L'inhibition maximale du DPPH® (79,51+0,48%) parl’extrait BEHUL
a ¢été observée a une concentration de 180ug/mL comparativement au BEHUS
(59,41+£0,67%)a la méme concentration. Les valeurs ICso également révelent que I’extrait
BEHUL (92.72ug/mL) a un effet scavenger plus important que celui de BEHUS
(110.80pg/mL) (figure 5.5).

O,N Q 0:N
-

N—N NO, + Phenolic N N—N NO,

compounds

DPPH free radical DPPH reduced form

Figure 5.4 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [4].

77



Résultats et discussion

120

—=— BEHUL
e BEHUS BEHUL : 92,7230,13 pg/mL
100 | Quarcetin . BEHUS : 110,803,083 pg/mL
Quercetin : 4,60%0,08 pg/mL
® 80 "
‘g W
2
=8 60 |
£
= /
a0 | 4
20 H o
0 A
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentration (ug/mL)

Figure 5.5: L’activité antioxydante des extraits BEHUL et BEHUS et la quercetin vis-a-vis le
radical DPPH. Chaque point représente la moyenne + SD (n=3).

L'action de piégeage du radical protonique est un des mécanismes qui permet
d’expliquer l'activité antioxydante de (BEHUS) et de (BEHUL. Le témoin positif et la
quercétine, ont montré un effet de piégeage maximal a trés faible concentration (figure 5.5).
Les résultats ont montré une importante activité de piégeage de DPPH® des deux extraits n-
butanoliques, attribuée probablement a la présence d'une teneur ¢levée en composés
phénoliques confirmé par les études chimique HPLC et CCM. Cette teneur est regroupé en
différentes classes tel que les flavonoides (naringenine, morin), les acides phénoliques (acide
chlorogenique, ’acide caffeique, 1’acide cinnamique). Les especes réactives de l'oxygeéne
(ERO) sont générés a partir d’une moléculaire d’oxygeéne ou d’azote dans la chaine de
transport d'¢lectron (ETC), le cytochrome P450, et d'autres fonctions cellulaire et sub
cellulaires [5].Un nombre croissant d'études ont été réalisées afin d'évaluer le profil chimique
du genre Heliotropium, et d'identifier leurs composantes bioactives et d'explorer leurs
nouvelles applications. L'activité de piégeage de DPPH® a été également montrée par la
fraction n-hexane de I’espéce H. strigosum qui avait une valeur CEso de 35,53 ug/mL [6]. En
2009, Modak a isolé trois types de flavonoides, naringénine, 3-O-méthylgalanginand et 7
ométhylériodictiol de la plante Heliotropium taltalense; ces flavonoides ont présenté une
activité antioxydante [6]. Selon I’é¢tude réalisée par Modak et al. [7], la fraction d'acétate de
Heliotropium sinuatum montrant une activité inhibitrice remarquable du DPPH’ pourrait etre
expliauée par la présence des filifolinol, flavanone et la naringénine et le dérivé de 3-oxo-2-
arylbenzofurane. Les études de Murugesh et al. [8] sur les espéces Heliotropium
sclerocarpum, Heliotropium zeylanicum, Heliotropium glutinosum ont montré des activités

antioxydantes trés importantes. Une autre étude in vitro par Nori et al. [9] sur deux autres
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extraits H.lasiocarpium et H.suaveolens a montré une présence de I’activie antioxydante et
une importante inhibition dose-dépendante du radical DPPH°. Meenatchi et al. [10] ont
également mentionné une activité antioxydante remarquable de I'extrait éthanolique des

feuilles d' Heliotropium indicumvia le piégeage de DPPH®.
2. 1. 1.2. L activité de piégeage de radical hydroxyl (°OH)

Les résultats de 1’activité de piégeage de radical hydroxyl des extraits des BEHUS et
BEHUL sont présentés par la (figure 5.6) :

100 | Quercetin IC50 : 16,57+0,96 pug/mL

BEHUL IC50 : 96,08+4,67 pg/mL

BEHUS IC50 : 150,15+1,77 pg/mL
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Figure 5.6 : Effet de piégeage de radical hydroxyl des deux extraits BEHUL et BEHUS et
la quercetin. Chaque barre représente la moyenne + SD (n=3).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

D’apres la (figure 5.6), les deux extraits BEHUS et BEHUL ont une capacité de
piégeage des radicaux libres (OH®) de manicre dose-dépendante. Cette capacité inhibitrice est
de 'ordre de 59-72%a la gamme de 200-600 pg/mL comparativement a la quercétine qui
atteignat 91% a 400 pg/mL. L'activité de BEHUL vis-a-vis OH® est plus exprimée par rapport
a celle de BEHUS, ceci se traduit pat les valeurs ICso qui etaient de I’ordre de 96.08 pg/mL et
de 150.15 pg/mL, celle dela quercetine est de l’ordre de 16.57pug/mL. Les radicaux
hydroxyles sont des especes d'oxygene extrémement réactives qui peuvent réagir avec toutes
les molécules possibles dans les organismes vivants, en particulier avec les protéines, 'ADN
et les lipides [11]. Les radicaux hydroxyles sont capables d'initier rapidement le processus de

peroxydation lipidique en extrayant des atomes d'hydrogeéne d'acides gras insaturés [12]. Les
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capacités de donation d'électrons ou de protons des extraits de H.undulatum ont été
confirmées par le systétme de réaction de Fenton d’ou les radicaux °OH sont générés et
mesuréspar leur capacité¢ a dégrader le désoxyribose dans le fragment qui réagit avec l'acide

thiobarbutirique pour former un chromogeéne rose [13].

2.1.1. 3. Le pouvoir chélateur ferreux

Le test du pouvoir chélateur du fer mesure la capacité des antioxydants a entrer en
compétition chélatrice avec le ferrozine visant I’ion ferreux. La ferrozine peut former un
complexe de couleur rouge en formant des chélates avec F&™ Cette réaction est limitée en
présence d'autres agents chélatants et entraine une diminution de la couleur rouge des

complexes ferrozine-Fe? * [14]

100 [ Quercetin IC50:30,11+1,4 ug/mL
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Figure 5.7 : Effet chélateur des deux extraits BEHUS et BEHUL et de la quercitine. Chaque
barre représente la moyenne = SD (n=3).

** . comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p <0.01).

La (figure 5.7) montre que la capacité¢ chélatrice de l'extrait BEHUL (88.17 a600
pg/mL ; 1Cso= 66,6+2,47 pg/mL), accompagnée d’une concentration dépendante, est plus
considérable en comparaison avec l'extrait BEHUS (73,18 % ; ICso = 186,63+2,47ug/mL). Le
pouvoir chélateur dépendant de la présence des principes réducteur parait en concordance
avec le contenu qualitatif et quantitatif de ces fractions décrit dans le (tableau 5.3) et la (figure
5.2). Les ions ferreux sont I'un des pro-oxydants les plus efficaces, leurs interactions avec le

peroxyde d'hydrogene dans les systémes biologiques peut conduire a la formation de radicaux
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hydroxyles hautement réactifs. Les ions métalliques de transition, en particulier le fer, peuvent

stimuler les lipides par oxydation de Fenton par la réaction suivante :
(H202+ Fe? *---> Fe’ *OH’ + OH)

Ils peuvent également altérer les lipides par oxydation en décomposant les lipides
hydro-¢électriques en radicaux peroxyles et alcoxyles qui pouvent perpétuer la réactionde
Fenton en chaine [15,16]. Il a été signalés que les agents chélateurs qui forment une liaison
de type ¢ avec les métaux sont actifs comme antioxydants secondaires car ils diminuent le
potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de I’ion métallique [17]. Une étude menée sur
l'extrait aqueux de H. indicuma indiqué que P’activité de chélation du fera été largement
importante (ICso = 58.24pg/ mL) [18]. Une autre étude menée par d’Abdlaaty [19] a mentioné
que la capacité de chélation du fer des extraits H. ramosissimum a atteigné 100% a une

concentration de 40 mg/mL.

2.1.1.4. Lepouvoir réducteur du Fer
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Figure 5.8 : Pouvoir réducteur des extraits BEHUS et BEHUL et la quercetine. Chaque barre
représente la moyenne + SD (n=3).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

L’évaluation de la puissance réductrice est utilisée pour estimer la capacité d'un

antioxydant a donner un électron; ceci est un mécanisme important montrant l'action
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antioxydante des composés bioactifs [20,21]. La (figure 5.8) montre les activités réductrices
d’extraits butanolique des feuilles et tiges de H.undulatum en comparaison avec la quercétine.
Plus I'absorbance du mélange réactionnel est €élevée, plus la puissance réductrice est ¢levée.
Le pouvoir réducteur trouvé est dans 1’ordre de quercétine> feuilles> tiges. A 600ug/mL la
densité optique de I’extrait BEHUL est égale a 1, 42+0,03, celle de I’extrait BEHUS est égale
a DO=1,3240,02 ; ce qui indique que le pouvoir de réduire I’ion ferricyanide ferrique est
mieux prononcée par I’extrait BEHUL.Il a été rapporté que le pouvoir réducteur des
substances est probablement dii & leur capacité de donner de 1'hydrogéne [22]. L’extrait des
feuilles de I’H.undulatum pourrait donc contenir une quantité élevée des réducteurs
comparativement a [’extrait des tiges. Ceci pourait &étre corrélé a sa teneur élevée en
naringenine, diosmine, morine. Plusieurs auteurs ont rapportés que les extraits de genre
Heliotropium tels que 1’espece H. indicum Linn [23] possédent des propriétés réductrices

corrélées aux taux des phénols totaux, expliquant ainsi leur role antioxydant [24,25].
On conclusion :

L’activité antioxydante prouvée est manifesté par une grande variété d’action, telle,
I"activité de piégeage de radical DPPH, [’activité de piégeage de radical hydroxyl (°OH),la
chélation des métaux de transition, ainsi que le pouvoir réducteur.Ceci indique que les
métabolites secondaires dont les plus intéressants sont les polyphénols contribuent en grande
partie aux activités antioxydantes de [’espece Heliotropium undulaum notament la fraction
feuilles et pourraient donc jouer un réle trés important dans les effets bénéfiques de cette

plante médicinale.
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2. 1. 2.Evaluation de I’activité antioxydante invivo

2. 1. 2.1. Evaluation de P’activité antioxydantein vivoet hépatopr otective

2. 1. 2.1.1. Marqueurs de ’hépatotoxicité

-Lestransaminases et de la phosphatase alcaline

L’activité des transaminases ALT et AST sériques a augmenté de manicre significative
chez le groupe traité par I’hydrazine (300 mg/kg) par rapport au groupe témoin.
L’administration de ’extrait BEHUL (200 mg/kg) corrige I’effet de I’hydrazine et normalise
les valeurs des ALT a 72.1 % et a AST 81.5 %.Ces valeurs pourraient étre considérées comme
comparables a celles de la vitamine E qui a réduit I’augmentation des ALT et AST a (82,93 et

86, 66% respectivement) (figure 5.9).L’extrait BEHUS (68.7,75.67 %) semble moins

efficace.
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Figure 5.9 : L’effet protecteur des deux extraits BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et de
la vitamine E sur le niveau sérique des enzymes ALT et AST dans le foie des rats
traités par I’hydrazine (300 mg/kg). Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=5).
** . comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05, ¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, 3%p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=3).

Les valeurs entre parentheses : % de protection
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- La bilirubine totale et ’ALP

Une augmentation significative au niveau de la bilirubine totale a été enregistrée chez
les rats traités par ’hyrazine. D’une maniere générale 1’administration des rats par une dose
de (200 mg/kg) de I’extrait n-BuOH temporise I’effet de I’hydrazine et normalise le niveau de
la bilirubine totale. En outre, le groupe trait¢ par BEHUL a montré un résultat tres intéressant
(76.92%) par rapport au groupe traité par 'extrait BEHUS (51.02 %). L’effet protecteur était
plus efficace chez le groupe traité avec la vitamine E en diminuant la concentration de la
bilirubine jusqu’a 89.74 % (Figure 5.10). Le taux élevé de la phosphatase alcaline a été
observé aprés administration de I’hydrazine, le prétraitement par ’extrait BEHU a diminuer
d’une fagon significative le taux élevé de la phosphatase alcaline (77.56%) par rapport au

groupe traité par I’extrait BEHUS (58.99%).
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Figure 5.10 : L’effet protecteur de BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et de la vitamine E sur
le niveau sérique des enzymes ALP et bilirubine totale dans le foie des rats traités par
I’hydrazine (300 mg/kg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=5).

** : comparaison avec le contréle (*p < 0.05, **p<0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05, ¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥¥p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=3).

Les valeurs entre parenthéses : % de protection
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2. 1. 2.1.2. Evaluation du statut oxydatif cytosolique
2.1.21.2.1. Peroxydation lipidique (M DA)

La peroxydation lipidique des membranes biologiques est parmi les principaux effets
dégénératifs des radicaux libres [26]. La (figure 5.11) montre que I’hépatotoxicité induite par
I’HD a provoqué une peroxydation lipidique traduite par une augmentation hautement
significative du taux du MDA (TBARS) (95,8+4,3 umol/mg proteine). Le prétraitement des
rats avec I’extrait BEHUL (200 mg/kg) par voie orale a significativement diminué les taux de

MDA (75.22 %) en comparaison au BEHUS (57.52 %)).
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Figure 5.11 : L’effet protecteur des deuxextraits BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et de la
vitamine E sur le taux de MDA chez les rats traités par I’hydrazine (300 mg/kg).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05, ¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥%p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=3).

Les valeurs entre parenthéses : % de protection

- L’activité des enzymes anti-oxydantes

Les enzymes anti-oxydantes sont considérées comme la premicre ligne de défense
cellulaire qui protege les composants cellulaires contre les dommages oxydatifs. Tels que
SOD, CAT et GPx sont des enzymes importantes dans 1'élimination des especes réactives de

l'oxygene [27].
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2. 1. 2.1.2.2. Lactivité enzymatique de SOD et CAT cytosolique

L’activité enzymatique de la CAT et de la SOD dans le foie des rats recevant
I’hydrazine (300 mg/kg) a significativement diminuée (P<0.01) par rapport aux témoins. Il y
avait une augmentation significative de l'activité de la SOD et CAT dans les groupes pré-traité
avec les extraits BEHUL et BEHUS de H.undulatum qui sont respectivement (79.15 et 71.28
%) et (65.17et 58.5 %). La vitamine E a préservé I’activité de la SOD cytosolique jusqu’a
(85.5 %) et celle de la CAT cytosolique jusqu’a (89.81 %) (Figure 5.12).
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Figure 5.12 : L’effet protecteur des extraits BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et de la vitamine
E sur le niveau sérique des enzymes de SOD et CAT dans le foie des rats traités par
I’hydrazine (300 mg/kg).

** . comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (¥p < 0.05,%¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, %p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=3).

Les valeurs entre parenthéses : % de protection

2. 1. 21.2. 3. L’Activité enzymatique de systéme glutathion cytosolique

Le traitement des rats par I’hydrazine a engendré clairement une déplétion du taux de
GSH hépatique et un épuisement des valeurs de I’activité des enzymes liées au systéme
glutathion a savoir la GST, la GR et la GPx (figure 5.13 et 5.14). Le prétraitement des rats
avec I’extrait BEHUL (200 mg/kg) a rétablit d’une fagon éfficace le taux du GSH (79.62 %)
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et a mieu récupéréles activités des enzymes du systéme-glutathion, la GPx (72.91 %), la GST
(75.67 %) (Figure 5.13 et 5.14) et la GR (79.16 %) en comparaison avec le BEHUS : GSH
(66.66 %), GPx (57.29 %), GST 56.75 %), GR (64.58 %) (Figure 5.13 et 5.14).La
récupération des parametres de ce systeme antioxydant par I’extrait BEHUL (200 mg/kg) est
comparable a cellle notée dans le cas du traitement des rats par la vitamine E : GSH (86.41

%), GPx (84.37 %), GST (86.54 %) et GR (83.33 %) (Figure 5.13 et 5.14).
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Figure 5.13 : L’effet protecteur des extraits BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et de la vitamine
E sur le systeme glutathion cytosolique dans le foie chez des rats traités par 1’hydrazine (300
mg/kg).

** . comparaison avec le contrle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05,%¥p <0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥¥p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne = SD (n=3).

Les valeurs entre parenthéses : % de protection
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Figure 5.14 : L’effet protecteur des BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et de la vitamine E sur
le systéme glutathion cytosolique dans le foie chez des rats traités par 1’hydrazine (300
mg/kg). ** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p <0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (¥p < 0.05, ¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (*p < 0.05, 3%p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=3).

Les valeurs entre parenthéses : % de protection.

Plusieurs mécanismes sont été proposés pour expliquer le métabolisme de 1’hydrazine
par I’hépatocytes [28]. L'hydrazine en tant qu’agent réducteur puissant n’est pas facilement
excrété apres sa pénetration dans I’organisme, il est métabolisé en métabolites toxiques et
radicaux libres qui endommagent le foie et aboutit a une réduction de la viabilité cellulaire
[29,30,31,32]. Avec son groupe amino libre il est capable de réagir avec les alpha-céto-acides
endogenes et d’induire une variété d'effets néfastes sur la santé. Les études in vivo etin vitro
indiquent que I’hydrazine est métabolisé par plusieurs voies, a la fois enzymatique et non
enzymatique, [33,34]. Plusieurs études ont utilisé¢ les microsomes hépatiques, ou 1'hydrazine
est oxydée par le cytochrome P-450 pour produire un agent acylant réactif [35]. Les résultats
de la présente étude ont clairement démontré une corrélation entre I’administration de
I’hydrazine (300mg/kg) et I’activité des transaminases sériques (AST et ALT), ’ALP et la
bilirubine dans le sérum. La fuite des grandes quantités d'enzymes dans le courant sanguin
reflete la gravité de Datteinte hepatocytaire [36,37]. Une bilirubinémie a été enregistrée
également chez le group-hydrazine. Il est bien connu que les agents nécrosants comme
I’hydrazine provoque des blessures suffisantes dans le parenchyme hépatique ce qui conduit a

une augmentation importante de la teneur en bilirubine [38]. Le taux ¢élevé de la phosphatase
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alcaline pourait etredii a sa synthése accrue par les canalicules biliaires en réponse a la
pression biliaire augmentée et a la cholestase [39]. Cependant, le rétablissement de niveau de
ces parametres a été significativement remarquable apres I’administration orale des deux
extrait n-BuOH de la plante H.undulatum a (200mg/kg), BEHUS et BEHUL, ce qui indique
que les extraits N-BuOH de la plante H.undulatuma empéché les 1ésions du foie. Ces résultats
indiquent clairement que I’extrait BEHUL est mieux placé pour donner une protection
importante en stabilisant la membrane cellulaire vis-a-vis les I€sions hépatiques induites par
I’hydrazine d’une maniére comparable a celle de la vitamine E.

Plusieurs études ont mis en évidence un stress oxydant au cours d’une Iésion hépatique
induite par I’hydrazine, notamment une élévation de la peroxydation lipidiques et un
déséquilibre dans le systéme de défense antioxydant enzymatique et non enzymatique [37,40].
L’accumulation des dérivés de radicaux libres sont capables d’épuiser Iactivité de systéme
enzymatique des cellules ; ils sont responsables des dommages de la membrane cellulaire et la
libération conséquente des enzymes de marqueurs d’heptotoxicité [41]. Ces radicaux libres
favorisent également 1’oxydation des AG insaturés des phospholipides membranaires dans les
hépatocytes conduisant a une peroxydation des lipides qui génere a la formation des dérivés
aldéhydiques nuisibles modifiant la structure cellulaire et conduisant a la mort cellulaire par
nécrose [42]. Les antioxydants au sens large sont toutes substances susceptibles d’inhiber
directement la production, la propagation ou la destructiondes ERO [43]. Parmi les systemes
antioxydants enzymatiques cellulaires figurent en premiére ligne la SOD et la CAT. La
réduction d’activité de ces enzymes est le résultat d’une production excessive ou incontrolée
des ERO [41]. Dans notre présente étude, une réduction significative de 1’activité cytosolique
des enzymes tels la CAT et la SOD chez les rats recevant I’hydrazine a été enregistrée.

La SOD est la principale enzyme antioxydante qui catalyse la conversion de l'anion
superoxyde (O*en H>0) et protége les cellules et les tissus des ERO provenant de sources
endogenes et exogenes [44]. La CAT est une enzyme présente en grande partie dans des
organites subcellulaires tels que les peroxysomes, elle protege la cellule contre les dommages
oxydatifs par le H>O2 et °OH [45]. Une réduction significative de I’activité cytosolique de ces
enzymes chez le rat traité par I’hydrazine refléte l'atteinte hépatique; seulement le pré-
traitement avec les extraits Nn-butanol de H. undulatum a montré une augmentation
significative du niveau de ces enzymes, ce qui pourait etre leurs activités antioxydantes contre
les radicaux libres tels I’acétyle, ’hydroxyle. En accord a ce qui est fréquemment décrit chez
les patients ou chez les rats atteints d’une hépatotoxicité induite par 1’hydrazine nous avons

enregistré dans notre étude une chute importante des taux du GSH et des activités du systeme
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enzymatique de glutathion (GR, GPX et GST) chez les rats traités uniquement par
I’hydrazine. D’une manicre générale 1’hydrazine induit de fagon significative I'épuisement du
GSH dans le foie et provoque un déséquilibre de GSH/GSSH qui est le résultat d’une
diminution de I’activité du GR [46]. La réduction de ce systeme favorise les radicaux libres a
s’accumuler et pourrait stimuler d’avantage le processus de peroxydation lipidique et donc
d’augmenter la teneur en malondialdéhyde [47].

Le GSH est un élément clé dans la détection d’une toxicité accrue aux xenobiotiques,

y compris l'hydrazine [48]. Il est largement réparti entre les cellules vivantes, agissant comme
un agent réducteur intracellulaire essentiel dans le maintien du statut redox intracellulaire
[46]. Il est également considéré comme la biomolécule la plus importante pour la protection
contre la cytotoxicité, en participant a I'élimination des intermédiaires réactifs par conjugaison
et a la réduction des hydroperoxydes ou de radicaux libres par action directe [40].
Des études in vitro réalisées au niveau des hépatocytes de rat indiquent que la cytotoxicité
aigué provoquée par l'hydrazine est principalement médiée par l'induction du stress oxydatif
da a une augmentation de la production d'especes réactives de l'oxygene et de I'épuisement du
glutathion réduit. Le GSH est consommée par de nombreuses fagons, telle l'oxydation, la
conjugaison et 1'hydrolyse [29].

La GPx appartient a une classe d'enzymes qui catalysent la réduction de HOo,

I’hydroperoxyde de phospholipide et d'autres hydroperoxydes organiques ; elle supprime le
H>O: en couplant sa réduction avec l'oxydation du glutathion réduit. La GPx peut également
réduire d'autres peroxydes tels que les hydroperoxydes d'acides gras [44].
Le pré-traitement des rats par les extraits de la plante H.undulatuma (200 mg/kg), BEHUS et
BEHUL a 200 mg/kg a empéché la diminution du GSH et a permis de corriger la réduction
d’activité du systeme enzymatique dépendant du deglutathion observées chez les rats recevant
I’hydrazine.

Nos résultats in vivo sont en forte accord avec nos résultats in vitro, ils indiquent que
l'effet hépatoprotecteur de tiges et des feuilles de I’extrait de H.undulatum peut étre di a la
présence des phyto-constituants (flavonoides, coumarines, alcaloides et les acides
phénoliques). L'activité de piégeage des radicaux libres in vitro de H. undulatum suggére la
possibilité de I’extrait de H.undulatum de réduire le stress oxydatif cytsolique. Dans cette
etude I'extrait BEHUL a (200 mg/kg) est le plus marquant comparativement a la fraction
BEHUS ; cet effet est proportionnel a la nature qualitative et quantitative de ces deux
fractions. L’extrait BEHUL renferme les flavonoides tels la morine, la diosmine et la

naringine ainsi que les acides phenoliques tel que 1’acide vanilique et I’acide syringique.Avec
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leurs effets synergiques ils peuvent arréter la 1ésion hépatique aigue en agissant comme

piégeurs de radicaux libres

2.1.21. 3. Evaluation du statut oxydant mitochondrial

Le statut oxydatif mitochondrial a été évalué au niveau des mitochondries isolée du
foie des rats pré-traités par les extraits N-BuOH (200 mg/kg) de /’Heliotropium (BEHUL /
BEHUS) et par I’hydrazine (300 mg/kg). Les rats traités par I’hydrazine ont manifesté une
déplétion du taux de GSH mitochondrial associée a une diminution significative des enzymes
antioxydants SOD, GPx et accompagnée d’une augmentation significative du taux de MDA,
marqueur de la péroxidation lipidique. Le pré-traitement des rats avec les deux extraits
BEHUL et BEHUS a réduit d’'une maniere significative le taux du MDA a 79.43 % eta 57%
respectivement (figure 5.15 A) ; il a aussi corrigé les activités des enzymes du systéme
antioxydant, la SOD a 74.36 % eta 50 % respectivement, la GPx a 71.72 % et a 66.2 %
respectivement (figures 5.15 B et C). Ces deux extrait ont également rétablit le taux de GSH a
71.42 %et a 56.89 % respectivement (figure 5.15 D).Ces résultats sont comparables a ceux
obtenus par le co-traitement des rats avec la vitamine E : GSH (82.85 %), GPx (86.2 %), SOD
(81.33 %) et MDA (88.78 %) (figures5.15 A, B, C et D).
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Figure 5.15 : L’effet des deux extraits BEHUS et BEHUL (200 mg/kg) et la vitamine E sur la

variation des taux des enzymes antioxydants mitochondriale et de MDA des hépatocytes chez
les rats traités par I’hydrazine (300 mg/kg).

** . comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05, ¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥3p < 0.01).

Chaque barre représente la moyenne = SD (n=6).

Les valeurs entre parentheses : % de protection

Afin de mieux cerner la conception des mécanismes liés a I’hepatotoxité induite par
I’hydrazine nous nous sommes intéressées au role du dysfonctionnement mitochondrial et sa
probable interaction avec des deux extraits butanoliques BEHUS et BEHUL de
H.undulatum Les mitochondries sont des cibles vulnérables pour les lésions toxiques en
raison de leur role crucial dans le maintien de la structure cellulaire et la production d'ATP

aérobique [50]. Les dommages mitochondriaux peuvent a leur tour renforcer le stress oxydatif
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[36]. La membrane mitochondriale, principale source intracellulaire d'ERO, estelle méme
sensible a l'action de ces radicaux, d’ou la fonction mitochondriale peut étre altérée [50]. Les
résultats obtenus, montrent que les mitochondries isolés des rats traités par 1’hydrazine
souffrent d’un stress oxydatif se manifestant par une altération de taux des Mn-SOD, GSH et
GPx mitochondriales. A ce niveau, l'hydrazine a augmenté le taux de du superoxyde
mitochondrial et a réduit I'expression protéique de la Mn-SOD responsable de I’élimination
[51]. De méme la diminution des taux de Mn-SOD pourrait étre due a sa nitration par les ERO
généré par I’hydrazine.

D’autre part une concentration plus ¢levée de I’hydrazine ou de ses métabolites
conduit a I'épuisement du GSH [36, 51, 52]. La déplétion de I'activit¢ du GSH pourait avoir
comme transite une production des radicaux, y compris des radicaux méthyles, acétyle,
hydroxyle et hydrogéne, qui ont été observées au cours du métabolisme de HD [53]. Lors de
I’évaluation du stress oxydatif mitochondrial qui a été effectuée au niveau des mitochondries
du foie des rats traités par ’hydrazine, un taux élevée de MDA a été enregistré qui refléte
l'altération mitochondriale, une telle hyper-peroxydation pourrait €tre le résultat d’une

modification importante du statut redox mitochondrial en faveur des prooxydants [43].

Il a été raporté que l'exposition a ’HD entraine une déplétion de 1'adénosine
triphosphate (ATP) accompagnée par la formation des mégamitochondries in vivo [S1] et
inhibition de la succinate déshydrogénase mitochondriale, ce qui réduit la fonction
mitochondriale. En outre, le HD provoque une toxicité en interférant avec un certain nombre
de processus métaboliques tels que la gluconéogenese et la glutamine synthétase [54]. De
nombreux travaux ont montré que le potentiel membranaire mitochondrial est réduit avec une
concentration croissante de HD. Il a été suggéré que l'arrét de la fonction mitochondriale dans
des conditions de stress oxydatif peut induire une apoptose a des concentrations d'exposition
qui ne conduisent pas directement a la cyto-létalité [55]. Des expériences réalisées par Kang
Kwang etal. [56] ont révélé que l'hydrazine inhibe l'activit¢é du complexe II dans les
mitochondries de levure isolées, ainsi que dans les mitochondries mammaliennes; ainsi un
stress mitonchondrial est associé. Les auteurs de cette étude suggerent que I’hydrazine
pourrait inhiber séverement le flux d'électrons mitochondrial proximal en bloquant
conjointement la réduction de l'ubiquinone [56]. Il est intéressant de noter que les extrait
BEHUL et BEHUS ont réussi a protégé les mitochondries en préservant le taux des Mn-SOD,
GSH et GPx mitochondriales. Celle-ci peut étre associée a I’effet antioxydant des composés

bioactifs contenus dans ces extraits caractérisés par leurs capacités de restaurer le
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dysfonctionnement mitochondrial en assurant une protection du statut redox intra

mitochondrial via les propriétés révélée lors de notre étude invitro.

2. 1. 2.1. 3. Evaluation du dysfonctionnement microsomal
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Figure 5.16 : Effet des deux extraits BEHUS et BEHUL (200mg/kg) et la vitamine E
sur l'oxydation du PNP chez des rats traités par HD (300mg/kg).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05, ¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, 3%p <0.01).

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=6).

Les valeurs entre parenthéses : % de protection

La (figure 5.16) montre I’effet des extraits BEHUS et BEHUL (200mg/kg) sur
l'oxydation du PNP chez des rats traités par [’hydrazine (300mg/kg). A partir de ces resultats
on observe que le traitement des rats par I’hydrazine a augmenté¢ significativement (P <0,01)
l'oxydation du PNP p-nitrocatécholde I’ordre de (3,85 fois), c’est une induction nette du
CYP2EI. Inversement, les taux d'oxydation du PNP étaient significativement (P <0,01) plus
faibles chez les rats recevant les extraits BEHUL (79,93%), BEHUS (60.93) ou la vitamine E
(87.67%) (Figure 5.16).11 a été suggéré que l'activation métabolique de I'hydrazine conduit a
une toxicité d’ou divers systémes enzymatiques tels que le CYP1Al, CYP1A2 et CYP2E1
sont été impliqués [57]. Selon la littérature, I'hydrazine est oxydée par le cytochrome P450
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pour former des intermédiaires hépatotoxiques qui se lient aux macromolécules cellulaires.
[58,59] Le systeme CYP450 microsomal hépatique, principalement CYP2EI, est considéré
comme un acteur central dans la voie de la génération ERO, d’une mniere directe ou indirecte
[60,61]. L'exposition des humains ou d'animaux a I'hydrazine est exprimée par des réactions
d'oxydation catalysées par le cytochrome P450 / FMO (flavine contenant la monooxygénase).
[58,62]. Le métabolisme de I'hydrazine par le CYP2EI génére des intermédiaires toxiques et
des quantités excessives de ERO [63,64,65,66,67]. La formation de radicaux libres au cours
de l'oxydation microsomique de l'hydrazine a conduit a I'hypothése que les radicaux libres
sont impliqués dans 1'hépatotoxicité¢ des dérivés de I'hydrazine [62,68]. Dans notre ¢tude, une
diminution marquée du niveau de CYP2EI a été enregistrée chez les rats traités par I’extrait
BEHUL, ceci est probablement dii aux composés bioactifs présents dans cet extrat. Les effets
protecteurs du polyphénol par l'inhibition des isozymes du CYP450 ont été rapportés par
plusieurs études. Ho etal. [69] ont signalé l'inhibition de l'activité du CYP3A4 humain par des
flavonoides de pamplemousse, Brantley etal. [70] ont indiqués que les deux types de
flavonolignanes isolés a partir du chardon-Marie (Silybum maria-num) sont considérés
comme inhibiteur du CYP2C9, Gurley etal. [71] ont révélés que la supplémentation avec
I'hydraste du Canada (Hydrastis canadensis) inhibe l'activité du CYP3 A humain in vivo, Piver
etal. [72] ont montrés l'effet inhibiteur du resvératrol sur les activités de CYP3A, CYPIA et
CYP2E1, Breinholt etal. [73] ont rapportés que l'un des constituants actifs dans l'ail, c’est
bien le sulfure de diallyle, est un inhibiteur puissant de lI'enzyme de phase [,CYP2E1, Khan
etal. [74] ont révélés l'effet protecteur de la rutine via I’inhibition de la CYP2EL. Plusieurs
¢tudes récentes ont signalé que les flavonoides peuvent interagir avec les enzymes du
CYP450 en inhibant la biosynthése des enzymes ou leur activité catalytique. Ils peuvent
s’interagir au niveau de la transcription ou de la traduction de geéne ainsi que dans la
modulation directe de l'activité du CYP450 [75]. Ce constat permet d’expliquer l'effet
inhibiteur qui semble étre 1i¢ a la structure des flavonoides, ou le nombre et la position de
leurs groupes hydroxyles déterminent le mécanisme de liaison a l'enzyme et par conséquent le
niveau et le mode d'inhibition. Selon la littérature les flavonoides possédant de nombreux
groupes hydroxyles sont des les plus puissants inhibiteurs du CYP450 in vitro [69,76]. L’effet
antoxidant de ’extrait de n-BuOH de feuilles d'Heliotropium undulatum pourait etre du a la
presence des acides phénoliques tel I'acide fumarique qui semble étre le plus abondant suivi
de l'acide protocatéchique, l'acide 4-hydroxybenzoique. L'acide syrengique et l'acide

géntisique. Les flavonoides tels La diosmine qui présente la plus forte concentration des
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suivie par la naringénine et la morine, ces phytoconstituants prouvu par ’analyse HPLC/DAD

sont dotée des activités antoxidante importante.

On peut conclure de cette partie que les deux extraits n-BuOH extraits BEHUS et
BEHUL de I’ H.undulatum a 200 mg/Kg ont préservé la fonction hépatique en modulant la
Cyp2E1 et en neutralisant le stress oxydant hepatique et mitochndrial issus durant le
traitement par le [’hydrazine (300 mg/Kg). L’ extrait BEHUL de I’ H.undulatum est le plus
marquant comparativement a [’extrait BEHUS cet effet est proportionnd a la nature

qualitative et quantitative des deux fractions.
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2. 2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de |a plante H.undulatum
2. 2. 1.Evaluation de activité anti-inflammatoirein vitro

2. 2. 1.1. L’effet de piégeage de ’oxyde nitrique NO°

Les résultats de I’activité de piégeage du NO°des extraits BEHUS et BEHUL de sont
illustrés par la (figure 5.17).
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Figure 5.17 :L’effet scavanger des deux extraits BEHUS et BEHUL (200mg/kg) et la
quercetine contre le radical (NO®). Chaque point représente la moyenne + SD (n=3).

** . comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

Le composé nitroprussiate de sodium se décompose en solution aqueuse a pH
physiologique (7.2) en produisant le NO°. Dans des conditions aérobies, le NO° réagit avec
l'oxygeéne pour produire des produits stables (nitrate et nitrite), dont les quantités peuvent étre
déterminées a l'aide du réactif de Griess [1]. Les résultats obtenus montrent que l'effet de
piégeage de l'oxyde nitrique est plus efficace dans le cas de BEHUS avec une inhibition
maximale de 73+0,94%, ce pourcentage a été observé a la concentration de 50 pg/mL
comparativement a ’BEHUL (68+0,41%). Les valeurs ICso des BEHUL et BEHUS, et de la
quercitine ~ prouvant  un  effet scavenger  Vis-a-vis le (NO°) ¢taient
33.46+1.38ug/mL,47.742.25ng/mL, et 15.09+0.28pg/mL respectivement (la figure 5.17). La

capacité de neutralisation de (NO°) pourrait étre due a 1’existence des phyto-constituants qui
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entrent en compétition avec I’oxygeéne pour interagir avec le monoxyde d’azote. Une étude
effectuée sur l'extrait éthanolique de H. indicum Linn qui a montré une activité inhibitrice
puissante sur la production d'oxyde nitrique (ICso = 24,17 pg/mL) [2]. Dans une autre étude
portée sur Cordia macleodii qui appartient a la méme famille de notre plante (Boraginaceae)
le pourcentage maximal d'inhibition des radicaux oxyde nitrique était 72,70% mais a une
concentration tres €lvée (800 pg / mL) [3]. Au niveaudes flavonoides, la configuration
d'hydroxyle du cycle B est le déterminant le plus significatif de la prise de ROS et de RNS.
Les groupes hydroxyles sur le cycle B donnent 1'hydrogene et un électron a des radicaux
hydroxyles, peroxyle, et peroxynitrite menant a des radicaux flavonoides stables. L'inhibition
du RNS par les flavonoides implique la méme regle que l'inhibition du ROS [4]. L'oxyde
nitrique (NO°) est un radical libre réactif produit par les phagocytes et les cellules
endothéliales, pour donner des espéces plus réactives telles que le peroxynitrite qui se
décomposent d’avantage en formant un radical (°OH) [5,6,7,8]. Nos résultats révelent que
I’extrait BEHUL pourrait réduire significativement le taux d'oxyde nitrique qui jouerait un
role crucial dans l'inflammation. Ainsi, nos résultats confirment fortement I'utilisation

traditionnelle de H.undulatum dans les inflammations et la cicatrisation des plaies [9].

2. 2. 1.2. Inhibition de la dénaturation des protéines: activité anti-

arthritique

La dénaturation des protéines tissulaires est l'une des causes bien documentées
concernant l'arthrite rhumatoide et inflammatoire. La production d'auto-antigénes dans

certaines maladies arthritiques peut étre due a la dénaturation des protéines in vivo [10].
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Figure 5.18 : Effet des deux extraits BEHUS et BEHUL et le diclofenac I’inhibition de la
dénaturation des protéines.Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).
Chaque point représente la moyenne = SD (n=3).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

La (figure 5.18) expose les résultats de D’activité anti-inflammatoire in vitro des
extraits BEHUS et BEHUL en termes de pourcentage d’inhibition de la dénaturation de
I’albumine du sérum bovine (BSA). Ces résultats montrent une inhibition dépendante a la
concentration de la dénaturation de BSA des deux extraits BEHUS et BEHUL dans la
gammel00 - 600 ug/mL. Les deux extraits présentent une activit¢ antidénaturation
significative (47,18 - 53,84 %) a 400 pg/mL. A la méme concentraction le diclofénac a
manifesté une dénaturation de BSA de 84.05%. L’inhibition de I’extrait BEHUS est plus
remarquable par rapport a I’extrait BEHUL.A 600 pug/mlL, les deux extraits BEHUS et
BEHUL ont manifesté un pourcentage d’inhibition dans 1’ordre de 83,66 % et 71.49%
respectivement. La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation. Cette
derniére represente la réponse tissulaire aux blessures, et pour cela, un processus complexe de
réactions enzymatiques doit étre impliqué [11]. D’apres la littérature il a eté rapporté que la
dénaturation des protéines est l'une des causes de la polyarthrite rhumatoide [11, 12]. La
production d'auto-antigénes dans certaines maladies rhumatismales peut étre due a la
dénaturation in vivo des protéines. Le mécanisme de dénaturation implique probablement une

altération en électrostatique, hydrogeéne, hydrophobe et disulfure collage qui maintien la
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structure tridimensionnelle des protéines [13].En outre, la polyarthrite rhumatoide est un
trouble inflammatoire systémique chronique qui peut affecter de nombreux tissus et organes,
mais qui s'attaque principalement aux articulations synoviales [14]. Les plantes médicinales
contienent des flavonoides, des terpenes, des quinones, des catéchines, des alcaloides, des
anthocyanes et des phytoconstituants d'anthoxanthines, ayant des effets antrinflammatoires et
anti arthritique [15].Des études précédentes ont montré que 1’espéce Tecoma stans (Linn),

appartenant a la famille (Bignoniaceae), testée pour une activité antiarthritique a révélée une

certaine efficacité [16].

Vu les résultats obtenus on peut suggérer que 1’extrait butanolique des tiges est plus
efficace que l’extrait des feuilles dans le contréle de la production d’auto-antigéne via
I’inhibition de la dénaturation des protéines. L’activité inhibitrice de la dénaturation de
protéines est peut €tre accordée a I’existence de différents phytoconstituants bioactifs tels que
les alcaloides, les flavonoides (naringenin ,diosmin, morine), et les acides phenoliques (acide
fumarique, acid gentisique, acide chlorogenique, acide 4-hydroxy benzoique, acide

protocatechuique, acide vanilique, acide Syringique).
2. 2. 1.3. Stabilisation des membranes des globules rouges (HRBC)

Les résultats relatifs a la stabilisation des membranes des globules rouges (HRBC) de

nos extraits sont présentés graphiquement par la (figure 5.19).
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Figure 5.19 : Effet des deux extraits BEHUS et BEHUL et le diclofenac sur la stabilisation des
membranes des globules rouges (HRBC).Chaque valeur représente la moyenne = SD (n=3).
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** . comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

La stabilisation des membranes des globules rouges HRBC a été utilisée comme une
méthode pour étudier I'inflammation in vitro contre la lyse membranaire des globules rouges,
car la membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale [17] et sa stabilisation
implique que l'extrait peut stabiliser les membranes lysosomales. L’examen attentif des
courbes présentées dans la (figure 5.19) permet de constater d’abord que tous les traitements
(BEHUL, BEHUS, diclofenac) dotés d’un certain pouvoir d’inhibition de la lyse des
membranes induite par I’hypotonicité. Néanmoins, cette inhibition est en faveur de I’extrait
BEHUS avec un taux de 56.26% par rapport a la fraction BEHUL (49.18%), cette inhibition a
¢été retenue a une concentrationde 400pug/ml. La référence, le diclofénac est manifesté par une
inhibition maximale de 84.08% ala méme concentraction. L’inhibition maximale exercée par
les deux extraits BEHUS et BEHUL enregistrée a 600 pg/ml a été de I’ordre de 83,66% et
71,49% respectivement avec une 1Cso équivalant a (155, 33 + 12, 01 pg/ml et 330, 58 £ 56, 72
pg/ml. La vitalité des cellules dépend de l'intégrité de leurs membranes, et ¢’est I’exemple des
globules rouges.L’exposition de ces derniers aux conditions défavorables ou aux substances
nocives telles que le milieu hypotonique conduit a une lyse de leurs membranes accompagnée
par une hémolyse et oxydation de I'hémoglobine. L’effet I’hémolytique de la solution
hypotonique est liée a 1’accumulation excessive de liquide dans la cellule résultant de la
rupture de sa membrane [18]. La stabilisation lysosomiale est importante pour limiter la
réponse inflammatoire en empéchant la libération des constituants lysosomals des
neutrophiles. Les enzymes lysosomales libérées lors d'inflammation produisent des divers
troubles. L’activité extra-cellulaire de ces enzymes est associée a une inflammation aigué€ ou
chronique. Les médicaments non stéroidiens agissent soit en inhibant ces enzymes

lysosomales, soit en stabilisant la membrane lysosomale [13].

On conclusion, cette étude a révélé que la fraction n-butanolique des deux extraits des
feuilles et des tiges préparées contiennent des quantités élevées de composés phénoliques et
des flavonoides totaux, sachant que ces derniers présentant une activité anti-oxydante solide
et une activité anti-inflammatoire. Ces composés bioactifs sont considérés comme inhibiteurs
ou éliminateurs de radicaux libres ou agissants éventuellement comme anti-oxydant primaires
qui stabilisent la membrane des globules rouges. Le mecanisme d’action de ces composés rest
encors mal connu, mais généralement les polyphenoes ont un effet inhibiteur enpechant la

fuite des protéases au niveau de la zone inflammatoire.
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2.2.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire invivo
2.2.2.1. Détermination du volume de I’cedéme de la patte induit par la

carrageéenine

L’estimation du volume de ’cedéme de la patte induit par la carragénine nous apermis
d’évaluer in vivo P’activité anti-inflammatoire des deux extraits BEHUS et BEHUL.
L’inflammation est induite par 1’injection de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de la

patte postérieure gauche des rats.
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Figure 5.20 : Effet des deux extraits BEHUS et BEHUL sur I’cedéme de la patte induit par la
carragénine. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (*p < 0.05,%p <0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (*p < 0.05,%%p < 0.01).

Dans notre étude, la progression inflammatoire du volume d’cedéme a été suivie entre
1 et 5 h apres l'injection de la carragénine. La (figure 5.20) montre que I’extrait BEUHS a 200
mg/kg a significativement (p<0.01) réduit le gonflement des la premiere heure (45 %jusqu’a
la derniere phase (5 h) (68 %). La réduction du gonflement retenue de I’extrait BEUHL était
significativement (p <0.01) inférieure a celle de de I’extrait BEUHS a 200 mg/kg durant toute
la période expérimentale. Ces résultats pourraient étre clairement comparables a ceux du
diclofenac (10 mg/kg), qui a prouvé 75%de réduction a la premicre heure et 89% de réduction
apres 5 heures. L’évolution du diametre d’cedéme estimée en fonction de temps est sub-

devisée en deux phases : la premiere phase de 0 a 1 h, la deuxiéme phase de 1 a 5 h. Dans
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I’heure qui suit I’injection de la carragénine 1’inflammation devient visible et l'cedéme
augmente progressivement et atteint une intensité maximale au bout de cinq heures. Sachant
que la caragénine est une mucopolysaccharide sulfaté provenant d’une rhodophyceae, elle
provoque une inflammation typiquement liée a 1’activation de la cyclooxygénase [19]. Cette
injection entraine une augmentation du diameétre de la patte de rat dans la premicre phase de 0
a 1 h.Comme la carragénine induit I'inflammation aigué, cette deniere est la réponse initiale
du corps aux stimuli nocifs, et par consequent conduit a la migration des leucocytes
(granulocytes surtout) vers le tissus 1ésés. Une cascade d'événements biochimiques propage et
mirit la réponse inflammatoire, impliquant le systéme vasculaire local, le systéme
immunitaire et diverses cellules dans le tissu endomagé [20]. Ce test est tres sensible aux anti-
inflammatoires non stéroidiens, il est accepté comme un outil phlogistique utile pour la
recherche de nouvelles thérapies médicamenteuses [21]. En outre, l'injection de la carragénine
chez les rats produit un cedéme biphasique typique associ¢ a la production de plusieurs
médiateurs inflammatoires, dont la premicre phase provoque la synthése de médiateurs
chimiques, tels que I’histamine et la sérotonine qui entretiennent 1’inflammation. Dans la
seconde phase, la carragénine induit la synthese des prostaglandines, la libérationdes
protéases. Bourdon et al. [22] ont constaté que l'injection de carragénine dans la patte du rat
induit la libération de la bradykinine qui entraine plus tard la biosynthése de la prostaglandine
et d'autres autacoides responsables de la formation des exsudats inflammatoires. Le
prétraitement des rats par I’extrait BEHUS confirme qu’il a une activité anti-inflammatoire
car nous avons observé une diminution remarquable dans le diametre de la patte des rats, ce
qui peut expliquer la stabilisation des médiateurs inflammatoire. Le mode d’action de nos
extraits semble etre analogue au diclofénac. Selon la littérature le diclofénac agit dés la
premiere heure et son effet est en relation avec plusieurs voies moléculaires (cytokines pro-
inflammatoires, phospholipase, COX) généralement a travers le facteur nucléaire de
transcription [23].

L’efficacité la plus importante de ’extrait des tiges (BEHUS) pourrait étre liée a son
profil chimique, particuli¢rement a la présence de composés polyphénoliques. Parmi ces
composés se trouvent les flavonoides qui sont capables d’inhiber les oxydants libérés par les
leucocytes et d’autres phagocytes dans la zone inflammatoire entretenant ainsi
I’inflammation. Les flavonoides altérent la synthése des éicosanoides (médiateurs de
I’inflammation), ils diminuent le rapport leucotriene/protacyline en modifiant I’activité
lipoxygénasique [24]. Selon des études confirmant cette illustration, elles ont montré que

I’hespéridine, administrée par voie sous-cutanée, présente une activité anti-inflammatoire
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significative chez le rat dont I’cedéme a été induit par la carragénine [25]. Plusieurs étude sont
rapporté que les flavonoides inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion a
la paroi vasculaire en inhibantles molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1 et E selectine dans
les cellules endothéliales vasculaires, [26].

Certaines recherches ont démontré que l'effet inflammatoire induit par la carragenine
est associ¢ aux radicaux libres. Ces derniers inhibent les enzymes COX qui catalysent la
transformation de 1’acide arachidonique en prostaglandine, thromboxanes et prostacycline.En
tenant compte de nos résultats, on peut conclure que ’action de 1’extrait BEHUS pourrait étre
due aux substances naturelles qui ont un effet anti-sérotoniques et anti-histaminiques. Ces
résultats suggerent que les propriétés anti-inflammatoires de 1” extrait BEHUS pourraient étre
les résultats de I’inhibition d’iNOS, et COX-2, l'interleukine-6, IL-1p, et l'expression de TNF-
a [27]. Ceci, nous encourageons a faire d’autres investigations approfondies dans cette
optique de continuité et d’envisager un autre profil qui concerne les marqueurs pro-

inflammatoire.

2.2.2.2. Evaluation du taux des protéines carbonyles hépatiques
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Figure 5.21 : L’effet anti- inflammatoire des deux extraits BEHUS et BEHUL (200mg/kg) et
la vitamine E ssur le taux des protéines carbonyles hépatiques chez les rats intoxiqués par
I’hydrazine (300mg/kg).** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).

¥¥ : comparaison avec le BEHUL (¥p < 0.05,%¥p < 0.01).

§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥*p <0.01).
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Chaque barre représente la moyenne = SD (n=6).
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Le taux élevé de PC reflete d’une carbonylation sévere des protéines, chez les rats
traités par ’hydrazine qui a provoquant des réponses inflammatoires. La (figure 5.21)
mentionne une augmentation significative des niveaux de PCchez les rats tratés par
I'hydrazine a (300 mg/kg). Le traitement avec les extraits BEHUS et BEHUL a (200 mg/kg) a
diminué de maniere significative les niveaux ¢levés de PC (73.77 %) et (62.29 %)
respectivement. Les valeurs du groupe trait¢ par BEHUS semblent sont comparables a celle
du groupe traités avec la vitamine E, (84.96%).

Le stress oxydatif, ROS et RNS provoquent 1'oxydation des protéines, communément
les acides aminés ; lysine, arginine et proline. Le clivage oxydatif du squelette peptidique via
la voie d'a-amidation, ainsi que le clivage oxydatif des résidus glutamyl, et la formation de
dérivés réticulés protéine-protéine et les dommages membranaires par oxydation lipidique
donnent naissance a des aldéhydes et des cétones réactifs connus sous le nom de protéines
carbonyles [28]. Les protéines carbonyles sont le résultat du clivage oxydatif du squelette
protéique, et de l'oxydation directe les acides aminés tels que la lysine, l'arginine, I'histidine,
la proline, l'acide glutamique et thréonine, ou par la fixation daldéhydes qui sont le produit de

la peroxydation des lipides [29,30].

2.2.2.3. Evaluation de L’activité de la MPO et le NO hépatique

L’effet des deux extraits BEHUS et BEHUL (200mg/kg) sur I’expression de la MPO
et le NO chez les rats intoxiqués par I’hydrazine (300mg/kg) sont présentés par la (figure
5.22).
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Figure 5.22 : L’effet anti- inflammatoire des deux extraits BEHUS et BEHUL (200mg/kg) et

vitamine E sur I’expression de I'activité de la MPO et le NO chez les rats intoxiqués par
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I’hydrazine (300mg/kg).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p < 0.01).
¥¥ : comparaison avec le BEHUL (¥p < 0.05,%¥p < 0.01).
§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥%p < 0.01).
Les valeurs entre parentheses : % de protection

Chaque barre représente la moyenne + SD (n=5).

Les deux extraits BEHUL et BEHUS ont diminué [activit¢ de la MPO avec un
pourcentage de 52.60% et 75.21% respectivement ; I’effet del’extrait BEHUS est plus proche
a celui de groupe traité par la vit E (88.26%). De meme, les extraits BEHUL et BEHUS ont
diminué I’activité de NO avec un pourcentage de (62.96 %) et (70.03 %) cette diminution est
plus prononcée par I’extrait BEHUS. L'inflammation hépatique est caractérisée
histologiquement par l'infiltration de leucocytes polymorpho-nucléaires, de monocytes et de
macrophages. Ils sont activés par divers médiateurs, notamment les prostaglandines, les
leucotriénes, le facteur d'activation plaquettaire et les cytokines [31]. La MPO est une enzyme
qui se trouve dans les neutrophiles et son activité dans le foie est liée a l'infiltration des
neutrophiles [32]. L'évaluation de l'activité MPO est bien établie pour la quantification de
I'inflammation hépatique [33]. Dans ce modele, la MPO est considéré comme une enzyme
majeur responsable des Iésions tissulaires et un marqueur sensible et spécifique de
I’inflammation. L’activation de la consommation d’oxygene implique le fonctionnement de la
NADPH-oxydase, ce dernier avec la MPO agissant ensemble pour produire des especes
réactives de l'oxygéne et I'oxydation des matériaux biologiques [32]. Récemment, il y a eu un
regain d'intérét pour 1aMPO, cette enzyme pro-inflammatoire qui peut étre mesurée dans le
sang périphérique.Au cours d'une activation normale, l'activité de la MPO s'exerce dans les
vacuoles intra-cellulaires et seules des quantités limitées de MPO sont libérées dans le milieu
extracellulaire (estimées aux environs de 10 a 15 %) [34]. La MPO catalyse la conversion du
chlorure et du peroxyde d'hydrogéne en hypochlorite et elle est sécrétée pendant 1'état
inflammatoire. Elle a été impliquée dans l'oxydation des lipides contenus dans le cholestérol
LDL. De plus, des concentrations ¢levée en MPO dans les liquides biologique au sein des
tissus est le signe d’une activation importante ou excessive des neutrophiles. [35,36]. D’autre
part, La MPO réagit avec les (NO*) et (ONOO") directement ou via la production d’acide
hypochloride (HOCI), pour générer des ERO sous forme des dérivés chlorés. En outre, aux

concentrations physiologiques de chlorure, la MPO réagit avec le peroxyde d'hydrogéne
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formé par Il'explosion respiratoire pour catalyser la formation d'acide hypochloreux/
hypochlorite (HOCI1 / OCI-) et d'autres espéces oxydantes. Ces oxydants peuvent contribuer
aux dommages tissulaires de 1'hote. En absence de concentrations physiologiques de chlorure,
le systeme MPO-H,0, peut également former des espéces réactives de l'azote, qui peuvent
initier la peroxydation lipidique ou former des résidus de protéine tyrosine [37]. En effet, le
NO (oxyde nitrique) est un autre médiateur important dans la pathogenése des maladies
inflammatoires [38] que nous avons également évalué. Par conséquent, la MPO et le NO
affectent le processus d'inflammation par des mécanismes moléculaire ; et la réaction entre
eux est un signe d'inflammation locale. La MPO joue un role clé dans l'altération de la
biodisponibilit¢ du NO dans les conditions inflammatoires. La MPO peut consommer du NO
en tant que substrat enzymatique direct et en générant des radicaux libres qui ne consomment
pas le NO [39]. Les voies réactionnelles de fonctionnement de la MPO et de NO sont régulées
par plusieurs parametres : le pH, la production d'Q.’, la concentration en CI, les
concentrations en réducteurs (ascorbate, méthionine...) [34]. Nos résultats suggerent que
I’hydrazine a augmenté le niveau de NO et I’activité¢ de MPO. D’autres €tudes suggerent que
I’inflammation conduit a la synthése des protéines extra-cellulaires et 1’augmentation de
l'expression des médiateurs inflammatoires aux I€sions tissulaires [40]. De nombreuses études
ont révélé qu'une augmentation du stress oxydatif et de l'activité de I'INOS est une
caractéristique notable de I’inflammation, qui entraine une cascade pathologique de réactions
radicalaires et produit en outre d’avantage des radicaux libres oxydants. Les échecs des
mécanismes de défense antioxydants endogenes favorisent la formation de radicaux libres

excessifs et les dommages tissulaires conséquents [34].

D’autres recherches comparables a notre étude misent enévidence 1’existence d’une
corrélation entre 1’activité anti-inflammatoire, et la diminution des taux de la MPO et le NO,et
la teneur de I’extrait en composés phénoliques, afin de démontrer I’activité des extraits
végétaux contre I’inflammation et la surproduction de NO et la MPO [41].Minaiyan €t al. [41]
ont étudiés I’effet des extraits hydro-alcooliques de P. spinosa suite a une induction de la
colite par administration intra-rectale d'acide acétique (3%) chez les rats ; ils ont trouvé que le
prétraitement des animaux avec l'extrait de P.spinosa a normalisé I’augmentation de I’'MPO.
D’autres études ont soulignées I’effet de Ficus bengalensis et Punica granatum peel pour
diminuer les dommages tissulaires et l'inflammation suggérant leurs propriétés antr
inflammatoires contre la surproduction de NO et MPO [42,43]. Un autre model d’étude qui

porte sur l'efficacité de T. chebula contre la toxicité du colon induite par le DMH et son rdle
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dans la réponse inflammatoire a montré que le traitement par T. chebula a amélioré les effets
néfastes induits par le DMH a travers un mécanisme de protection via la réduction les niveaux
d’expressions d’activités des MPO, NO et l'infiltration des mastocytes [44]. D’autres études
réalisées par Vibha et al [45] suggérent que les tétraterpanoides présentés dans la plante

Cissus quadrangularis sont responsable de la réduction de I’expression de MPO.

Prenant [’ensemble de ces données, on peut récapituler que [’extrait n-BuOH de
H.undulatum présente une variété de composés phyto-chimiques qui exercent un effet anti-
inflammatoire via la réduction de la surproduction des médiateurs inflammatoires impliqués

dans la réaction inflammatoire.

Les composés phénoliques et les flavonoides présents dans nos extraits des feuilles et
des tiges peuvent étre responsables de son effet anti-inflammatoire. Les flavonoides ont
également des propriétés stabilisatrices des mastocytes [44] en raison que la morine et la
catéchine sont capable de réduire ['enzyme MPO et NO [46], et par conséquent une
diminution de l'influx des neutrophiles dans les tissus enflammés. D autre part, les acides

phénoliques sont un effet anti-inflammatoire reconnu.

2.2.2.4. Evaluation de taux des cyokines hépatiques, TNF-a et IL-B

L’évaluation des activités inhibitrices des deux extraits BEHUS et BEHUL
(200mg/kg) sur la production de médiateurs pro-inflammatoires induites par I’hydrazine

(300mg/kg) est presenté par la (figure 5.23) :
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Figure 5.23 : L’effet anti- inflammatoire des deux extraits des deux extraits BEHUS et

BEHUL (200mg/kg) et la vitamine E sur le taux descytokines TNF-a et IL-f dans la Iésion
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hépatique induite par I’hydrazine (300mg/kg).

** : comparaison avec le contrdle (*p < 0.05, **p < 0.01).
¥¥ : comparaison avec le BEHUL (¥p < 0.05,%¥p < 0.01).
§§ : comparaison avec le BEHUS (°p < 0.05, ¥%p < 0.01).
Les valeurs entre parentheses : % de protection

Chaque barre représente la moyenne = SD (n=5).

Les résultats obtenus (figure 5.23) montrent que 1’administration de 1’hydrazine a
augment¢ d’une facon significative les valeurs de TNF-a a (180,56+15,33 pg/mg protein) et
IL-B a (35,443,3 pg/mg protein).Le prétraitement avec I’extrait BEHUS a marqué une
diminution importante du TNF-a (83, 91%) et du IL-B (75, 08 %), cette effet pourrait étre
considéré comme comparables a celui de la VitE (87.37%) et (86.84%) respectivement.
L’extrait BEHUL a montré un effet moins efficace vis-a-vis I’inflammation induite par
I’hydrazine en réduisant la surproduction du TNF-a et IL-Ba un porcentage de 66.71 % et
65.81 % respectivement. La lésion hépatique est associée a une réponse inflammatoire
impliquant le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) et l'interleukine-1p (IL-1B) et d’autres
facteurs. Le TNF-a joue un réle central dans la 1ésion hépatique en déclenchant la production
des autres cytokines a son tour qui favorisent la fibro-genése et activent d’avantage
'explosionoxydative [47].

De nombreux chercheurs décrivent que I’inflammation est une réaction qui commence
généralement dans une zone localisée, puis se propage rapidement vers la périphérie
accompagnée de cytokines inflammatoires libérées dans le systéme de circulation, en
particulier IL-1, IL-6 et TNFa [48].La principale fonction des cytokines est de stimuler la
prolifération et la différenciation des cellules immunitaires, ce qui entraine la résiliation
d'agents pathogeénes envahissants ou la réparation de tissus endommagés. Les cytokines
effectuent ces fonctions en activant les voies de signalisation en aval par interaction avec leurs
récepteurs sur la membrane cellulaire. L'inhibition du TNFa est devenue la clé pour controler
I’inflammation, donc c’est un biomarqueur dans I'évaluation de la réponse inflammatoire. Le
TNF-a est principalement produit par les macrophages et dans une moindre mesure, par
d'autres types de cellules [49]. Il est le prototype de cytokines pro-inflammatoires, car non
seulement induit sa propre sécrétion, mais stimule également la production dautres cytokines
inflammatoires et les chimiokines du choc septique, de l'inflammation et de la cytotoxicité
[50]. D’autre part, I'interleukine 1 est produite par des macrophages activés en tant que

proprotéine, qui est transformée de maniére protéolytique jusqu'a sa forme active par la
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caspase 1 (CASP1 / ICE). [51]. Comme I'IL-1B, le TNF-a joue un role important dans le
controle de la migration des leucocytes, en particulier des neutrophiles, en augmentant
I'expression des molécules d'adhésion a la surface des cellules endothéliales et des
chimiokines telles que le MCP-1 qui contribuent au recrutement de la circulation des
monocytes dans les tissus [52]. Plusieurs études expérimentales récentes ont soulignées
l'intérét de I’application des polyphénols dans la modulation de I’inflammation. Ces derniéres
années, un grand nombre d’études ont démontré le role important des plantes médicinales sur
les activités anti-inflammatoire.A titre d’exemple une étude a illustré les propriétés anti-
inflammatoires de l'extrait de Harpagophytum procumbens et ses activités inhibitrices sur la
sécrétion des marqueurs pro-inflammatoire et la production des cytokines (TNFa, IL6, IL1J,
IL8) [53].Selon d’autres études 1I’Allium sativum L. (Liliaceae) a’inhibé 1'expression du TNF-
o dans les reins des rats exposés a la streptozotocine [54].

Les flavonoides ont des capacités a interférer avec les systémes pro-oxydants et pro-
inflammatoires, en empéchant leurs conséquences délétéres [55].11 a été raporté que l'activité
anti-inflammatoire des flavonoides tels que la lutéoline,naringénine, et la diosmine pouraient
étre médice par l'inhibition d’enzymes métabolisant I'acide arachidonique, cyclooxygénase et
lipoxygénase[56]. D’autres flavonoides tels que les flavones (chrysin, 3 hydroxyflavon et
galangine), des chalcones (ayant une 3-4 substitution d'hydroxyle) sont des inhibiteurs de
COX. Les flavonols tels que le kaempferol, la morine et la quercétine sont des inhibiteurs 5
lipoxygénase, alors que la plupart des flavanols sont des inhibiteurs de COX-1 [57].Dans
notre étude, l'analyse chimique de I’extrait butanoliques des tiges a révélé la présence d'un
nombre de flavonoides, des acides phénoliques, et des coumarines. Ceci pourrait nous

soutenir de supposer que ces substances sont responsables de son activité anti-inflammatoire.

Prenant ’ensemble des données phytochimique qui ont été analysés par RP-HPLC et
par la CCM, on peut déduire que 1’extrait BEHUS présente une variété de composés phyto-
chimiques comprenant des acides phénolique dont l'acide fumarique semble le plus abondant
suivi de l'acide synergique, I'acide protocatechique et l'acide géntisique ; les flavonoides dont
la diosmine est présent par une plus forte concentration suivie par la morine; ainsi que des
coumarines et les alcaloides. Ces composés exercent un effet anti-inflammatoire via la
réduction de la surproduction des médiateurs inflammatoires impliqués dans la réaction
inflammatoire. Il est raporté que la morine est capable de réduire I’activité des MPO et NO
[45], et par conséquent provoque une diminution de ’influx des neutrophiles dans les tissus

enflammés.
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Conclusion

L’analyse de la l’extrait n-BuOH de H.undulatum des tiges par HPLC/DAD a montré la
présence des phytoconstituants qui possedent des propriétés anti-inflammatoire trés
importantes dont leur mise en évidence est effectuée en utilisant différents testes in vitro
(dénaturation de I’albumine, HRBC, NO scavenger, [’oedeme induits par la carragénine), et

in vivo (modulationn des protéines carbonyles hépatiques,du MPO,NO, I'IL-1f et le TNF-a,).

2.2.3. L’évaluation histopathologique

La figure (5.24) montre des photomicrographies du profil histopathologique des
sections hépatiques des rats traités par 1’hydrazine et les extraits BEHUL BEHUS et qui
confirment les résultats obtenus précédemment.

Chez les rats traités par I’hydrazine, le foie présente une dégénérescence cellulaire,
avec une perte de sa configuration ; comprenant également une dilatation des vaisseaux
sanguins, une congestion dans les lobules, certains foyers hémorragiques coagulant dans le
parenchyme hépatique et une infiltration des cellules inflammatoires mixtes autour des
hépatocytes nécrotiques. Chez les rats traités avec les extraits BEHUS et BEHUL (200
mg/kg) nous avons observé que l'architecture hépatique a montré une légeére dégénérescence
avec un degré modéré d'altération histopathologique illustrée. Un degré réduit des dilatations
des veines sinusoidales et centrales, un léger ballonnement et nécrose des hépatocytes ont été
remarqués et une infiltration cellulaire inflammatoire minime, une légeére nécrose des

hépatocytes a été remarquée.
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(E)
Figure 5.24 : Micrographe de I'examen histopathologique (H & E x 40).

A. Contrdle : hépatocytes normaux avec des espaces sinusoidaux (SN) veines centrales (CV)
et des trépieds portes périphériques.

B. rats traités par HD : l'architecture hépatique a été perturbé par une perte de cordons
hépatiques d'agencement radial et dilatations sinusoidales marqués (SND), le degré sévére
d'’hémorragies (HR) et la veine centrale est dilatée, la nécrose centro-lobulaire (N) a une
dégénérescence vacuolaire et l'infiltration de cellule inflammatoire (IF), (figures 5.24 ; Ba, Bb).

C. rats traités par HD +BEHUL : I'architecture hépatique a montré une légére dégénérescence
avec un degré modéré d'altération histopathologique illustrée. Un degré réduit des dilatations des
veines sinusoidales et centrales, un Iéger ballonnement et nécrose des hépatocytes ont été remarqués.

D. rats traites par HD + Vit E : les changements histopathologiques sont moins séveére.
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L’architecture hépatique a été préservé et a montré un cordon d'hépatocyte réguliers, une infiltration
cellulaire inflammatoire minimale, la veine centrale est moins congestionnée.

E. rats traités par HD + BEHUS : l'architecture hépatique a montré une Ilégere dégénérescence.
La dilatation des veines sinusoidales et centrales a été réduite, ure infiltration cellulaire inflammatoire

minime, une légeére nécrose des hépatocytes a €été remarquée.
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Conclusion générale et perspectives

Les résultats des différents études précédentes indiquent I’existence d’une multitude
de mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires simultanés caractérisant la plante
Heliotropiuin undulatum qui existe dans le Sahara Algérien et, différent mécanismes
impliqués dans la modulation du dysfonctionnement mitochondrial/microsomal et
I’inflammation induite par I’hydrazine.

L’activité antioxydante in vitro prouvée est manifestée par une grande variété d’action,
telle, 'activité de piégeage de radical DPPH, D’activité de piégeage de radical hydroxyle
(°OH), la chélation des métaux de transition, ainsi que le pouvoir réducteur indiquent que les
métabolites secondaires dont les plus intéressant sont les polyphénols contribuent en grande
partie aux activités antioxydantes de I’espece Heliotropium undulaum notamment la fraction
feuilles.

Les deux extraits n-BuOH, BEHUS et BEHUL a 200 mg/Kg ont préservé la fonction
hépatique en modulant la CYP2E]1 et en neutralisant le stress oxydant hépatique et restaurant
le dysfonctionnement mitochondrial en assurant une protection du statut redox intra
mitochondrial issus durant le traitement par le I’hydrazine (300 mg/Kg) a un degré
comparable a celui de la vitamine E. L’extrait BEHUL est le plus marquant comparativement
a ’extrait BEHUS ; cet effet est proportionnel a la nature qualitative et quantitative des deux
fractions.

Par ailleurs D’extrait BEHUS a 200 mg/Kg a limité considérablement les altérations
inflammatoires induites par le ’hydrazine (300 mg/Kg) en modulant les protéines carbonyles
hépatiques, les taux de MPO, de NO, I'IL-18 et de TNF-a. Cet effet pourrait étre di aux
phytoconstituents qu’il posséde. Les propriétés anti-inflammatoires trés importantes dont leur
mise en évidence est effectuée en utilisant différents tests in vitro (dénaturation de 1’albumine,
HRBC, NO scavenger, I’oedéme induits par la carragénine).

Nos résultats indiquent que les différents mécanismes impliqués par les deux extraits
BEHUS et BEHUL dans la modulation du dysfonctionnement mitochondrial/microsomal et
de I'inflammation induite par ’hydrazine pouraient étre proportionnel a la nature qualitative
et quantitative des phytoconstituents de ces deux extraits révélées par les analyses

phytochimique : CCM, et HPLC-MASS.
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Conclusion générale et perspectives

Au regard de ces activités phytochimiques et biologiques intéressantes réalisée sur la plante
H. undulatum, il convient de mener d’autres investigations et d’ouvrir plusieurs perspectives
et faisant appel aux autres disciplines résumé dans ce qui suit :

e Purification et identification des principes bioactives actifs la plante H.undulatum,

e Des études approfondies sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamique des
principes actifs seraient utiles pour la détermination des doses préventives et thérapeutiques.

e FEtudier d’autres interactions ciblant ’aspect moléculaire.
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