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Résumé

Dans la présente ¢tude, I’effet hépatoprotecteur des extraits éthanolique (EE) et aqueux (EA) de
Santolina chamaecyparissus est évalué chez les rats intoxiqués par le paracétamol et le CCl,. Les
résultats montrent que ces agents induisent une hépatotoxicité remarquable. Cependant, le
traitement par ’EE ou I’EA, avant I’induction de 1’hépatotoxicité, protege le foie. A 150 mg/Kg,
I’EE ou I’EA diminuent significativement le taux d’ALT de 58% et 80.5%, d’AST de 70.5% et
66%, de MDA de 49.6% et 46.6%, de LDH de 76.7% et 69.2%, comme ils rétablissent 1’activité
de la SOD de 68.8% et 88.9% dans le modéle de CCl, et de paracétamol respectivement.
L’examen histologique a révélé que les deux extraits protégent le foie contre la nécrose et la
stéatose. L’effet hépatoprotecteur des deux extraits était proche de celui du silymarin 100
mg/Kg, utilis¢é comme référence. D’autre part, les résultats montrent que les deux extraits sont
doués d’activité anti-oxydante tres importante. En effet, ces extraits scavengent les radicaux de
DPPH, réduisent et chelatent le fer ferreux avec des ICso de 38 pg/ml, 270 pg/ml et 53 pg/ml
respectivement. En plus, ils réduisent le blanchissement de la B-caroténe avec 77%, 1’oxydation
de ’ADN avec 52% - 93% et 1’oxydation de protéine avec 59% - 92%. L’activité¢ anti-
inflammatoire d’EA et d’EE est également évaluée in vivo et in vitro. Les résultats montrent que
les deux extraits sont capables de réduire I’cedéme de 1’oreille induit par 1’huile de croton avec
36% et inhibent la migration des leucocytes avec 39%. Le prétraitement des leucocytes
mononucléaires avecl et 10 pg/ml d’EA ou d’EE diminue le taux d’IL-1p, de TNFa et d’IL-8
par 60%, 16% et 43% respectivement, tandis que le taux de I’IL-10 n’est pas altéré. En outre, a 1
mg/ml, les deux extraits protégent les hématies contre 1’hémolyse avec 55%. Globalement,
I’effet hépatoprotecteur de ces extraits pourrait étre attribué a leurs activités anti-oxydantes et
anti-inflammatoires exercées par leurs composés bioactifs. En effet, I’analyse phytochimique a
révélé que ces extraits sont riches en polyphénols et en flavonoides. Ainsi, la plante Santolina
chamaecyparissus pourrait étre exploitée comme une source potentielle de composés bioactifs

pour développer de nouveaux médicaments naturels pour traiter certains désordres hépatiques.

Mots clés : hépatoprotection, anti-oxydant, anti-inflammatoire, Santolina chamaecyparissus,

polyphénols, flavonoides, paracétamol, tétrachlorure de carbone.



Abstract

In the present study, the hepatoprotective effect of ethanol (EE) and aqueous extracts (EA) of
Santolina chamaecyparissus was evaluated in rats intoxicated by paracetamol and CCl,. Results
showed that these agents induced remarkable hepatotoxicity. However, the treatment with EE or
EA, prior to the induction of hepatotoxicity, protected the liver from damage. At 150 mg/Kg,
both extracts significantly reduced ALT by 58% and 80.5%, AST by70.5% and 66%, MDA by
49.6% and 46.6%, LDH by 76.7% and 69.2%, as they restore SOD activity by 68.8%, 88.9% in
CCl, and paracetamol models, respectively. The histological examination revealed that both
extracts protect against hepatic necrosis and steatosis. The hepatoprotective effect of both
extracts was similar to that of 100 mg/kg of silymarin, used as a reference. On the other hand,
results showed that the two extracts exhibit very important antioxidant activity. Indeed, these
extracts scavenged DPPH radicals, reduce and chelate ferrous ions with ICsy of 38 pg/ml, 270
ug/ml and 53 pg/ml, respectively. Moreover, they reduce p-carotene bleaching with 77%,
oxidation of DNA with 52% - 93% and protein oxidation with 59% - 92%. In addition, the anti-
inflammatory activity of EA and EE is evaluated in vivo and in vitro. Results show that both
extracts are able to reduce croton oil-induced ear edema with 36% and inhibit leukocyte
migration with 39%. The pretreatment of mononuclear leukocytes with 1 and 10 pg/ml of EA or
EE decreased the production of IL-13, TNFa and IL-8 by 60%, 16% and 43%, respectively,
while the IL-10 was not altered. Moreover, at 1 mg/ml, both extracts protect the erythrocytes
against hemolysis by 55%. Taken together, the hepatoprotective effect of these extracts could be
attributed to their antioxidant and anti-inflammatory activities exerted by their bioactive
compounds. Indeed, phytochemical analysis revealed that these extracts are rich in polyphenols
and flavonoids. Thus, the plant Santolina chamaecyparissus could be exploited as a potential

source of bioactive compounds to develop new natural medicines to treat liver disorders.

Key words : hepatoprotection, anti-oxidant, anti-inflammatory, Santolina chamaecyparissus,

polyphenols, flavonoids, paracetamol, carbon tetrachloride.
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Introduction

Le foie est un organe trés important, impliqué dans plusieurs fonctions vitales. Il participe
au processus de la digestion par la sécrétion biliaireet transforme 1’apport discontinu des
nutriments absorbés par le tube digestif en un flux continu de substances nutritives. Le foie est
aussi responsable de 1’élimination de certains déchets métaboliques comme 1’ammoniac, la
bilirubine et la plupart des xénobiotiques. De ce fait, le foie se trouve exposé a diverses
agressions qui ont parfois de graves répercussions sur l’organisme a savoir 1’hépatite, la
cholestase, la cirrhose, la fibrose et la stéatose.

Le CCl, est utilisé comme solvant ou comme réactif dans les laboratoires et les industries
chimiques. Ce solvant peut manifester sa toxicité sur 1’organisme en provoquant d’importantes
lésions hépatiques. Il est métabolisé en radicaux libres (CCl3) qui réagissent avec les
macromolécules cellulaires, protéines, ADN et lipides membranaires. Par conséquent, les
attaques de ces radicaux provoquent une toxicité aigué et chronique du foie, conduisant a une
stéatose, une nécrose, une fibrose et une cirrhose.

Le paracétamol est le médicament antalgique le plus utilisé dans le monde par
automédication. La consommation excessive du paracétamol conduit a plusieurs effets nocifs tels
que la nécrose hépatique, la néphrotoxicité, voir méme la mort. Le produit final (N-acétyl-p-
benzoquinoneimine) issu du métabolisme du paracétamol au niveau du foie attaque les
différentes biomolécules conduisant a une nécrose hépatique.

L’action des hépatotoxines peut également initier la réaction inflammatoire en activant
les cellules de Kuppfer comme premiere ligne de défense de I’organisme. Ces cellules produisent
des médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines qui aggravent 1’atteinte hépatique.

Les médicaments classiques utilisés dans le traitement symptomatique des pathologies
hépatiques ont plusieurs effets secondaires qui peuvent induire 1’apparition d’autres maladies
comme I’insuffisance rénale.

L’exploitation des ressources naturelles pour obtenirde nouvelles molécules bioactives
ayant peu ou pas d’effets secondaires et leur adoption comme une alternative thérapeutique est

un objectif de grande importance pour la recherche scientifique.

Le présent travail a été entrepris afin d’évaluer 1’effet hépatoprotecteur de 1’extrait
aqueux et éthanolique de la partie aérienne de Santolina chamaecyparissus, une plante largement

utilisée en médecine traditionnelle en Algérie.
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Les objectifs de la présente étude sont :

- Analyse phytochimique des extraits éthanolique et agueux de Santolina chamaecyparissus

- Etude de I’effet protecteur des deux extraits contre 1’hépatotoxicité induite par le paracétamol
et le CCl, chez le rat

- Evaluation de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des deux extraits obtenus.



Etude
Bibliographique
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I. Le foie

I.1. Anatomie et histologie du foie

Chez ’homme, le foie est I’organe le plus volumineux pesant en moyenne 1.5 Kg et
constitue 2% de lamasse corporelle. 1l est constitué de deux parties, le lobe gauche (1/3 du
volume) et le lobe droit (2/3 du volume), séparés par le ligament falciforme. Ces lobes sont
subdivisés en segments hépatiques délimités par des cloisons fibreuses. Ces dernieres divisent
ces segments en unités fonctionnelles plus petites, lobules hépatiques). Le lobule héepatique
(figure 1) se présente sous forme d’un polyédre pentagonal ou hexagonal.Chaque lobule est
formé par un ensemble de cellules : hépatocytes, cellules de Kupffer, cellules sinusoidales et les
cellules stellaires (Malarkey et al., 2005). Sur les angles du lobule, courent les vaisseaux, artere
hépatique, veine porte et le canal biliaire interlobulaire. L’ensemble constitue, avec le tissu
conjonctif environnant 1’espace porte (Ekataksin et Kaneda, 1999). Le foie est irrigué
principalement par 1’artére hépatique et la veine porte. Il est traversé par 1.4 litre de sang en
moyenne a chaque minute. L’artére hépatique est responsable de 1’apport d’oxygéne, tandis que
la veine porte est responsable quant a elle de I’apport des nutriments de 1’intestin. Le retour
veineux est assuré par les veines hépatiques. Aprés avoir irrigué 1’ensemble des lobules
hépatiques, le sang est évacué par les veines hépatiques, qui se jettent ensuite dans la veine cave

inférieure qui retourne au cceur (Dooley et al., 2011).

1.2. Cellules du foie

1.2.1. Hépatocytes

Les hépatocytes sont des cellules polyédriques de 20 um de long sur 30 um de large
environ. Ils représentent 60% des cellules du foie humain. Environ 25% des hépatocytes sont
binuclées. Le noyau de ces cellules est rond ou ovalaire situé au centre de I’hépatocyte. Ces
cellules ne se divisent que rarement dans le foie normal. Les hépatocytes sont organisées en
travées unicellulaires. Ils sont en contact avec les hépatocytes adjacents de la méme travée par
leurs membranes latérales, avec le canalicule biliaire par leur membrane canaliculaire, et avec
I’espace de Disse par leur membrane sinusoidale (Malarkey et al., 2005). Les hépatocytes sont
responsables de la formation de la bile et des différentes réactions métaboliques (Pastor et Suter,
1999).


http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-artere-3017/
http://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-oxygene-798/

Frude Fz’[ffz’yrzgo/fz’gue 4
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vers la veine hépatique)
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N ot erbbli
Cellules de Kuppfer TN 5 etnule porte
dans les parois des feRak fone

Figure 1. Structure d’un lobule hépatique (Marieb et Hoehn, 2015).
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1.2.2. Cellules sinusoidales endothéliales

Les cellules sinusoidales endothéliales tapissent les parois des sinusoides hépatiques et
permettent la diffusion des molécules de faible poids moléculaire (LeCluyse et al., 2012). Elles
améliorent le transport passif de nombreux substrats endogenes et xénobiotiques entre le sang et
la surface basolatérale des hépatocytes. Les cellules sinusoidales endothéliales ont une structure
lache (pas de membrane basale) ce qui favorise les échanges entre le sang et les hépatocytes,
permettant ainsi une meilleure oxygénation des hépatocytes et une élimination plus efficace des
xenobiotiques. Les sinusoides sont séparés des hépatocytes et plus particulierement de leur
membrane sinusoidale par I’espace de Disse (Dooley et al., 2011).

La présence d’enzymes de détoxification attribue a ces cellules une capacité métabolique
par rapport aux hépatocytes. En outre, les cellules endothéliales sinusoidales jouent un role
important lors de la réponse inflammatoire. En réponse aux cytokines inflammatoires, ces
cellules sont activéees pour libérer des médiateurs qui régulent la fonction des cellules hépatiques
tels que les chimiokines, I’'IL-1, I’'IL-6, le PAF, le facteur de croissance, les interférons, les
eicosanoides, les enzymes protéolytiques...etc (Arii et Imamura, 2000 ; Enomoto et al., 2004).
Les cellules sinusoidales endothéliales peuvent également jouer un réle dans la surveillance
immunitaire et potentiellement dans le développement de la tolérance dans le foie, en exprimant
les molécules CD40, CD54, CD80, CD86 et CMH de classe 1 et 11, qui sont des marqueurs des
cellules présentatrices d'antigéne (Knolle et Gerken, 2000 ; Knolle et Limmer, 2003).

1.2.2.1. Cellules stellaires

Les cellules stellaires ou Ito constituent 5% des cellules hépatiques et se situent dans
I’espace périsinusoidal entre la surface basolatérale des hépatocytes et le coté anti-luminal des
cellules endothéliales sinusoidales. Elles ont la fonction de stocker les graisses, notamment de la
et la vitamine A. Ces cellules produisent des cytokines, des facteurs de croissance et des
protéines de la matrice extracellulaire telles que le collagene et I’¢lastine (LeCluyse et al., 2012).
Cependant, lors des lésions hépatiques, les cellules stellaires perdent leurs gouttelettes lipidiques,
proliferent et se transforment en cellules productrices de collagéne et de laminine en induisant la
fibrose, qui peut s’aggraver et se transformer en cirrhose hepatique (Friedman, 2008).

L’activation des cellules stellaires peut s’effectuer par les peroxydes lipidiques générés a
partir d’hépatocytes endommagés, d’oxydants et de cytokines libérées a partir des cellules de
Kupffer activées (Reeves et Friedman, 2002). Les cellules stellaires activées libérent des
médiateurs cytotoxiques et inflammatoires a savoir IL-1, IL-6, IL-10, le PAF, le facteur 1

stimulant les colonies (G-CSF), I’oxyde nitrique, le peroxyde d’hydrogene, les eicosanoides, la
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gélatinase, la fibronectine, le TGFR et la protéine chimiotactique 1 des macrophages (MCP-1)
(Abbas et al., 2012). 1l a été montré que les cellules stellaires phagocytent les corps apoptotiques
issus d'hépatocytes endommagés, ce qui stimule I’expression de TGFf et la collagination,
conduisant ainsi a la fibrose (Higuchi et Gores, 2003 ; Zhan et al., 2006).

1.2.2.2 Cellules de Kuppfer

Les cellules de Kupffer représentent 5 a 10% des cellules hépatiques. Elles sont des
macrophages hautement mobiles localisées a I’intérieur de la micro-vascularisation sinusoidale,
attachées a la face luminale des cellules endothéliales du sinusoide (Dooley et al., 2011).Elles
remplissent leur r6le de macrophages en phagocytant les débris tissulaires/cellulaires ou encore
les endotoxines bactériennes véhiculées par le sang. Les cellules de Kuppfer jouent un réle
important dans les réponses immunitaires innées et adaptatives. Ces cellules sont activées par un
large spectre d’agents, y compris les endotoxines, I’IFNy, les DAMPs, I’acide arachidonique et
le TNF. Cette activation conduit a la production de cytokines (IL-1p, IL-6, I'IL-10, IFNa et B,
TGFp), de radicaux libres (H,0,, NO) et de plusieurs prostanoides (Smedsrod et al., 2009). Ces
médiateurs peuvent étre toxiques pour les cellules parenchymateuses et endothéliales. Toutefois,
les cellules de Kuppfer peuvent intervenir dans la modulation des activités métaboliques des
hépatocytes via la production de cytokines. Ainsi, les cytokines pro-inflammatoires entrainent la
suppression complete des cytochromes P450 impliqués dans la génération des intermédiaires

toxiques des xénobiotiques (Morgan, 2009).

1.2.3. Cholangiocytes

Les cholangiocytes sont les cellules épithéliales qui tapissent les canaux biliaires. Elles
représentent environ 5% de la population cellulaires du foie. Ces cellules peuvent sécréter des
cytokines et d’autres médiateurs et exprimer a leur surface des molécules d’adhérence,
permettant ainsi un contact direct avec les cellules immunitaires (Glaser et al., 2009). Les
cholangiocytes sont aussi impliquées dans la sécrétion d’eau, d’ions organiques, de lipides,
d’électrolytes et de bicarbonate. Ces cellules sont ¢galement impliquées dans la réabsorption du
glucose et du glutathion. La bile produite par les hépatocytes est modifiée par la présence des
produits sécrétés par les cholangiocytes dans les canalicules et dans les voies biliaires (Glaser et
al., 2009 ; Dooley et al., 2011).
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|.3. Fonctions hépatiques

Gréce a ses fonctions exocrines et endocrines, le foie joue un réle vital dans la régulation de
I’homéostasie. Il est responsable de la sécrétion biliaire, le stockage des vitamines, le métabolisme de
carbohydrates, de lipides et de protéineset la détoxification de xénobiotiques. Le foie participe a
toutes les voies biochimiques de la croissance, du systéme immunitaire, du métabolisme et de la
reproduction (Ward et Daly, 1999).

1.3.1.Production des sels biliaires

Les sels biliaires sont exclusivement synthétisés dans les hépatocytes a partir du
cholestérol par addition d’un groupement OH sur le carbone 7 ainsi que la disparition de la
double liaison (C5-C6). Les sels biliaires primaires (acide cholique et acide
chénodéoxycholique) sont conjugués dans les hépatocytes avec des acides amineés; glycine ou
taurine;puis ils sont sécrétés par voie active dans la bile. Une fois déversés dans la bile, ces sels
subissent des modifications au niveau du colon sous I’action des enzymes de la flore bactérienne.
Les sels biliaires secondaires (acide déoxycholique et acide lithocholique) ou tertiaires (acide
sulfolithocholique et ursodésoxycholique) résultants, peuvent étre réabsorbés et retournés au foie
apres passage dans le sang portal (Hofmann, 2009, Dooley et al., 2011). Ils sont captés par les
hépatocytes, conjugués avec des acides aminés puis sécrétés dans la bile. Ce cycle
entérohépatique permet en permanence de maintenir une concentration élevée de sels biliaires
dansles intestins. La présence de ces sels dans le tractus gastro-intestinal est nécessaire pour la
digestion des lipides. Ces sels jouent également un réle important dans la prévention de la
formation des lithiases a partir du cholestérol dans la vésicule et les voies biliaires (Monfort,
2016).

1.3.2. Production de la bile

Au péle sinusoidal de I’hépatocyte, les acides biliaires sont captés par un symport couplé
au sodium (transport actif), et sont transportés vers le p6le canaliculaire par diffusion et leur
sécrétion dans les canalicules se fait par diffusion simple ou transport actif. La bile est composée
d’eau, d’¢lectrolytes, d’acides biliaires, de cholestérol, de phospholipides et de bilirubine. Elle
est produite dans trois régions différentes: bile hépatocytaire, bile canalaire et bile vésiculaire. La
bile est essenticlle a I’élimination de nombreux déchets endogenes tels que la bilirubine et les
médicaments. La bile est également essentielle a I’absorption lipidique intestinale et joue un role

clef dans le contrdle de la balance du cholestérol. La bile a aussi un réle de transporteur des
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produits liposolubles jusqu’a I’intestin pour les éliminer apres leur passage dans le foie (Wolkoff
et Cohen, 2003 ; Dooley et al., 2011).

1.3.3. Métabolisme des nutriments

Les glucides sont absorbés au niveau de 1’intestin gréle, puis ramenés au foie par la veine
porte. Ils traversent la membrane sinusoidale par 1’intermédiaire de transporteurs protéiques. Ces
sucres pénétrent a I’intérieur des hépatocytes ou ils peuvent subir soit une glycogénogénése ou

une glycolyse. Le foie assure également la glycogénolyse et la néoglucogenése.

Le foie régule également le métabolisme des lipides, la production de triglycérides ainsi
que la synthése du cholestérol et sa dégradation en acides biliaires. La formation des
lipoprotéines telle que les VLDL et les HDL est également effectuée au niveau du foie (Francis
et al., 2003 ; Bechmann et al., 2012).

1.3.4. Détoxification

Le foie est ’organe central de la détoxification des substances toxiques exogenes et
endogénes. Bien que les substances hydrosolubles sont éliminées facilement par les reins, les
substances lipophiles doivent étre transformées dans les hépatocytes avant leur excrétion
(Zollner et Trauner, 2006; Sendensky et Dufour, 2011).

Le processus de détoxification passe par trois phases. Les substances lipophiles sont
transformées dans une premiére phase avec un groupement amine, carboxyl, hydroxyl ou thiol
augmentant ainsi la polarité de la molécule. Cette réaction peut étre suffisante pour rendre les
substances hydrophiles et améliorer 1’excrétion rénale.La seconde phase consiste a conjuguer les
produits issus de la phase I avec d’autres substances dérivées du foie telles que I’acide
glucuronique, les acides aminés, 1’acide sulfurique ou [’acide mercapturique. Le produit
conjugué caractérisé par une hydrophilie accrue en raison de ses caractéristiques les plus souvent
acides peut étre excrété plus facilement par les reins ou dans la lumiére intestinale par excrétion
dans la bile. La troisieme phase consiste a pomper les composés nocifs conjugués avec le
glucuronide, le glutathion et le sulfate dans la bile ou dans le sang (Custodio et al., 2008).

L'ammoniaque, qui est naturellement produite par le colon lors de la décomposition du
contenu digestif, possede une forte toxicité neurologique. Transportée au foie par la veine porte,
celle-ci est dégradée par les hépatocytes en urée, puis €liminée dans les urines (Dhiman et
Chawla, 2008; Natesan et al., 2016).
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Les érythrocytes sénescents sont détruits dans la rate, ou la dégradation de I’hémoglobine
produit de la bilirubine (hydrosoluble) non conjuguée. Cette molécule est reprise par les
hépatocytes. La bilirubine intracellulaire se lie a des protéines cytosoliques spécifiques
(ligandine et protéine Z), empéchant ainsi sa toxicité intracellulaire. La bilirubine se conjugue
avec le glucuronide au niveau du réticulum endoplasmique lisse. Par conséquent, la bilirubine
conjuguée est hydrosoluble et est excrétée dans la bile (Ganong, 2005). Dans le tractus intestinal,
la bilirubine conjuguée est métabolisée par les bactéries intestinales via la B-glucuronidase et
libére la bilirubine libre, qui est réduite en urobilinogéne. Ce dernier lié a I’albumine est excrétée
dans 1’urine. Certaines molécules d’urobilinogéne sont converties en stercobilinogéne dans
I’intestin et excrété dans les selles (figure 2). Dans la jaunisse obstructive (cholestatique), la

bilirubine conjuguée régurgite dans le sang et grace a son hydrosolubilité elle est excrétée dans
I’urine (Khan et al., 2015).

Conversion de I'heme en bilirubine
(macrophage splénique)

Formation de complexes ~. T

bilirubine-albumine ¢ !l' ™ g
. Sinusoide veineux
(Sang) - o \ (foie)
— ———) S
_~ Espace de Disse
fbumine a . Conjugaison de la bilirubine
Formation de complexes R | ~ ! avec I'acide glucuronique
bilirubine-ligandine < (hépatocyte)
(cytosol) g
bilirubine-ligandine
= Réticulum
Libération de la bilirubine de la endoplasmique lisse .- -
protéine porteuse \ 3 = o
(réticulum endoplasmique lisse

f'\_n/ \\~ﬁ e Canalicule biliaire

s 4

Conversion de la bilirubine
Urobilinogéne en urobilinogéne
(intestin)

Intestin

Figure 2. Métabolisme de la bilirubine (Kierszenbaum, 2002)
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Dans l'ictere obstructif, moins de bilirubine conjuguee est prise par I’intestin, et par
conséquent moins de stercobilinogéne se trouve dans les selles. Les individus normaux ont
surtout la bilirubine non conjuguée dans leur sang, |’urobilinogene dans leur urine et le
stercobilinogéne dans leurs selles (Kamisako et al., 2000; Dasgupta et Wahed, 2014).
Cependant, certains composés de la bile tels que les acides biliaires et le cholestérol peuvent étre

réabsorbes (Zollner et Trauner, 2006 ; Maronpot et al., 2010).

1.3.5. Régénération

Le foie possede une caractéristique spéciale de reconstituer les parties qui lui ont été
enlevées. Jusqu’a 80% de la fonction hépatique peut étre maintenue méme aprés une
hépatectomieimportante. L’activation des cellules de Kupffer semble nécessaire pour une activité
régénérative optimale du foie, probablement due a la libération de TNFa et d'TL-6 (Taub et al.,
2003). Ces cytokines initient la prolifération des hépatocytes, au moins en partie, par
I'intermédiaire de facteurs de transcription tels que NF-kB et STAT-3.En effet, ces deux
cytokines stimulent les hépatocytes quiescentes (phase Gp) pour entrer dans le cycle cellulaire
(Schmidt-Arras et Rose-John, 2016).

Les macrophages non résidents, peuvent étre attirés sous I’effet de plusieurs médiateurs
chimiques y compris les protéines chimiotactiques produites suite aux Iésions des hépatocytes
(Abbas et al., 2012). L’activation de ces macrophages apparait durant la régénération.La liaison
de la chimiokine MCP-1 (C-C motif chimiokine 2) a son récepteur CCR2 semble jouer un role
dans le recrutement de macrophages et la libération de cytokines qui peuvent contribuer a la
résolution des lésions (Dambach et al., 2002). D’autres chimiokines telles que 1’'IL-8, la CXCL2
et la CXCL5 pourrait également contribuer a la prolifération des h hépatocytes (Hogaboam et al.,
1999).

|.4. Atteintes hépatiques

Les complications des maladies métaboliques telles que le diabete, les maladies auto-
immunes, les maladies du systéeme cardiovasculaires peuvent conduire aux maladies hépatiques.
De plus, la prise de certains médicaments aboutit au développement des réactions inflammatoires
responsables de ces maladies. Les lésions hépatiques induites par les médicaments (tableau 1)
peuvent imiter toutes les formes de maladies hépatobiliaires aigués et chroniques (Abboud et
Kaplowitz, 2007).
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Tableau 1. Principaux mécanismes des lésions hépatiques induites par les médicaments et certains produits
chimiques (Sahu, 2007)

Mécanisme Médicament

Meétabolisme lipidique altéré, causant Amineptine, amiodarone, doxycycline,

le foie gras tetracycline, tianeptine, pirprofen.

Diminution de la clairance des sels Cyclosporine A, estradiol-17 3-D-glucuronide,
biliaire, provoquant une cholestase taurolithocholate, ethinyl estradiol

Formation d'adduit protéique, Flucloxacilline, diclofenac, acide tienilique,
induisant une réaction immunitaire sulfamethoxazole, Halothane

Augmentation du stress oxydatif, Sodium diethyldithiocarbamate, diclofenac,
entrainant des Iésions cellulaires ketoconazole, paracétamol et médicaments

causant la stéatohépatite

Diminution de la fonction Nimesulide, amiodarone, tamoxifen, stavudine,
mitochondriale ; entrainant une zidovudine et médicaments causant la
apoptose ou une nécrose stéatohépatite

Mort cellulaire médiée par les LT Sulfamethoxazole, lidocaine, carbamazepine,
cytotoxique lamotrigine, phenindione

Réparation tissulaire incompléte ou Paracétamol, tétrachlorure de carbone,

dysrégulée chloroforme, thioacetamide, trichloroethylene
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Environ 50% des insuffisances hépatiques aigués sont induites par les médicaments
(Pandit et al., 2012). Ceci s’explique par le fait que les médicaments sont métabolisés et éliminés
par le foie. En cas d’hépatite médicamenteuse, le foie ne parvient plus a assurer le réle de
détoxification, ce qui se traduit par un blocage de la bile et/ou une destruction des cellules du
foie (Zimmerman, 1999). Cependant, les manifestations cliniques prédominantes ressemblent a
un ictére hépatocellulaire aigué ou hépatite cholestatique. Le premier est plus grave, car la
mortalité se rapproche de 10% (Andrade et al., 2005).

1.4.1. Insuffisance hépatique

L’insuffisance hépatique aigué (IH) est le syndrome clinique de I’insuffisance sévére de
la totalité des fonctions hépatique (encéphalopathie, coagulopathie et ictére) (Dooley et al.,
2011). Deux types d’IH sont distingués, I’IH aigué et I'IH chronique. Le premier type (hépatites
toxiques, médicamenteuses, virales, auto-immunes, maladic de Wilson, hépatite d’origine
tumorale ou cardiovasculaire) survient chez les individus sains, tandis que le deuxieme type
survient chez les individus souffrant déja d’hépatopathies chroniques, principalement des
cirrhoses.Selon O’Grady et Schalm (1993), I’insuffisance hépatique aigué peut étre classée selon sa
séverité en IH aigué sévére, IH fulminante et IH subfulminante (tableau 2). La détermination de
ces types est basée sur 1’évaluation de la déplétion en facteurs de la coagulation, particulierement
le facteur V, la présence ou non d’une encéphalopathie hépatique, et le délai d’apparition de

P’ictére.

Tableau 2. Classification des hépatites aigués (O’Grady et Schalm, 1993).

Facteur V Encéphalopathie Intervalle entre I’ictére et

hépatique Encéphalopathie hépatique
L’IH aigué sévere < 50% Absente
L’IH aigué¢ fulminante < 50% Présente < 2 semaines
L’IH aigué subfulminante < 50% Présente 2 semaines a 3 mois

L’hépatite fulminante est une inflammation aigué du foie qui se manifeste par une cytolyse
hépatique et une nécrose massive du parenchyme hépatique. Elle peut étre le résultat de la
complication de I’insuffisance hépatique.Elle est caractérisée par une altération des fonctions de
synthese du foie, notamment la sythése des facteurs de coagulation, ou une atteinte de I’excrétion
de la bilirubine (hyperbilirubinémie), ou d’une diminution de la capacité de dégradation de

I’ammoniac (Dooley et al., 2011). L’augmentation du taux d’ammoniac est associée a des
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troubles neurologiques (encéphalopathie hépatique). La guérison de cette maladie peut étre
spontanée, mais en cas d’évolution, cette maladie donne des lésions irréversibles qui sans
transplantation hépatique aboutit a la mort (Boudjema et al., 1997).

L’insuffisance hépatique aigué implique une nécrose significative des hépatocytes et
incite une production massive de cytokines. La production de cette famille de protéines entraine
une réponse inflammatoire systémique, une défaillance systémique de plusieurs organes et

finalement la mort (Rolando et al., 2000).

1.4.2. Encéphalopathie hépatique

L’encéphalopathie hépatique (EH) est une complication neuropsychiatrique associée aux
maladies du foie dont les symptdémes varient en fonction de la gravité de la complication. Ses
symptémes peuvent se présenter sous forme de complications neurologiques, psychiatriques et
motrices et peuvent progresser jusqu’au coma et la mort (Clément, 2015).

La cause principale de I’encéphalopathie hépatique est la diminution de la capacité des
hépatocytes de dégraderl’ammoniac (Dooley et al., 2011). En effet, I’ammoniac est éliminé
essentiellement sous forme d’urée ou d’urates apres transformation par le cycle de I’urée dans le
foie. L’excrétion s’effectue en grande partie par voie urinaire et plus rarement par hydrolyse dans
le tube digestif. L’encéphalopathie hépatique peut résulter d’une augmentation de la perméabilité
de la barriere hémato-encéphalique, des perturbations du transport de certains acides aminés
nécessaires a la synthése de neurotransmetteurs et d’une accumulation de substances
neurotoxiques telles que I’ammoniac et les acides gras libres (Kodali et McGuire, 2015).

L’encéphalopathie hépatique aigué peut survenir chez les patients ayant une hépatite
virale fulminante ou une hépatite toxique, tandis que 1’encéphalopathie hépatique chronique
survient le plus souvent chez les patients ayant une cirrhose (Jepsen et al., 2010). Dans le
premier cas, I’cedéme cérébral conduisant a I’augmentation du debit sanguin cérébral et
I”’hypertension intracranienne est I’une des principales causes de mortalité (Bjerring et al., 2009 ;
Wang et al., 2013).

Le développement de I’encéphalopathie hépatique durant I’insufisance hépatique

fulminante signale une phase critique de la maladie (\VVaquero et al., 2003).

1.4.3. Cholestase (Stase biliaire)

La cholestase est due a des agressions virales et toxiques comme elle peut étre liée a une
prédisposition génétique. Elle peut étre obstructive, par présence d’un obstacle sur les voies

biliaires macroscopiques, ou non obstructive par atteinte des cellules épithéliales des voies
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biliaires interlobulaires ou du podle biliaire des hépatocytes (Sahu, 2007 ; Dooley et al., 2011). La
cholestase est caractérisée par des perturbations engendrées par une diminution ou une
interruption d’excrétion biliaire. Les conséquences biologiques sont les mémes, quel gque soit le
niveau d’atteinte biliaire. Le signe principal est I’élévation des phosphatases alcalines sanguines
(Yang et al., 2013).

1.4.4. Stéatose

La stéatose est I’accumulation des triglycérides au sein des hépatocytes. Elle peut
apparaitre lorsque la personne souffre d’une obésité, d’un diabéte ou de troubles de la répartition
des graisses dans I’organisme (Marchesini et al., 2003 ; Sung et Kim, 2011). L’infection par VIH
et la prise de certains anti-rétroviraux accroissent le risque d’apparition de ce processus, tout
comme I’hépatite causée par les médicaments (amiodarone, perhexiline et tétracycline). Le stress
oxydant et les anomalies du métabolisme des acides gras peuvent également participer a cette
pathologie (Sahu, 2007 ; Pol, 2009 ; Upadhyay et al., 2010).

Deux formes de stéatoses hépatiques peuvent é&tre distinguées; la stéatose
microveésiculaire et la stéatose macrovésiculaire. La premiére forme est caractérisée par la
présence de nombreuses microvésicules lipidiques dans le cytoplasme des hépatocytes. Ces
gouttelettes sont de taille inférieure a celle du noyau qui reste en position centrale. Quand les
gouttelettes lipidiques a I’intérieur des hépatocytes grandissent, le noyau est déplacé vers la
périphérie et la stéatose devient macrovésiculaire.

La stéatose microvésiculaire est la conséquence d’une importante inhibition de la
dégradation des lipides par la f-oxydation mitochondriale. Elle provoque des lésions hépatiques
potentiellement séveéres associées généralement a une défaillance hépatique et une hypoglycémie
importante (El-Badry et al., 2007, Yerian, 2012). Par contre la stéatose macrovésiculaire peut
étre induite par une inhibition modérée de la B-oxydation mitochondriale, mais également par
une augmentation de la synthése de novo de lipides et une diminution de I’export des
triglycérides par une altération de la sécrétion de VLDL (Fromenty et al., 2003).

La stéatohépatite peut étre le résultat de la progression des stéatoses macrovacuolaires.
Différents facteurs peuvent induire la mort cellulaire, I’inflammation et la fibrogenése, tels que la
surproduction d’espéces réactives de I’oxygene, de produits réactifs de la lipoperoxydation et

diverses cytokines (Fromenty et al., 2003).
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1.4.5. Cytolyse

Le syndrome de cytolyse se définit comme I’ensemble des signes liés a une lésion des
membranes hépatocytaires. La destruction membranaire conduit a la nécrose hépatocytaire et a la
libération du contenu intracellulaire, spécialement les transaminases et la lactate déshydrogénase,
dans les sinusoides. Une élévation importante (10 fois les valeurs normales) des transaminases
témoigne d’une cytolyse hépatique (Ward et Daly, 1999). Le mécanisme impliqué dans cette lyse
peut étre immunologique. En effet, Satoh et ses collaborateurs (1985) ont montré que le
métabolisme de 1’halothane engendre la formation des hapténes. Ces derniers se lient de facon
covalente aux protéines hépatiques microsomiales et forment des néo-antigenes. La présence de
ces nouveaux antigenes déclenche la synthése d’IgG spécifiquement dirigées contre les

hépatocytes.

1.4.6. Cirrhose

La cirrhose est 1’étape finale de la plupart des maladies chroniques du foie. C’est une
pathologie chronique induite par 1’inflammation chronique, qui entraine la destruction des
hépatocytes. Cette destruction est suive par I’apparition de 1ésions qui se cicatrisent et générent
une fibrose cicatricielle irréversible. De ce fait, I’organisation lobulaire normale du foie est
compléetement détériorée (Dooley et al., 2011). Deux types de cirrhose peuvent étre distingués ;
la cirrhose compensée et la cirrhose décompensée. La cirrhose compensée se caractérise par
I’absence de signes cliniques et de perturbations biochimiques. Elle est considérée comme stable
et peut durer plusieurs mois a plusieurs années. Ce type de cirrhose est alors découvert
fortuitement a 1’occasion d’un examen clinique ou d’anomalies des tests hépatiques effectués
systématiquement. Toutefois, a tout moment, une décompensation de la cirrhose peut avoir lieu.
Elle se traduit par diverses manifestations cliniques telles qu’un ictére, une ascite, une

hypertension portale ou une encéphalopathie hépatique (Schuppan et Afdhal, 2008).

1.5. Relation entre stress oxydant, inflammation et maladies hépatiques

Le stress oxydant survient lors d’un déséquilibre entre la génération et I’élimination des
radicaux libres. Ce desequilibre est considére comme facteur principal dans la pathogenése des
maladies hépatiques et dans leur progression vers la fibrose et la cirrhose (Cohen et al., 2011).
La chaine respiratoire mitochondriale représente la principale source des especes réactives
oxygénées (ERO) et des especes réactives azotées (RNS). L’augmentation de I’expression et de

I’activité des cytochromes, principalement le CYP2EL, représente également une source
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importante de production d’ERO, au niveau du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie.
En outre, les ERO/RNS peuvent étre formés suite au métabolisme de certains médicaments par
les cytochromes au niveau des hépatocytes (Aubert et al., 2011). Ainsi, le stress oxydant
mitochondrial joue un r6le dans de nombreuses formes de lésions hépatiques. Dans
I”’hépatotoxicité induite par le paracétamol en particulier, le stress oxydant mitochondrial est un

élément critique du mécanisme de la lésion (figure 3).
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Figure 3 : Mécanisme d’induction du stress oxydant et de lésions hépatiques par le paracétamol (Roth et Ganey,

2013)

Il a été démontré que I’hépatotoxicité induite par le paracétamol, implique la formation
des radicaux superoxyde et de peroxynitrite (Jaeschke et al., 2012). Des preuves récentes
suggerent que les endommagements mitochondriaux et le stress oxydant se produisent également
chez I’homme lors de I’intoxication par le paracétamol (McGill et al., 2012 ; Jiang et al., 2015 ;
Park et al., 2016).

La production excessive des radicaux libres peut conduire a une peroxydation lipidique

accrue et la formation des aldéhydes réactifs, tels que le malondialdéhyde (MDA). La



ftu(lé Ez'ﬁ'fz'cyrgp/;i?ue 17

peroxydation lipidique se produit quand un radical hydroxyle extrait un électron d'un acide gras
insaturé formant ainsi un radical lipide instable. Ce dernier peut réagir avec I’oxygeéne et former
par la suite un radical péroxyle, qui réagit a son tour avec un autre acide gras insaturé pour
former des acides gras hydropéroxyde, propageant ainsi la lésion.

Des cycles répétés de peroxydation lipidique, comme dans le cas de 1’hépatotoxicité
induite par le tétrachlorure de carbone (CCly), peuvent causer de graves endomagements aux
membranes cellulaires (Jayakumaret al., 2006). L’oxydation des lipides membranaires des
hépatocytes provoque le dysfonctionnement des organelles et la nécrose cellulaire (McGill et
Jaeschke, 2013).

En outre, les radicaux libres et les produits réactifs de la peroxydation lipidique peuvent
directement endommager 1’ADN mitochondrial, induisant ainsi une production encore plus
¢levée d’ERO (Browning et Horton 2004; Begriche et al., 2011).

Les reactions inflammatoires déclenchées aux cours de la lésion hépatocellulaire produite
par des agents toxiques entraine la libération de plusieurs molécules telles que HSP70 et I’ADN
endommagé. Ces molécules (DAMPs) associées a 1’endommagement cellulaire et tissulaire
interagissent avec les TLR (Toll-like receptors) exprimeés a la surface des cellules du systéme
immunitaire inné (Martin-murphy et al., 2010 ; Abbas et al., 2012). L activation des TLR par ces
DAMP semble contribuer a la progression de la 1ésion. L’ ADN libéré des cellules endommagées
au cours de I’intoxication par les toxines comme le CCly et le paracétamol active les cellules de
Kuppfer via les TLR9. Cette activation se traduit par la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoire (IL-1, IL-6, IL-12 et TNFa) et des chimiokines (IL-8). Par contre, les souris
déficientes en TLR9O ou traitées avec un antagoniste de TLR9 peuvent réduire les
endommagements du foie et I’expression des cytokines inflammatoires (Imaeda et al., 2009). En
outre, les médiateurs pro-inflammatoires libérés par les cellules de Kuppfer sont responsables du
recrutement des polynucléaires neutrophiles qui sont capables d’amplifier la réaction
inflammatoire par la production des ERO supplémentaires (Abbas et al. 2012). Les ERO peuvent
activer la synthése de collagene et de protéines de la matrice extracellulaire par les cellules

stellaires conduisant ainsi a une fibrose (Browning et Horton 2004; Lanthier et al., 2009).

|.6. Hépatotoxines

Les hépatotoxines sont des molécules chimiques, qui une fois dans 1’organisme induisent
des atteintes hépatiques plus ou moins graves. Beaucoup de médicaments et de produits

chimiques ont été rapportés comme des inducteurs de I’hépatotoxicité (Biour et al., 2004;
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Upadhyay et al., 2010). En fait, la cause principale de retrait de médicaments par la FDA (food
and Drug Administration) aux Etats-Unis est I’induction de ’hépatotoxicité (Pandit et al., 2012).

Dans le cadre des risques professionnels, plusieurs métiers figurent parmi les facteurs
déclenchant ces atteintes hépatiques toxiques. Les peintres, les menuisiers et les agriculteurs par
exemple sont exposés a certaines molécules hépatotoxiques telles que le chlorobenzéne et le
dichloropropane. Le chlorobenzéne entre également dans la composition des fongicides et des
insecticides. Cette molécule est responsable des atteintes hépatiques cytolytique. Parmi les
solvants utilisés dans 1’industrie des matieres plastiques et des cuirs synthétiques figurent la
pyridine et le dimethylformamide. Ce dernier est un solvant des pesticides, des colles, des
peintures et des vernis. Ces solvants sont responsables de I’hépatite cytolytique (Conso et
Hermouet, 1993).

1.6.1. Le paracétamol

Le paracétamol (Hydroxy-4 acétanilide) ou 1’acétaminophéne est un antalgique/
antipyrétique a effet rapide, peu soluble dans I’eau. Il appartient a la famille des antalgiques non
opiacés, de palier I de la classification de I’OMS. Ce composé organique comprend un noyau
benzénique et une fonction alcool et une fonction amide (figure 4). Le paracétamol inhibe la
production des prostaglandines et donc bloque I’influx nerveux qui géneére la sensation de

douleur (Garry et Kieran, 2005).
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Figure 4 : Structure chimique du paracétamol (CgHgNO,)

HO

En doses thérapeutiques normales, le paracétamol est généralement considéré comme
1I’un des analgésiques les plus sdrs. Cependant, le surdosage peut causer des lésions hépatiques
graves et méme une insuffisance hépatique. L’intoxication au paracétamol conduit & une hépatite

cytolytique avec nécrose hépatique essentiellement centrolobulaire (Louvetet al., 2008). Aux
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Etats-Unis et au Royaume-Uni, la consommation excessive du paracétamol représente la cause la
plus fréquente d’insuffisance hépatique induite par les médicaments (Lee, 2004).

La toxicité induite par le paracétamol est due a une accumulation anormale de son
métabolite instable, le N-acétyl p-benzoquinone imine (NAPQI), quientraine des dysfonctions
cellulaires en perturbant 1’homéostasie calcique, diminuant les réserves d’ATP, augmentant la
production de radicaux libres et la peroxydation lipidique et induisant des dysfonctions
mitochondriales et enfin la mort cellulaire (Amathieu et al., 2013).

Normalement le NAPQI est conjugué avec le glutathion cellulaire pour étre éliminé dans
la bile. Cette molécule nocive consomme le glutathion et se lie dans sa déplétion de facon
covalente aux protéines. Ceci conduit a une augmentation de la concentration intracellulaire du
calcium, la translocation des protéines pro-apoptotiques Bax et Bid vers la mitochondrie et a la
formation des radicaux peroxynitrite au niveau des mitochondries. Les radicaux libres formés
ancantissent la synthése de I’ATP. En conséquent, le facteur induisant I’apoptose (AIF) et
I’endonucléase G induisent la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN
nucléaire (Susin et al., 2000 ; Van Loo et al., 2001).

Les endommagements de I’ADN et 1’altération fonctionnelle des mitochondries, ainsi que
I’activation des protéases intracellulaires (calpaines), conduisent & une dégradation de la

membrane plasmique et a une nécrose oncotique des cellules hépatiques (Sahu, 2007).

1.6.2. Le tétrachlorure de carbone

Le tétrachlorure de carbone (CCl,) est un solvant organochloré tres volatil et peu soluble
dans I’cau. Il est utilisé dans les laboratoires et certaines industries agroalimentaires. Il est
également utilisé comme agent nettoyant et dégraissant industriel (Sahu, 2007).

Le CCl, est principalement métabolisé dans le foie. Des études sur les microsomes
hépatiques humains ont montré que le CYP2EL est la principale enzyme humaine qui catalyse la
déchloration réductrice du tétrachlorure de carbone, formant le radical réactif trichlorométhyle
(CCl3*) (Manibusan et al., 2007). Dans les conditions anaérobiques, ce radical peut former du
chloroforme (CHCl3) aprés avoir réagit avec 1’hydrogéne et 1’hexachloroéthane aprés
dimérisation. Par contre, dans les conditions aérobiques, le radical CCls* peut réagir avec
I’oxygeéne et former le radical trichlorométhylperoxyle (CCI1300¢). Ce radical hautement réactif
peut provoquer la peroxydation des lipides ou réagir et produire du phosgene (COCIy)
(Manibusan et al., 2007). La déchloration hydrolytique du phosgéne entraine la formation de
dioxyde de carbone (Weber et al., 2003). L’haloalkylation de macromolécules cellulaires par les

métabolites réactifs du CCl, peut entraver les fonctions cellulaires. Le métabolisme du CCl, par
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les microsomes hépatiques provoque la formation de liaisons covalentes entre les radicaux CClj
et les lipides. Cette haloalkylation des lipides intervient aux premieres étapes de la sécrétion de
lipides altérés par ’appareil de Golgi, ce qui peut entrainer une dégénérescence lipidique (Basu,
2003). Cette destruction a un effet sur la perméabilit¢ des mitochondries, du réticulum
endoplasmique et des membranes plasmatiques, ce qui altere les fonctions cellulaires qui

dépendent de I’intégrité de la membrane.

1.7. Traitement des maladies hépatiques

1.7.1. Traitement classique

Des stéroides et des médicaments immunosuppresseurs peuvent étre utilisés dans
I’hépatite auto-immune. Le traitement antiviral est utile pour I’hépatite B et C. L’acide
ursodésoxycholique doit étre administré au debut de la cirrhose biliaire primaire et étre poursuivi
a long terme. Dans la cirrhose alcoolique, 1’abstinence est indispensable. La perte de poids et le
suivi d’un régime alimentaire sain peut étre bénéfique dans la stéatose et les maladies hépatique
non alcoolique. Si la maladie est induite par une intoxication médicamenteuse comme le
paracétamol par exemple, 1’utilisation de I’antidote (N- acétyl cystéine) est indispensable, du fait
que cette molécule est le précurseur du glutathion nécessaire pour la conjugaison du métabolite
actif (NAPQI) (Sahu, 2007 ; Dooley et al., 2011).

Les antibiotiques sont indiqués en cas des maladies hépatiques car ils préviennent ou
diminuent les signes d’encéphalose hépatique, par la diminution de production de NH3 par la
flore digestive, la diminution de production d’acides gras volatils et la diminution de la
conversion de la méthionine en mercaptans par la flore intestinale (Fromonot, 2001).

Parmi ces antibiotiques, la néomycine est utilisée afin de modifier la flore intestinale, et
par conséquent 1’inhibition de la production de NHj responsable de la neurotoxicité (Hawkins et
al., 1994). La néomycine est utilisée en association avec le lactulose, disaccharide hydrolysé par
les bactéries du colon. Le lactulose conduit a une acidification qui favorise la baisse de la
concentration en ammonium NH; (Als-Nielsen et al., 2004). Cependant, quelques classes
d’antibiotiques peuvent aggraver les maladies hépatiques, il s’agit des tétracyclines, des

macrolides et des sulfamides (Sahu, 2007).

1.7.2. Traitement alterne

Les médicaments a base de plantes sont la forme la plus lucrative de la médecine

traditionnelle dont il dépend environ 80% de la population. L’effet hépatoprotecteur des plantes
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est souvent basé sur une connaissance empirique et sur une tradition transmise de génération en
génération. Pour certaines plantes, il existe une base scientifique expérimentale. Ainsi, il a été
rapporté qu’environ 160 phytoconstituants de 101 plantes médicinales ont une activité
hépatoprotectrice (Mohamed Saleem et al., 2010). De nombreuses expériences ont montré que
plusieurs plantes telles que Silybum marianum, Andrographis paniculata, Curcuma longa,
Picrorrhiza kurroa, Aquilaria agallocha sont suffisamment actives contre certaines
hépatotoxines. En effet, Alam et ses collaborateurs (2017) ont étudié D’effet de I’extrait
éthanolique de Aquilaria agallocha contre 1’hépatotoxicité induite par le paracétamol chez les
rats. Cette équipe a démontré que cet extrait diminue le taux des transaminases hépatiques, de
PAL, de LDH et de bilirubine. En outre, Saleem et ses collaborateurs (2014) ont étudié 1’effet
des extraits de Rumex dentatus contre 1’hépatotoxicité induite par le paracétamol chez les souris.
IlIs ont démontré eux aussi, que cette plante réduit le taux d’ALT, d’AST, de PAL et de
bilirubine. Gnanadesigan et ses collaborateurs (2016) ont aussi montré que les extraits hydro-
alcooliques des feuilles de Ceriops decandra diminuent le taux d’ALT, d’AST, de PAL, de
bilirubine, de cholestérol et de LDH.

I1. Santolina chamaecyparissus

11.1. Description et classification botanique

Le genre Santolina regroupe plus de 10 especes largement répandues dans la région
méditerranéenne (Derbesy et al., 1989). Santolina chamaecyparissus L., connue sous le nom de
« El djaada » a I’est de 1’ Algérie, fait partie de ce genre. C’est une plante aromatique qui pousse
sous forme d’un arbrisseau de 50 cm d’hauteur avec des inflorescences solitaires jaunes (8 a 10
mm). Ces dernieres sont des capitules de fleurons reposant sur un involucre de bractées. Les
inflorescences se situent au sommet des rameaux. Santolina chamaecyparissus possede de tres
nombreuses tiges ligneuses tres ramifiées (figure 5) qui se développent en touffes denses (Bajaj,
1994 ; Giner Pons et Rios canavate, 2000). La taxonomie de Santolina chamaecyparissus selon
ITIS report et NCBI est la suivante :

Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Santolina

Espece Santolina chamaecyparissus L.


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18063
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=35420
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=38353
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Figure 5 : Photographie de Santolina chamaecyparissus

11.2. Utilisation traditionnelle

Santolina chamaecyparissus est utilisée en médecine traditionnelle dans tout le nord
d’Afrique. Les fleurs et les feuilles sont utilisées pour expulser les parasites intestinaux, le plus
souvent sous forme de tisanes préparées soit par décoction ou par infusion. Les fleurs sont
également utilisées pour leurs propriétés analgésiques, antispasmodiques, bactéricides et
digestives (Cuellar et al., 1998 ; Da silva, 2004). En infusion, les fleurs et les feuilles sont
utilisées pour traiter la mauvaise digestion ainsi que les problémes menstruels (Grosso et
al.,2009). La poudre de la santoline est utilisée localement pour soulager les douleurs liées aux
piqures des insectes comme elle est utilisée comme répulsif (Chaumont et Millet-Clerc, 2011).
Quand elle est appliquée sur les plaies, elle accélére la cicatrisation (Ahuja et al., 2005; Lopez et
al., 2008). Santolina chamaecyparissus est utilisée pour traiter différents types de dermatite
(Giner et al., 1988, Da silva, 2004). L’huile essentielle des parties aériennes de cette plante a des
propriétés antifongiques et est utilisée dans la parfumerie et les cosmétiques. L’infusion de la
santoline a aussi une action insectifuge sur les pucerons, les acariens et les chenilles (Nardo,
2011).

11.3. Composition chimique

L’étude phytochimique effectuée sur plusieurs espeéces de Santolina a révélé la présence
d’un grand nombre de composés chimiques y compris les huiles essentielles, les flavonoides et
les terpenoides (Giner pons et Rios Canavate, 2000). En 1999, Barrero et ses collaborateurs ont

isolé quatre sesquiterpénes. De méme, El-sahhar et ses collaborateurs (2011) ont montré que
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I’huile essentielle de Santolina chamaecyparissus est un complexe mixte contenant 39
composés, dont 22 sont identifiés.

L’huile de S. chamaecyparissus est constituée principalement de composés monoterpenes
0Xygénés riches en curcumene, thujol, oxyde de limonéne, bornyl, eucalyptol, époxyde o-
bisabolene, carveol, oxyde de caryophlléne et le camphre. Les autres constituants ne présentent
qu’une fraction mineure ; il s’agit du camphene, B-pinéne, a-terpinéne, p-cymene, santéne triéne,
hydrate de cis-sabinéne, limonéne, hydrate de trans-sabinéne, o-terpinéol et farnesol. Les
monotérpenes irréguliers fréquemment rencontrés dans les huiles de Santolina sont: artemisia
cétone qui présente plus de 60% de la composition chimique de I’huile, artemisia alcool,
artemisia triéne, santolina triene, santolina alcool, yomogi alcool, chrysanthémyle alcool et
parfois lavandulol (Pala- Paul et al., 1999; Cherchi et al., 2001). Des flavones comme
I’apigenine, la lutéoline ainsi que leurs glucosides, des flavanes methoxylés comme Ie
pectolinaringinine, hispiduline, nepetine et jaceosidine et des flavonoles methoxylés en position
7 glucosyl ont été aussi isolés a partir de S. chamaecyparissus (Giner Pons et Rios Canavate,
2000).

La composition chimique de I’huile essentielle de S. chamaecyparissus varie d’une saison
a une autre. Ainsi, certains composés comme le limonene, santolina trien, 3-pinéne, curcummin
et carveol disparaissent en été, tandis que d’autre comme 1’oxazolidine apparaisse (Elsharkawy,
2014).

Il parait que les composés phytochimiques les plus répandus dans différentes especes de
ce genre ayant des activités pharmacologiques sont des sesquiterpénes de type eudesmane, de
type germacrane et de type farnesane (Sanz et al., 1991; Barrero et al., 1999), des tri-terpenes de
type dammarane (Giner Pons et Rios Canavate, 2000), des hétérocycles acétylénes (Ferrari et al.,
2005) et des acétylenes de type éther spiroketalenol (Barrero et al., 1999; Ferrari et al., 2005).

11.4. Activités biologiques

Les analyses phytochimiques montrent que S. chamaecyparissus renferme un grand
nombre de métabolites secondaires responsables des activités biologiques attribuées aux extraits
de plantes médicinales (Da Silva, 2004). De ce fait, Elsharkawy (2014) a démontré que cette
plante présente une grande importance dans le traitement du cancer de foie. L’huile de Santolina
chamaecyparissus a une grande cytotoxicité contre le carcinome hépatocellulaire humain. Cela
pourraitétre dda la présence de certains composants chimiques tels que le bisbolol et I’oxyde de
caryophlléne ayant une activité anticancérigéne Sala et ses collaborateurs (2000) montrent que S.

chamaecyparissus posséde une activité anti-inflammatoire et anti-phospholipase A2 en raison de
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la présence du principe actif nepetine dans 1’extrait de la plante. Les extraits de cette plante ont
réduit significativement ’activité spontanée chez les souris et ont montré un effet analgésique
(Giner et al., 1988). lls ont inhibé in vitro les contractions du muscle lisse induites par différents
agonistes incluant I’histamine et la sérotonine, comme ils ont induits des effets anti-
inflammatoires dans les essais de I’cedéme de la patte induit par la carrageenane (Giner et al.,

1989). Par ailleurs, son huile essentielle a des propriétés antifongiques (Suresh et al., 1997).
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I. Matériel

1.1. Réactifs

Les produits chimiques utilisés dans la présente étude sont tous de grade analytique. Le
2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH), I’huile de croton, la A-carrageenan, 1’indométacine,
’aspirine, la ferrosine (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1, 2,4-triazine-4’,4’-disulfonic acid sodium
salt), la B-caroténe, le tween 20, le tween 40, le DMSO, I’acide trichloracétique (TCA), 1’acide
ethylenediamine tétraacétique (EDTA), le pyrogallol, acide cacodylique, 1’acide
diethylénetriaminepentacetique, superoxyde dismutase, le thiocyanate de potassium (KCN), le
FeCls, le réactif de Folin-Ciocalteu, I’acide gallique, I’acide tannique, la quercétine, le
ferricyanide de potassium [K3Fe(CN)6], le paracétamol (PCM), le tétrachlorure chlorure de
carbone (CCl,) et le carbonate de sodium (Na,COs3) sont procurés auprés de Sigma (Allemagne).
Le chlorure ferreux (FeCl,), I’acide linoléique et le 2, 6 di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) sont
de la firme Fluka (France). Les sels utilisés pour la préparation des solutions tampons sont
obtenus aupres de Panreac (Espagne). Les solvants organiques sont obtenus auprées de Prolabo

(France).

1.2. Matériel végétal

La plante Santolina chamaecyparissus (S. chamaecyparissus) a été récoltée durant la
phase de floraison entre Avril et Mai 2011 de la région d’Ain Oulméne, Sétif. Elle a été
identifiée par Pr. Laour Hocine (laboratoire de biologie végétale, université de Sétif). La partie
aerienne a été nettoyée, séchée a I’ombre et a température ambiante, broyée puis stockée a ’abri

de la lumiere jusgu'a son utilisation.

1.3. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des rats males Albino Wistar pesant entre 150 et 200 g et
des souris Swiss albinos, males et femelles pesant entre 25 et 30g fournis par I’Institut Pasteur
d’Alger. Les animaux repartis en groupes de 6 sont hebergés dans des cages en polypropylene a
température ambiante et a cycle naturel de la lumiére (avril-juillet), avec acces libre a I’cau et a
I’alimentation. Les aliments proviennent de 1’Office National des Aliments de Bétails (ONAB)
d’El-Ksar —Bejaia. Apres une semaine d’adaptation, les animaux sont soumis a jeun pendant une

nuit avant traitements.
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I1. Méthodes

11.1. Préparation des extraits de S. chamaecyparissus

L’extrait éthanolique de Santolina chamaecyparissus (EE) est préparé selon la méthode
de Royer et ses collaborateurs (2011) avec de légeres modifications. Brievement, 100 g de la
poudre de la partie aérienne de la plante sont mis a une maceération dans 1 L d’éthanol/eau (8:2
VIV), sous agitation douce pendant 24 heures a température ambiante. L’extrait hydro-alcoolique
est récupéré apres 2 filtrations successives. Le filtrat est ensuite évaporé sous pression réduite a
40°C a I’aide d’un rotavapor (BUCHI) afin d’éliminer le solvant organique. Une poudre brune
claire et brillante est obtenue suite au séchage de I’évaporat. L’extrait éthanolique est conservé a
-32°C jusqu’a son utilisation.

L’extrait aqueux de S. chamaecyparissus (EA) est préparé selon la méthode de Ljubuncic
et ses collaborateurs (2005) avec de Iégeres modifications. Brievement, la poudre de la partie
aérienne de Santolina chamaecyparissus est bouillie pendant 20 min dans de ’eau distillée avec
un rapport de (1/10: P/V). Apres filtration, 1’extrait récupéré est soumis a une centrifugation
(3000 rpm 10 min). Une poudre brune claire est obtenue suite au séchage du surnageant.

L’extrait aqueux est conservé a -32°C jusqu’a son utilisation.

11.2. Analyse phytochimique des extraits de S. chamaecyparissus
11.2.1. Dosage des polyphénols

La teneur totale en composés phénoliques des deux extraits de S. chamaecyparissus est
determinée selon la méthode décrite par Li et ses collaborateurs (2007). Un volume de 500 ul de
réactif de Folin-Ciocalteu (dilué a 10% dans de 1’eau distillée) est ajouté a 100 pl des solutions
d’extraits a différentes concentrations (125, 250 et 500 pg/ml). Aprés 4 minutes, 400 pl de
Na,CO3 (7.5% dans de ’eau distillée) sont additionnés. Le mélange réactionnel est incubé a
I’obscurité et a température ambiante pendant 90 minutes. L’absorbance est lue a 765 nm. La
concentration en polyphénols est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie avecl’acide
gallique (20 — 200 pg/ml) et est exprimée en pg d’équivalents d’acide gallique (ug EAG) par
milligramme d’extrait) (figure 6A).

11.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides présents dans les extraits aqueux et éthanolique de S.

chamaecyparissus est réalisée par la méthode décrite par Bahorun et ses collaborateurs (1996).
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Un volume de 1 ml d’échantillon ou du standard est ajouté @ 1 ml de la solution d’AlCl; (2%
dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est lue a 430 nm. La teneur en flavonoides est calculée a partir d’une gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (2 — 22 ug/ml) et est exprimée en microgramme

d’équivalents de quercétine (ug EQ) par milligramme d’extrait (figure 6B).

11.2.3. Détermination des composés phénoliques par HPLC/TOF-MS

La détermination des composés phénoliques dans les deux extraits de S.
chamaecyparissus est effectuée par chromatographie liquide sur colonne a haute performance
couplée a la spectrométrie de masse (HPLC/TOF-MS) selon la méthode décrite par Demirtas et
ses collaborateurs (2013). Un chromatographe Agilent Technology 1260 couplé a la
spectrométrie a temps de vol 6210 avec une colonne de type ZORBAX SB-C18 (4.6 x 100 mm,
3.5 um) ont été utiliseés. Le volume d’injection est de 10 pl. Les deux extraits et les standards
sont élués a travers la colonne par une phase mobile avec un débit de 0.6 ml/min a 35°C. Cette
phase mobile est constituée de deux solutions ; le premier éluent (A) est composé par de ’acide
formique 0.1% préparé dans I’eau pure et le deuxieéme éluent (B) correspond a 1’acetonitrile.
L’¢lution est effectuée en mode gradient comme suit : 0-1 min 10% B; 1-20 min 50% B; 20-23
min 80% B; 23-25 min 10% B; 25-30 min 10% B. L’azote est le gaz vecteur utilisé (325°C, 10.0
L min™, nébuliseur de 40 psi, voltage capillaire de 4000 V et voltage fragmenteur de 175 V).
Une solution a 200 ppm de chaque extrait est préparée dans du méthanol a temperature ambiante.
Ensuite, ils sont filtrés a travers une membrane de téflon (Polytétrafluoroéthéne PTFE ; 0.45 pum)

en utilisant un injecteur pour éliminer les particules.

11.3. Evaluation de toxicité des extraits de S. chamaecyparissus

La toxicité aigue des deux extraits de S. chamaecyparissus est évaluée selon la méthode
de Patrick-lwuanyanwu et ses collaborateurs (2012). En bref, deux doses de 2000 et 4000 mg/Kg
d’extrait éthanolique ou aqueux sont administrées par voie orale aux rats males sains. Puis
I’observation intensive des rats a été effectuée durant les quatre premieres heures apres
I’administration de D’extrait et pendant 14 jours, afin d’apprécier les changements de

comportements, les symptdmes de toxicité et la mort des animaux.
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Figure 6. Droite d’étalonnage de la quercétine (A), et de I’acide gallique (B). Les valeurs représentent la moyenne

de 3 répétitions + SD.
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11.4. Activité hépatoprotectrice des extraits S. chamaecyparissus

11.4.1. Induction de I’hépatotoxicité par le CCl, le paracétamol chez le rat

L’activité hépatoprotectrice des extraits aqueux et ethanolique de S. chamaecyparissus est
évaluée selon le protocole décrit par Kamisan et ses collaborateurs (2013). Brievement, les
animaux sont subdivisés en 17 groupes de six rats chacun. Les rats du premier, deuxiéme et
troisieme groupe recoivent oralement 10 ml/Kg d’eau distillée quotidiennement pendant 7 jours.
Lors du dernier jour, ils regoivent I’huile d’olive (I ml/Kg, par voie intrapéritonéale), le
tétrachlorure de carbone 50% préparé dans I’huile d’olive (1 ml/Kg par voie intrapéritonéale) et
le paracétamol (3 g/Kg, par voie orale), respectivement (Kamisan et al., 2013). Les rats du
quatrieme et du cinquiéme groupe constituent les standards; et sont prétraités par le silymarin
100 mg/Kg par voie orale quotidiennement pendant 7 jours avant 1’intoxication par le CCl, et le
paracétamol, respectivement. Les animaux des groupes 6, 7, 8, 9, 10 et 11 recoivent par voie
orale et quotidiennement pendant 7 jours 30, 150 et 300 mg/Kg de I’extrait éthanolique ou
aqueux de S. chamaecyparissus, respectivement (tableau 3). Trois heures apres la derniere
administration des extraits, 1 ml/Kg de CCl, (50%) est injecté par voie intrapéritonéale. Les rats
des groupes 12, 13, 14, 15, 16 et 17 regoivent quotidiennement pendant 7 jours 30, 150 et 300
mg/Kg de I’extrait aqueux et ethanolique, respectivement. Apres la prise orale de la dernicre
dose d’extraits, ces rats regoivent oralement 3 g/Kg de paracétamol préparé dans le glycérol. Les
rats sont sacrifiés par ponction cardiaque 24 h aprés I’administration du CCl, ou du paracétamol.
Le foie est immédiatement récupéré, nettoyé avec du NaCl 0.9% stérile et froid.

Tableau 3. Protocole d’induction de I’hépatotoxicité par le CCl, et le paracétamol

Groupe Traitement (7 jours) Hépato-intoxication
1 Témoin Huile d’olive + eau distillée
2  Controle CCl, Eau distillée Huile d’olive + CCly
3  Contrdle PCM PCM 3g/kg

4 Silymarin + CCl, . . Huile d’olive + CCl,
5  Silymarin + PCM Silymarin (100 mg/kg) PCM 3g/kg

6 EA 30 mg/kg

7 EA+CCl EA 150 mg/kg

g Eé gg?nrgﬁfgg Huile d’olive + CCly
10 EE+CCly EE 150 mg/kg

11 EE 300 mg/kg

12 EA 30 mg/kg

13 EA+PCM EA 150 mg/kg

14 EA 300 mg/kg

15 EE 30 mg/kg PCM 3g/kg

16 EE+PCM EE 150 mg/kg

17 EE 300 mg/kg
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11.4.2. Analyses biochimiques

Le taux de: l’alanine transaminase (ALAT), l’aspartate transaminase (ASAT), la
phosphatase alcaline (ALP), la bilirubine, les protéines totaux, 1’albumine, la lactate
déshydrogénase (LDH), le cholestérol, les triglycérides, I’urée et la créatinine est déterminé dans

le plasma a 1’aide d’un automate COBAS INTEGRA utilisant les réactifs Roche.

11.4.3. Dosage des catalase, SOD et MDA

Pour le dosage des enzymes antioxydantes (catalase et superoxyde dismutase) et du
malondialdéhyde, un poids de 500 mg de foie dans 5 ml de tampon phosphate froid
(NazHPO4/KH,PO,4 100 mM, pH 7.4) est broyé a I’aide d’un Broyeur IKA-RW15. L’homogénat
obtenu est centrifugé a 4000 rpm pendant 20 min a 4 °C. Le surnageant est aliquoté dans des

eppendorfs puis conservé a —32 °C jusqu’a son utilisation.

11.4.3.1. Activité catalase

La catalase est une enzyme catalysant la décomposition de H,O, en H,O et O,. Cette
décomposition peut étre suivie par diminution de I’absorbance a 240 nm. La détermination de
I’activité de la catalase est effectuée selon le protocole décrit par Aebi et ses collaborateurs
(1974). Brievement, 34 ul de surnageant dilué au 1/10 est ajouté directement dans la cuve
contenant 966 pl de H,O, a 19.5 mM préparé dans le tampon phosphate de sodium (50 mM, pH
7). La lecture est faite contre un blanc contenant le surnageant de foie et le tampon phosphate de
sodium uniquement en utilisant un spectrophotométre UV/VIS (SPECORD 210 PLUS).

L’activité de la catalase est exprimée en umol de H,O,/min/mg de protéines.

11.4.3.2. Activité SOD

La superoxyde dismutase (SOD) est une métallo-enzyme catalysant la dismutation de
I’anion superoxyde en oxygeéne et en peroxyde d’hydrogeéne. La détermination de I’activité de la
SOD est effectuée selon la technique décrite par Marklund et Marklund (1974). Le principe du
dosage est basé sur une compétition entre la réaction d’auto-oxydation du pyrogallol par les
radicaux Oy~ et la dismutation de ces radicaux par la SOD. Brievement, a 25 ul de la SOD (36 -
357 ng/ml) ou de surnageant de foie sont ajoutés 935 pl de tampon constitué de 50 mM Tris et
de 1 mM d’acide diethylénetriaminepentacetique (DTPA), le pH du tampon doit étre amené
entre 8.6 et 8.7 avec I’acide cacodilyque. Ce pH induit une variation de I’absorbance du

pyrogallol comprise entre 0.030 et 0.031/min. Aprés homogénéisation, 40 pl de pyrogallol (10
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mM) préparé dans du HCI 0.01N sont ajoutés au milieu réactionnel. Apres homogénéisation,
I’enregistrement de 1’absorbance est lancé 45 secondes apreés ’addition du pyrogallol a une
longueur d’onde de 420 nm pendant 1 minute.

L’activité de la SOD est exprimée en unité par milligramme de protéine ou I’unité est
calculée comme suit :

U = (pourcentage d’inhibition/50) x le facteur de dilution

Le pourcentage d’inhibition de I’auto-oxydation du pyrogallol est calculé selon la

formule suivante.

Absorbance contréle-Absorbance échantillon

% Inhibition= =
% Absorbance contrble

Absorbance contréle correspond a la labsorbance du pyrogallol seul (absorbance maximale)
Absorbance de I’échantillon correspond 1’absorbance du pyrogallol en présence de la SOD ou du
surnageant du foie.

11.4.3.3. Dosage du MDA

Le malondialdéhyde (MDA) est le marqueur le plus utilisé pour étudier la
lipoperoxydation. Le dosage de I’MDA est effectué¢ selon le protocole décrit par Mihara et
Uchiyama (1978). Brievement, 125 pl de surnageant de foie est ajouté a 125 pl de TCA (20%) et
250 ul de TBA (0.67%). Le mélange réactionnel est chauffé a 100 °C pendant 15 min. Apres
refroidissement rapide, 1 ml de n-butanol est ajouté. Le milieu réactionnel subit une forte
agitation ensuite une centrifugation pendant 15 min a 3000 rpm. L’absorbance du surnageant est
lue a 530 nm contre un blanc contenant de l’eau distillée a la place du surnageant. La
concentration en MDA en nM est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du complexe

MDA - TBA (¢ = 1.56 x 10° mol™ .L.cm™) & 532 nm.

11.4.4. Etude histologique

Des portions de taille moyenne de foie sont fixés dans le formol 10% pendant 48 h. Aprés
fixation, ellessont déshydratées progressivement dans 1’éthanol (70-75%, 90-95% et 100%) a
I’aide de deux automates TISSUE-TEKII et LEICA TP 1020. L’inclusion dans la paraffine est
réalisée dans des moules métalliques par 1’intermédiaire de I’automate d’inclusion (LEICA EG
1160). Les blocs paraffinés obtenus sont ensuite coupés par un microtome (LEICA RM 2235) en
coupes de 5 um d’épaisseur. Ces dernicres sont étalées sur des lames et séchées pendant une
heure a 37°C, réhydratées, colorées a I'hématoxyline-¢éosine a I’aide de 1’automate de coloration

(LEICA ST 4040). L’observation des coupes histologiques est effectuée sous microscope
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optique (LEICA DM 1000) doté d’un appareil photo intégré (LEICA DFC 495) numérisé et du
logiciel LEICA LAS. V.3.8.

I1.5. Activités anti-oxydantes des extraits de S. chamaecyparissus

11.5.1. Test de DPPH

L’évaluation de D’activité anti-radicalaire des extraits aqueux et éthanolique de S.
chamaecyparissusvis-a-vis du DPPH est effectuée selon la méthode décrite par Que et ses
collaborateurs (2006). Un volume de 1 mide la solution de DPPH (0.1 mM préparé dans le
méthanol) est ajouté & 1 ml d’extrait a différentes concentrations (5 - 500 pg/ml). Le BHT est
utilisée comme antioxydant standard. Le mélange réactionnel est incubé 30 min a 1’obscurité et a
température ambiante, puis 1’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage de ’activité anti-

radicalaire est calculé selon la formule suivante:

Ac-Ae>

Activité antiradicalaire (%)=100 x ( A

Ac : absorbance du controle.
Ae : absorbance de I’échantillon test.

La concentration effectrice (ECso) est définie comme étant la concentration de
I’échantillon qui induit 50% d’effet piégeur du radical DPPH.

11.5.2. Test de blanchiment de B-caroténe

La capacité des deux extraits de S. chamaecyparissus de prévenir la décoloration de la B-
carotene est vérifiée par la méthode décrite par Bougatef et al. (2009). Brievement, 50 ul d’acide
linoléique est ajouté a 400 mg de tween-40. Par la suite, 2 ml de chloroform et 1 mg de B-
caroténe sont ajoutés au mélange. Le chloroforme est évaporé sous vide a 45°C, ensuite 200 ml
d’eau distillée sont ajoutés et le milieu réactionnel est vigoureusement agité. Un volume de 5 ml
de I’émulsion contenant la B-caroténe-acide linoléique est transféré dans des tubes contenant 1
ml d’extrait de plante (2 mg/ml) ou de BHT (2 mg/ml). Ces tubes sont fermés puis incubés dans
un bain marie a 50 °C pendant 2 heures. Une fois I’émulsion est ajoutée, 1’absorbance est lue a
470 nm. Cette lecture correspond au temps zéro. La lecture d’absorbance est poursuivie chaque
15 min contre un blanc contenant 1’acide linoléique, tween-40, eau distillée oxygénée et I’extrait.

Aoe - A120e>

Activité antiradicalaire (%)= (1-—
Aoc- A120c
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Age/ Ao et Ar20e/ A120c SONt les absorbances des échantillons et des contrles mesurées au temps 0

et 120 min, respectivement.

11.5.3. Chélation du fer ferreux

L’activité chélatrice des extraits de la partie aérienne de S. chamaecyparissus a été
évaluee selon la méthode décrite par Le et ses collaborateurs (2007). Le mélange réactionnel
(800 pl) est constitué par : 700 pl d’extrait aqueux ou éthanolique a différentes concentrations
(0.025 — 1.2 mg/ml), 50 pl de FeCl, (0.6 mM préparé dans 1’eau distillée). Ce mélange est
vigoureusement agité et laissé réagir pendant 5 min avant d'ajouter 50 pl de la ferrozine (4.75
mM préparée dans le méthanol 80%). Une seconde fois, le mélange est bien agité puis laissé
pour réagir pendant 10 min a température ambiante permettant ainsi la complexation du fer
résiduel avec la ferrozine. Ce complexe est un chromophore rouge ayant un maximum
d’absorption a 562 nm. L’absorbance est lue contre le controle préparé de la méme fagon a
I’exception d’extrait qui est remplacé par le méthanol. L’activité chélatrice (%) est calculée selon

la formule suivante:
, Ae
Effet chélateur (%) = 100 x (1- E)

Ac est I’absorbance du controle (sans extrait) et Ae est 1’absorbance en présence d’extrait. La
concentration d’extrait nécessaire pour atteindre 50% de I’effet chélateur (ICsp) est calculée a

partir d’analyse de régression non linéaire.

11.5.4. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits de S. chamaecyparissus est déterminé selon la méthode
décrite par Bougatef el al., (2009). Le principe est basé sur la mesure de 1’absorbance du
complexe bleu de Perl’s Prussian formé suite a 1’addition d’un exces de Fe®'. Dans ce test, tous
les produits chimiques et les deux extraits de la plante sont préparés dans du tampon phosphate
0.2 M (pH 6.6). Un volume de 625 pl des extraits ou du standard (BHT) & concentrations
croissantes est ajouté a 625 pl de K;FeCNg (1%). Le milieu réactionnel est incubé par la suite a
50°C pendant 20 min. La réaction chimique est stoppée par ’ajout de 625 pl d’acide
trichloroacétiqgue 10%, ensuite un volume de 625 pl de surnageant, obtenu suite a la
centrifugation (2500 rpm/10 min) est mélangé avec 625 pl d’eau distillée et 125 pl de FeCls
(0.1%). L’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc contenant le tampon phosphate.
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11.5.5. Test de scission des brins d’ADN

L’activité préventive des extraits aqueux et éthanolique de Santolina chamecyparissus
contre I’endommagement de I’ADN est testée sur le plasmide M13+ pBluescript. L’ADN
plasmidique est isolé par I’utilisation du kit Qiagene plasmid miniprep. L’oxydation de ’ADN
plasmidique est ensuite effectuée par le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et les rayonnements UV
en presence et en absence des différentes concentrations (100, 250, 350 et 500 pg/ml) d’extraits.
Cette étape est vérifiée sur gel d'agarose (1%) selon le protocole modifié de Attaguile et ses
collaborateurs (2000).

Les manipulations sont effectuées avec un volume de 10 pl dans un tube de
microcentrifugation contenant 200 ng d’ADN plasmidique préparé dans un tampon phosphate
(7.14 mMphosphate et 14.29 mM NaCl, pH 7.4). Le peroxyde d’hydrogéne est ajouté a une
concentration finale de 2.5 mM, avec ou sans 1 pl d’extrait a différentes concentrations (100,
250, 350 et 500 pg/ml ).Les réactions sont initiées par I’irradiation UV pendant 5 minutes sur la
surface d'un transilluminateur UV avec une intensité de 8000 uW/cm? & 300 nm & température
ambiante.Apres irradiation, le mélange réactionnel (10 pl) avec du gel contenant un colorant est
placé sur un gel d'agarose (1%) pour électrophorése.L’électrophorése est réalisée a 40 V pendant
3 h en présence de bromure d’éthidium (10 mg/ml). L’ ADN plasmidique pBluescript M13+ non
traitée est utilise comme témoin dans chaque essai délectrophorése. De méme, de I’ADN
plasmidique traité partiellement (UV seulement ou H,O, seulement) est utilisé sur chaque essai.

Le pourcentage d’inhibition de la scission des brins d’ADN est calculé comme suit:
Inhibition (%) =100- (H)
P2 - Pt

Plest le pourcentage d’ADN surenroulé restant apres le traitement par I’'UV + H,0; en présence
des extraits;
Pt est le pourcentage d’ADN surenroulé restant dans le plasmide témoin non traité;
P2 est le pourcentage d’ADN surenroulé restant apres le traitement par 1’'UV + H,0, en absence
des extraits.

L’analyse densitométrique des bandes d’ADN est effectuée par un systetme de
documentation Gel (Gel-Doc-XR, BioRad, Hercules, CA, USA). Ensuite, ces bandes sont

quantifiées par le programme Discovery Series Quantity One (version 4.5.2, BioRad Ca. USA).

I1.5.6. Test d’oxydation des protéines

L’¢évaluation de la capacité protectrice des extraits aqueux et éthanolique de S.

chamaecyparissus contre I’oxydation des protéines par le H,O,/ Fe® */acide ascorbique est
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effectuée selon la méthode décrite par Kizil et ses collaborateurs (2011). Brievement, la BSA (1
mg/ml) est préparée dans un tampon phosphate de potassium (20 mM, pH 7.4), puis 50 uM de
FeCl;, 1 mM de H,0,, 100 uM acide ascorbique sont ajoutés au melange réactionnel et est
incubé en présence ou en absence des extraits a différentes concentrations (de 50 a 1000 pg/ml).
Le volume final est 1.2 ml. Aprés une incubation de 3 h & 37°C, le mélange réactionnel est
analysé par électrophorese sur gel de polyacrylamide contenant 10% SDS, selon la méthode de
Laemmli (1970). Les échantillons sont mélangés avec des volumes égaux du tampon
d’échantillon (Tris HC1 pH 6.8, SDS 2%, 2-mercaptoéthanol 5%, sucrose 10%, et bleue de
bromophénol 0.002%). Le mélange est ensuite porté a ébullition pendant 5 min et 5 ul de chaque
échantillon sont transférés dans les puits. Le gel est mis dans un réservoir BioRad rempli d’un
tampon de migration (25 mMTris pH 8.3, 190 mM glycine et 0.1% SDS) a une tension maximale
et un courant constant de 25 mAmp pour un mini-gel, en utilisant une alimentation Bio Rad
1000/500.Les gels sont colorés avec le bleue de Coomassie (0.15%) pendant 2 h et
numériquement photographié.

Pour déterminer le taux des endommagements de 1’albumine, ’intensité de la bande est
estimée par l’intermédiaire du systétme de gel de Documentation (Gel-Doc-XR, BioRad,
Hercules, CA, USA). Les bandes sont quantifiées par le logiciel Discovery Series Quantity One
programme (version 4.5.2, BioRad, Ca, USA). La densité de chaque bande est estimée par

rapport au groupe temoin.

11.6. Activités anti-inflammatoires des extraits de S. chamaecyparissus

11.6.1. Activités anti inflammatoires in vivo

11.6.1.1. (Edéme de ’oreille induit par I’huile de croton

L’évaluation de I’effet anti-cedémateux du traitement local par les extraits éthanolique et
aqueux de la partie aérienne de S. chamaecyparissus est effectuée selon la méthode décrite par
Manga et ses collaborateurs (2004). Briévement, 1’inflammation cutanée de la face interne de
I’oreille des souris du groupe témoin est induite par 1’application de 15 pl d’acétone — eau (1 :1
v/v) contenant 80 ug d’huile de croton. L’indométacine (0.5 mg/oreille) et les extraits testes (2
mg/oreille) sont dissouts dans le mélange acétone — eau contenant I’huile de croton ; et sont
appliqués sur la face interne de ’oreille. Aprés 4h, 1’épaisseur de 1’oreille est mesurée par un
pied a coulisse digital. La différence de 1’épaisseur avant et aprés ’application de I’huile de
croton est calculée. L’activité anti-inflammatoire est exprimée en pourcentage d’inhibition de

I’cedéme chez les souris traitées en comparaison avec les souris du groupe témoin.
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A épaisseur t - A épaisseur e)
A épaisseur t

Activité anti — inflammatoire (%) = 100 x (
A epaisseur t : différence de 1’épaisseur du groupe témoin (4h- Oh)

A épaisseur e : différence de 1’épaisseur du groupe échantillon (4h- Oh).

11.6.1.2. Poche d’air

L’induction de la poche d’air est réalisée chez des souris selon la méthode décrite par Liz
et ses collaborateurs (2011) par I’injection de 3 et 1.5 ml d’air stérile lors de la premiére et la
troisiéme journée de 1’expérience, respectivement. Lors de la 7°™ journée, les souris recoivent
directement dans la poche d’air 1 ml de NaCl stérile (0.9%), I’extrait aqueux ou éthanolique (1
mg/ml) et I’indométacine 0.1 mg/ml une heure avant I’induction de I’inflammation aigue par
I’injection directe dans la poche d’air de la A-carrageenan (1%). Tous les produits chimiques et
les extraits de plante sont préparés dans le NaCl 0.9% stérile. Quatre heures apres I’induction de
I’inflammation, les souris sont sacrifiées puis fixées sur une table chirurgicale et une incision
dans la peau du dos a été faite pour percer la poche d’air. La cavité est ensuite lavée avec 1 ml de
NaCl stérile contenant de I’héparine (20 UI/ml) et le nombre de leucocytes ayant migrés vers la

poche d’air est calculé a I’aide d’une cellule Thoma sous microscope optique.

11.6.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
11.6.2.1. Effet des extraits S. chamaecyparissus sur la libération des cytokines

A/ Isolement des leucocytes mononucléaires

L’isolement des mononucléaires périphériques est effectué selon le protocole décrit par
Amro et ses collaborateurs 2013. Le sang récupéré dans des tubes héparinés a partir de sujets
sains et non fumeurs est dilué au 1/2 avec le milieu de culture RPMI 1640. Dans un tube conique
de 15 ml, un volume de 4 ml de Ficoll est déposé a I’intérieur du tube, ensuite 8 ml de sang dilué
est ajouté prudemment au dessus de la couche de Ficoll a I’aide d’une pipette.Les tubes sont
centrifugés a 1250 rpm/20 min a 22°C. Les leucocytes mononucléaires se séparent dans la phase
qui se situe juste en dessus du culot et en dessous du plasma (figure 7). Cette phase estrécupéree
a I’aide d’une pipette stérile dans un tube conique de 15 ml, puis un volume de 9 mlde RPMI est
ajouté; et le mélange est centrifugé a 1480 rpm pendant 5 minutes a 22°C. Cette étape est répétée

deux ou trois fois. Les globules rouges sont éliminés par ’ajout de 1 ml d’eau distillée pendant
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Figure 7. Technique d’isolement des leucocytes mononucléaires périphériques (PBMCs).
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30 secondes, ensuite 9 ml de milieu de culture (RPMI 1640) est ajouté. Apres

centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot blanc est récupéré dans 1 ml de RPMI 1640.

B/ Comptage et conservation des leucocytes mononucléaires

Le comptage des PBMCest effectué par la cellule de Neubauer; a 50 pl de suspension
cellulaire, 50 pl de bleu de Trypan 0.4% est ajouté.

Pour étre conservés, les mononucléaires récupérés subissent une centrifugation a 1480
rpm pendant 5 minutes a 22°C. Le surnageant est éliminé et 1 ml de milieu de congélation (10 ml
de la solution stock de sérum bovin feetale 12.5%, 10 ml de RPMI-1640 et 5 ml de DMSO) est

ajouté au culot de cellules. Les PBMC sont conservées a — 80°C.

C/ Culture des leucocytes mononucléaires

Pour une décongélation rapide, les cryoflacons contenant les monocytes sont mis dans
une étuve a 37°C. Une fois décongelés, des gouttes de milieu de culture complet (RPMI-1640 +
sérum bovin feetal 10% + antibiotique 0.5%) sont ajoutées. Le contenu de chaque cryoflacon est
transmis dans un tube stérile contenant 8 ml de RPMI-1640 complet tiede. Le milieu de
congélation et le milieu de culture complet sont éliminés par centrifugation (1200 rpm/10 mina
22°C). Les cellules sont récupérées dans le RPMI complet. Le nombre des monocytes est
déterminé par la cellule de Neubauer, puis la culture de ces cellules est réalisée dans des micro-
plaques de 24 puits. A 1 ml de suspension cellulaire (4x10° cellules/puit), 600 ul de
concanavalin A (5 pg/ml) et 400 pl d’extrait de la plante a différentes concentrations (1, 10, 50
et 100 pg/ml) sont ajoutés. Les puits contrdles ne contiennent pas d’extrait. Aprés une incubation
des micro-plaques a 37°C dans une étuve a 5% de CO, pendant 18 heures, le surnageant est
récupéré par centrifugation (1200 rpm/10 min a 22°C) et conservé a — 80°C.

D/ Dosage des cytokines libérées par les leucocytes mononucléaires

L’IL-1B, ’IL-8, I’IL-10 et le TNFo sont dosés dans le surnageant par des kits ELISA
(ebioscience). Brievement, les anticorps de capture des cytokines sont ajoutés dans les puits des
micro-plaques d’ELISA et incubés pendant une nuit. Aprés 24 h, plusieurs lavages sont effectués
afin d’¢liminer les anticorps n’ayant pas été fixé sur les parois des puits. La cytokine standard
servant a établir une gamme d’étalonnage est ajoutée au puits standards a des concentrations
décroissantes. Le surnageant des leucocytes mononucléaires est ajouté aux autres puits de la
micro-plaque d’ELISA. L’incubation s’effectue a 4°C pendant une nuit. Aprés 24 h, plusieurs

lavages sont effectués afin de s’en débarrasser des cytokines n’ayant pas été fixé sur les anticorps



Matériels & Méthodss 39

de capture. Les anticorps de détection couplés a I’enzyme sont ajoutés une heure avant la
réalisation des lavages. Ensuite, le substrat de I’enzyme est ajouté au milieu réactionnel et laisser
agir pendant 30 min a I’obscurit¢é La solution acide est ajoutée pour arréter la réaction. La

lecture s’effectue par un lecteur de micro-plaque a deux longueurs (450 nm et 570 nm).

11.6.2.2. Activité antihémolytique des extraits S. chamaecyparissus

L’activité stabilisante de la membrane plasmique des deux extraits de la plante est
évaluée en utilisant la technique d’hémolyse induite par un milieu hypotonique selon Debnath et
ses collaborateurs (2013) avec de légeres modifications. Brievement, un prélevement sanguin est
réalisé sur des tubes @ EDTA. Le sang est centrifugé pendant 10 min & 3000 rpm. Aprés trois
lavages, une suspension d’érythrocytes humains (10%, V/V) est préparée avec une solution
tampon isotonique (tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4, NaCl 0.9%). Les tubes
échantillons renferment 100 plde la suspension érythrocytaire mélangée avec 1 ml d’extrait
aqueux, éthanolique (1 mg/ml) ou d’acide acetylsalicylique (0.1 mg/ml) préparé dans un milieu
hypotonique (tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7.4 ; NaCl, 0.29%). Le tube témoin
contient 100 ul de la suspension érythrocytaire mélangée avec 1 ml de la solution hypotonique.
Le mélange est incubé pendant 10 min a température ambiante puis centrifugé pendant 10 min a
3000 rpm. L’absorbance du surnageant est lue a 540 nm. Le pourcentage d’inhibition de

I’hémolyse est calculé en utilisant 1a formule:

At—Ae)

Inhibition de I'hémolyse (%)=100 x ( X

At: absorbance du témoin, As : absorbance des échantillons.

I11. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitrosont exprimés en moyenne + SD, tandis que ceux
effectués in vivo sont exprimés en moyenne + SEM. Les valeurs de la concentration effective a
50% sont calculées par la régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f
(concentrations)]. L’analyse de variance est effectuée par le test d’ANOVA one way (univariée)
suivie par le test de Dunnett pour les comparaisons multiples, en utilisant le logiciel de Graph
Pad. Prism.V5.00. La différence est considérée statistiquement significative au seuil de 5%
(p<0.05).
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1. Extraction

La méthode de macération utilisée pour la préparation de 1’extrait éthanolique donne une
poudre brune jaunatre brillante avec un rendement de 15.07%. Tandis que, I’extrait aqueux

préparé par décoction donne une poudre brune jaunatre pale avec le méme rendement (15.77%).

2. Analyse phytochimique

Le dosage des polyphénols selon la méthode au Folin-Ciocalteu montre que I’EA et
I’EErenferment 86.14 *+ 2.30 et108.61 + 2.55 ng EAG/mg d’extrait respectivement. Le taux des
flavonoides, constituant la majeure classe des polyphénols, est déterminé selon la méthode au
trichlorure d’aluminium. Les résultats révélent que I’EA et I’EE contiennent 17.10 + 0.76 et
23.29 £ 159 pg EQ/mg d’extrait, respectivement. Ces résultats indiquent que 1’extrait

¢thanolique est plus riche en polyphénols et en flavonoides que I’extrait aqueux.

L’analyse quantitative par I’HPLC-TOF/MSrévéle la présence des acides phénoliques et
des flavonoides dans les deux extraits de S. chamaecyparissus. Les profils HPLC-TOF/MS des
deux extraits apparaissent assez proches (figure 8). L’EA et I’EE contiennent [I’acide
chlorogénique comme constituant majeur avec une teneur de 1958.21 et 2726.57 mg/Kg de la
plante, respectivement. Tandis que, 1’apigénine-7-glucoside est détectée comme étant le
flavonoide majeur des deux extraits aqueux et éthanolique, avec une teneur de 42.44 et 66.63

mg/Kg de plante, respectivement (tableau 4).

3. Toxicité des extraits de S. chamaecyparissus

Suite a ’administration par voie orale de 2000 et 4000 mg/Kg de I’EA et de I’EE, les rats
males sont observées individuellement pendant la premiére heure et réguliérement pendant les 14
jours. Les rats n’ont montré aucun symptome de toxicité (changement de comportement,
respiration, consommation d’eau et de nourriture, chute de poils...ctc.).Cependant, une
augmentation considérable dans le gain du poids corporel est observée. En effet, les rats traités
par 2000 et 4000 mg/Kg d’EA et d’EE ont fait un gain de poids de 36.14 - 40.32 g deux
semaines apres 1’administration orale des extraits. Tandis que les rats témoins ont fait un gain de
8.41 g + 2.15. Par conséquent, ces deux extraits semblent étre non toxique jusqu’a la dose de
4000 mg/Kg.
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Figure 8. Chromatogramme de I’HPLC-TOF/MS de I’extrait aqueux (A) et éthanolique (B) de Santolina

chamaecyparissus.

Tableau 4. Composés phénoliques identifiés par HPLC-TOF-MS dans I’extrait aqueux et éthanolique de

Santolina chamaecyparissus.

. Temps de Rétention mg/Kg (plante)
Compose (min) EASC EESC
Acide gallique 2.644 2.72 3.6
Acide gentisique 4.297 33.18 19.52
Acide chlorogénique 6.228 1958.21 2726.57
Acide 4-hydroxybenzoique 6.463 28.09 51.91
Acide protocatechique 6.891 3.29 1.87
Acide cafféique 7.667 31.68 43.64
Acide vanillique 7.741 10.19 /
Rutine 9.972 11.84 10.28
Acide cichorique 10.088 / 2.22
Acide ferulique 10.838 3.02 0.96
Apigénine-7-glycoside 11.678 42.44 66.63
Acide salicylique 13.534 / 2.33
Quercetine 15.165 3.66 11.95
Kampférol 17.727 / 1.05
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4. Activité hépatoprotectrice de S. chamaecyparissus

Dans le but d’évaluer les propriétés hépatoprotectrices des deux extraits de Santolina
chamaecyparissus, les rats regoivent quotidiennement ces extraits par voie orale pendant 7 jours.
Ensuite, 1’hépato-toxicité est induite par I’injection intra-péritonéale du tétrachlorure de carbone

ou par administration orale du paracétamol.

4.1. Effets de S. chamaecyparissus sur les parameétres biochimiques

Les résultats indiquent que 1’injection intra-péritonéale du CCly et I’administration orale
du paracétamol induisent une augmentation hautement significative (p<0.001) des taux des
transaminases sérigques, de la phosphatase alcaline, du lactate déshydrogénase et de la bilirubine
totale (tableau 5) par rapport aux animaux témoins normaux. Ces résultats reflétent la lésion du
tissu hépatique. Cependant, le traitement avec différentes concentrations (30, 150 et 300 mg/Kg)
d’extraits éthanolique et aqueux de S. chamaecyparissus réduit trés significativement le taux de
ces parameétres biochimiques par rapport aux groupes contrdles intoxiqués par le CCly et le

paracétamol.

4.1.1. Effet sur les transaminases

Dans le cas de I’hépatotoxicité induite par le CCl, les deux extraits de S.
chamaecyparissus induisent une diminution du taux sérique de I’ALT. Une légere différence est
remarquée entre 1’effet exercé par les deux extraits. Une diminution de 71.38 + 6.20% est
observée lors du traitement avec 300 mg/Kg d’EA. L’effet inhibiteur exercépar les deux extraits
sur I’ALT est trés proche de celui exercé par le silymarin, utilisé comme hépatoprotecteur
standard (figure 9A).

Dans le modéle de I’hépatotoxicité induite par le paracétamol, les deux extraits réduisent
le taux de I’ALT d’une maniére hautement significative (p<0.001) . En effet, ’EA a 150 mg/Kg
exerce 1’effet inhibiteur le plus puissant estimé a 83.55 + 2.18% (tableau 6).

Le taux de I’AST est réduit d’une maniére trop significative (p<0.001) par les deux
extraits de S. chamaecyparissus (figure 9B).Cependant, I’effet exercépar ces extraits n’est pas
dose dépendante. En effet, dans les deux modéles d’hépatotoxicité (CCl, et PCM), la dose de
150 mg/Kg représente la dose la plus efficace. Ainsi, I’extrait aqueux a cette dose fait diminuer
le taux de I’AST de 72.31 + 3.65% et 67.78 + 2.72%, tandis que 1’extrait éthanolique diminue le
taux de cette enzyme de 69.78 £ 5.33% et 65.29 * 5.10, respectivement (tableau 6). Cet effet et

un plus faible que celui exercé par le sylimarin.
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Tableau 5. Effet du CCl, et du paracétamol sur les paramétres biochimiques. Le CCl, 50% (1 ml/Kg) est injecté
par voie intra-péritonéale, tandis que le paracétamol (3 g/Kg) est administré aux ratspar voie orale.

Témoin CCl, PCM
ALT (UI/) 92.35 + 24.68 764.10 £100.64 ***  1796.90 + 141.23 ***
AST (UI/) 232.08 £88.78 2004.20 +170.88 ***  2266.14 + 416.86 ***
ALP (UI/) 147.93 +11.74  407.24 + 30.59 *** 237.23 £11.97 **
LDH (UI/l) 365.50 +40.15  2660.18 +332.52 ***  1896.28 + 401.62 **

Bilirubine totale (mg/l) 0.45 £ 0.06 1152 £2.11 *** 158 +0.35*

Les valeurs présentées sont la moyenne + SEM (n = 6).

* 1 p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001vs le groupe témoin non intoxiqué.

Tableau 6. Effet des extraits aqueux (EA) et éthanolique (EE) de S. chamaecyparissus sur I’alanine

aminotransférase (ALT), I’aspartate aminotransférase (AST) et la phosphatase alcaline (PAL).

ALT (%) AST (%) PAL (%)
CCl, / / /
EA 30 mg/Kg + CCl, 50.73 + 8.07* 52.43 + 8.58 *** 4251 +5.20 **=
EA 150 mg/Kg + CCl, 50.98 + 10.28 ** 72.31 + 3.65 *** 51.51 + 4.20 ***
EA 300 mg/Kg + CCl, 71.38 + 6.20 *** 55.83 + 9.02 *** 45.73 + 4,32 %
EE 30 mg/Kg + CCl, 37.58 + 10.28 37.69 +11.61* 38.91 + 6.38 **+

EE 150 mg/Kg + CCl,
EE 300 mg/Kg + CCl,

Silymarin 100 mg/Kg + CCl,

PCM

EA 30 mg/Kg + PCM
EA 150 mg/Kg + PCM
EA 300 mg/Kg + PCM
EE 30 mg/Kg + PCM
EE 150 mg/Kg + PCM
EE 300 mg/Kg + PCM

Silymarin 100 mg/Kg + PCM

65.49 + 9.16 ***
70.11 £ 5.65 ***
62.25 + 6.96 ***
/

70.45 +9.03 ***
83.55 +2.18 ***
79.99 + 3.90 ***
77.92 +5.25 ***
78.13 £5.99 ***
73.40 £9.08 ***
74.28 *+ 3.58 ***

69.78 + 5.33 ***
58.21 £ 6.05 ***
83.14 + 2.63 ***
/

36.69 + 10.96 *
67.78 +2.72 ***
64.30 + 6.24 ***
3417 +13.20 *
65.29 £5.10 ***
57.81 £ 9.65 ***
70.77 £ 6.25 ***

58.52 + 3.99 ***
36.34 + 3.66 ***
49.86 + 4.33 ***
/

21.13 +10.76
3448 £591 **
24.82 + 3,59
18.01 +4.46
23.61 +4.32
2758 +7.27*
26.62 +6.38 *

Les valeurs sont les moyennes = SEM (n = 6).

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs le contrdle intoxiqué par le tétrachlorure de carbone (CCl,) ou le

paracétamol (PCM).
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Figure 9. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur les taux sériques de PALT (A), et PAST (B).
L’hépatotoxicité est induite par le CCl, 50% (1 ml/Kg) et le paracétamol (3 mg/Kg). Le silymarin 100 mg/Kg est
utilisé comme hépatoprotecteur standard.

Les valeurs representent la moyenne £ SEM (n = 6). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001vsle contrble (traité par le

tétrachlorure de carbone (CCly) ou le paracétamol (PCM)). # vs le groupe témoin.
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4.1.2. Effet sur la phosphatase alcaline

Les deux extraits réduisent le taux de PAL d’une maniére similaire (figure 10A). La dose
de 150 mg/Kg de I’EAest la meilleure dans les deux modeles d’hépatotoxicité. En effet, le
prétraitement des rats par 150 mg/Kg d’extrait aqueux de la plante avant I’induction de
I’hépatotoxicité par le CCly induit une inhibition hautement significative (p<0.001) de la PAL
avec un pourcentage d’inhibition de 51.51 £ 4.20%. Dans le modele du paracétamol, une
diminution trés significative (p<0.01) de la PAL est observée. Le pourcentage d’inhibition
exerceé par 150 mg/Kg d’EA est de 34.48 + 5.91% (tableau 6).

4.1.3. Effet sur la lactate déhydrogénase

Les deux extraits aqueux et éthanolique de S. chamaecyparissus préviennent d’une
maniere hautementsignificative (p<0.001) I’élévation du taux de la LDH, que se soit dans le
modele de I’hépatotoxicité induite par le CCl, ou le paracétamol (figure 10B).

Dans le modele du CCly, il apparait clairement que I’EE a la dose de 150 mg/Kg exerce
un trés bon effet. En effet, cette dose reduit le taux de la LDH sérique de 2660.18 + 332.52 Ul/l a
533.25 + 81.81 Ul/l. Cette diminution correspond a un pourcentage d’inhibition de 80.41 +
3.08%. Cette inhibition est beaucoup plus importante que celle exercée par le silymarin 100
mg/Kg (74.40 £+ 3.10%). Par contre, dans le modele du paracétamol, I’inhibition exercée par le
silymarin sur le taux de la LDH sérique est de 77.63 + 2.41%. Cette inhibition est plus prononcée

que celle exercée par les extraits de S. chamaecyparissus a différentes doses.

4.1.4. Effet sur la bilirubine totale

Les deux extraits étudiés exercent un effet trés important sur le taux de la bilirubine
totale. En effet, la bilirubine totale augmente de 0.45 £ 0.06 mg/l a 11.52 + 2.11 mg/l et 1.58
+ 0.35 mg/l chez les groupes intoxiqués par le CCl, et le paracétamol respectivement (tableau
7).

Le prétraitement des rats par 150 mg/Kg de I’EA avant I’induction de 1’hépatotoxicité par
le CCl, induit une diminution hautementsignificative (p<0.001) du taux de la bilirubine totale ou
il atteint 0.67 + 0.05 mg/Kg, ce qui correspond a 94.21 + 0.43%. Cet effet est proche de celui
obtenu par 100 mg/Kg du silymarin (92.62 + 1.28%) (tableau 7). En effet, le silymarin diminue
de 52.53 £ 5.48% le taux de la bilirubine totale, tandis que L’EA a 150 mg/Kg induit une
diminution de 63.08 + 3.02%.
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Figure 10. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur le taux sériques de la PAL (A) et de la LDH (B).

L’hépatotoxicité est induite par le CCl, 50% (1mL/Kg) et le paracétamol (3 mg/Kg). Le silymarin 100 mg/Kg est

utilisé comme hépatoprotecteur standard.

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001lvs le contrble

(intoxiqué par le tétrachlorure de carbone (CCl,) ou le paracétamol (PCM)). # vs le groupe témoin.
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Tableau 7. Effet des extraits de Santolina chamaecyparissus sur le taux sérique de la bilirubine totale, de

I’albumine et des protéines totales

Bilirubine totale Protéines totales Albumine

(mg/l) (9/1) (9/l)
Témoin 0.45 £ 0.06 58.38 +2.50 35.89 +3.11
CCl, 11.52 £ 2.11 #4## 57.24 +1.02 37.75+0.31
EA 30 mg/Kg + CCl, 1.18 £0.13 *** 63.48 £ 1.15 41.90 +0.60
EA 150 mg/Kg + CCl, 0.64 +0.05 **=* 63.45 +1.02 4093 +0,42
EA 300 mg/Kg + CCl, 1.02 £0.19 *** 61.27 £2.20 41.90 +0,86
EE 30 mg/Kg + CCl, 1.58 +0.28 *** 63.67 +1.60 40.23+£1.20
EE 150 mg/Kg + CCl, 0.98 £ 0.15 *** 55.98 +5.00 34.94 +2.02
EE 300 mg/Kg + CCl, 1.04 +0.16 *** 59.77 £ 2.02 39.23 £0.97
Silymarin 100 mg/Kg + CCl, 0.86 £ 0.15 *** 60.23 +2.37 36.96 + 0.92
PCM 1.58 + 0.35 ### 4895 +3.24# 35.53+2.74
EA 30 mg/Kg + PCM 0.84 +0.09 ** 59.96 + 3.51 38.45+2.15
EA 150 mg/Kg + PCM 0.58 £ 0.05 *** 51.32 +4.43 31.15+1.71
EA 300 mg/Kg + PCM 0.68 £ 0.09 *** 55.48 + 3.86 36.46 +2.73
EE 30 mg/Kg + PCM 0.65 £ 0.09 *** 56.83 £4.11 36.21 +2.82
EE 150 mg/Kg + PCM 0.70 £ 0.11 *** 59.17 £5.98 40.11 £4.10
EE 300 mg/Kg + PCM 0.82 +0.07 ** 64.80 £ 4.38 42.60+£3.19
Silymarin 100 mg/Kg + PCM 0.75 £ 0.09 ** 53.50 +3.51 41.06 +3.60

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6).
*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001lvs.le contrdle intoxiqué par le tétrachlorure de carbone (CCl,) ou le

paracétamol (PCM). # = comparaison avec le groupe témoin.

4.1.5. Effet sur le taux des protéines sériques

Les résultats montrent que 1’induction de 1’hépatotoxicité par le CCl, n’altére ni le taux
d’albumine ni le taux des protéines totaux, ainsi que le prétraitement par I’EA et I’EE (tableau
6). Cependant, le paracétamol diminue significativement (p<0.05) le taux des protéines totaux de

58.38 + 2.50 g/l chez les rats du groupe témoin a 48.95 * 3.24 g/l chez les rats traités.

4.1.6. Effet sur le cholestérol et les triglycérides

Les résultats montrent que le CCly et le paracétamol induisent une élévation du taux du
cholestérol et des triglycérides. En effet, chez le groupe témoin, le taux du cholestérol et des
triglycérides est de 46.75 + 3.01 mg/dl et 61.00 + 12.42 mg/dl respectivement. Tandis que, chez
le groupe traité par le CCl,, le taux augmentent de maniére hautement significativement
(p<0.001) pour atteindre 82.8 + 12.02 mg/dl et 205.20 + 32.50 mg/dl respectivement. Par contre,
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une élévation significative (p<0.05) est observée dans le cas de I’induction de 1’hépatotoxicité
par le paracétamol. Ainsi, dans ce modele d’hépatotoxicité, le taux du cholestérol et des
triglycérides est de 65.00 + 2.30 mg/dl et 92.00 £ 4.84 mg/dl respectivement.

Le prétraitement des rats par les deux extraits de S. chamaecyparissus diminuent d’une
maniére hautement significativement (p<0.001) le taux de cholestérol et de triglycérides (figure
11A et B).

Dans le modéle de CCly, le taux du cholestérol est diminué d’une maniére similaire par
les deux extraits. En effet, la dose 300 mg/Kg des deux extraits aqueux et éthanolique exerce une
inhibition de 43.67 + 3.25%et 42.67 £ 2.19% respectivement. La dose de 150 mg/Kg est la plus
efficace sur le taux des triglycérides. Cet effet est plus prononcé (75.63 + 1.43%) avec I’extrait
aqueux qu’avec l’extrait éthanolique (69.14 + 3.38%). L’effet de ces deux extraits sur le
cholestérol et les triglycérides est plus important que I’effet de 100 mg/Kg desilymarin (44.20 +
1.59%, 67.76 + 3.24% respectivement). Dans le modéle d’hépatotoxicité induite par le
paracétamol, aucune différence significative n’est observée entre les deux extraits. Les
pourcentages d’inhibition de taux du cholestérol et des triglycérides sont semblables pour les
mémes doses des deux extraits. Ainsi, la dose de 300 mg/Kg de I’EA et de I’EE inhibent le taux
du cholestérol par 37.95 * 4.22%, 41.28 + 5.42% et le taux de triglycérides par 53.70 + 4.27% et
54.71 + 6.09% respectivement. L’effet inhibiteur exercé par ces deux extraits est trés proche de

celui exerce par le silymarin (figure 11A et B).

4.1.7. Effet sur I’urée et la créatinine

Les résultats montrent que I’hépatotoxicité induite par le CCl, et le paracétamol chez le
rat provoque une augmentation des taux des marqueurs rénaux urée et créatinine. En effet, le
taux d’urée et de créatinine chez les rats du groupe témoin est de 42.25 + 2.87 mg/dl et 0.23 +
0.03 mg/dl respectivement. Une augmentation hautement significative (p<0.001) du taux d’urée
et de créatinine est observée chez les rats traités par le CCl,. Les taux de ces deux marqueurs
rénaux atteingnent 74.20 + 5.62 mg/dl et 0.46 + 0.02 mg/dl respectivement. Par contre, une
élévation tres significative (p<0.01) est observée chez les rats traités par le paracétamol. En effet,
dans ce modéle d’hépatotoxicité, les taux d’urée et de créatinine sont de 60.40 + 3.59 mg/dl et
0.38 £ 0.03 mg/dl respectivement.

Dans le premier modele d’hépatotoxicité, les deux I’EA et I’EEinhibent 1’élévation du
taux d’urée (figure 12A). L’inhibition exercée par les deux extraits est statistiquement hautement

significative (p<0.001) par rapport au groupe contréle. Le meilleur effet est exercé par
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Figure 11. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur le taux du cholestérol (A) et de triglycérides (B).

L’hépatotoxicité est induite par le CCl; 50% (1ml/Kg) et le paracétamol (3 mg/Kg). Le silymarin 100 mg/Kg est

utilisé comme hépatoprotecteur standard.
Les valeurs représentent la moyenne £ SEM (n = 6). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001vs. le contrdle (intoxiqué

par le tétrachlorure de carbone (CCly,) ou le paracétamol (PCM)). # = vs le groupe témoin.
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150 mg/Kg de I’EE, avec lesquels le taux d’urée est diminué a 42.33 + 2.87 mg/dl par rapport a
74.20 + 5.62 du groupe contrble (traité par le CCly), ce qui correspond a un pourcentage
d’inhibition de 42.95 + 3.87%. L’effet des deux extraits sur le taux d’urée est identique a celui
exercé par 100 mg/Kg de silymarin (41.51 + 1.25%).

Les mémes résultats sont observés dans le deuxiéme modéle d’hépatotoxicité, les trois
doses des deux extraits diminuent de fagon hautement significative (p<0.001) le taux d’urée.
Cependant, les pourcentages d’inhibition exercés par ces extraits sont supérieurs a celui du
silymarin (30.05 £ 6.70%).

Les deux extraits empéchent de fagon similaire I’augmentation du taux de la créatinine
induit par le CCl, et le paracétamol. Cette inhibition est dose dépendante uniquement dans le cas
du CCl, (figure 12B). Une inhibition de 31.16 + 3.62% et de 38.41 + 8.73% est observée dans
les groupes traités par 300 mg/Kg d’EA et d’EE respectivement. L’effet de ces 2 extraits sur la
créatinine semble étre plus efficace que 1’effet de 100 mg/Kg de silymarin (27.54 + 4.58%). Les
mémes résultats sont obtenus dans le deuxieme modele d’hépatotoxicité induite par le
paracétamol. La dose de 300 mg/Kg de EA parait étre la meilleure dose avec un pourcentage
d’inhibition de 37.39 + 6.39%.

4.2. Effet sur les paramétres antioxydants

L’effet de I’EA et de I’EEsur le malondialdéhyde, la catalase et la superoxyde dismutase

est évalué au niveau du surnagent du foie des rats traités.

4.2.1. Effet s sur le MDA

Les résultats montrent que 1’injection intrapéritonéale du CCl, ou I’administration orale
du paracétamol induisent une élévation hautement significative (p<0.001) de la concentration du
malondialdéhyde. Le taux du MDA au niveau du surnageant du foie des rats intoxiqués est de
15.88 £ 1.88 et 13.71 £ 2.45 pmol/mg de protéines respectivement. Le prétraitement avec les
extraits de S. chamaecyparissus (30, 150 et 300 mg/Kg) réduit H significativement (p<0.001) le
taux du MDA en comparaison avec les groupes controles (tableau 8). A 150 mg/Kg I’EA exerce
I’effet le plus prononcé dans les deux modéles d’hépatotoxicité, les pourcentages d’inhibition
sont de 53.57 + 5.03% et 48.47 + 2.22% respectivement. Dans le modéle d’hépatotoxicité induite
par le CCly, cet effet est tres proche de celui obtenus par le prétraitement avec 100 mg/Kg de
silymarin (59.51 + 2.30%), mais plus prononceé que celui obtenu par le silymarin (38.08 *

3.83%) dans le cas d’hépatotoxicité induite par le paracétamol.
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Figure 12. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur le taux d’urée (A) et de créatinine (B). L’hépatotoxicité
est induite par le CCl, 50% (1ml/Kg) et le paracétamol (3 mg/Kg). Le silymarin 100 mg/Kg est utilisé comme
hépatoprotecteur standard.

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001vs. le contrdle (traitement
par le CCl, ou le paracétamol (PCM)).# = vs le groupe témoin.
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4.2.2. Effet sur la catalase

Les résultats présentés dans le tableau 8 montrent que I’intoxication avec le CCly4
n’induit aucun changement significatif dans I’activité¢ dela catalase. De méme, le prétraitement
par le silymarin, I’EA et I’EE ne montrent aucune modification de la catalase. Par contre, dans le
deuxiéme modéle d’hépatotoxicité, I’administration du paracétamol induit une diminution
hautement significative (p<0.001) de la catalase. En effet, chez les rats du groupe témoin non
intoxiquésl’activité de I’enzyme est de 540.99 * 44.20 uM H,0,/min/mg de protéines.

Cette activité enzymatique est réduite chez les rats du groupe contréle traités par le
paracetamol et atteint une valeur de 280.44 + 24.24 pM H,0,/min/mg de protéines. Le
prétraitement par 300 mg/Kg d’extrait aqueux restore 1’activité enzymatique de la catalase

(414.45 + 43.70 uM H,0,/min/mg de protéines).

4.2.3. Effet sur SOD

L’activité de la SOD diminue de 78.12 £ 4.99 et de 62.72 + 4.26% sous 1’effet du CCl, et
du paracétamol respectivement. En revanche, le prétraitement par le silymarin et les extraits
aqueux et ethanolique de S. chamecyparissus restore 1’activité enzymatique de cette protéine
(Tableau 7).

4.3. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur I’histologie du foie

L’examen histologique du tissu hépatique des rats traités par le CCl, et le paracétamol
montre d’importantes différences avec le tissu hépatique des rats témoins non intoxiqués (figure
13A). En effet, I’administration intra-péritonéale du CCl, chez les rats induit une stéatose
fortement prononcée et une nécrose périvasulaire (figure 13B). Tandis que le paracétamol induit
beaucoup plus unenécrose hépatique (figure 14B). Cependant, ’examen histologique du tissu
hépatique des groupes prétraités avec les deux extraits montre une réduction de la nécrose et de
la stéatose. En effet, les trois doses étudiees de I’EA et I’EE (30, 150 et 300 mg/Kg) diminue la
surface des zones necrotiques périvasculaires. La stéatose est réduite chez les rats prétraités par
ces extraits, un dépot minimal de vacuoles de graisse est observé. D’une maniére similaire, les
changements histologiques sont également réduits dans le foie des rats prétraités avec 100

mg/Kg de silymarin (figure 13 et 14C-I).
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Tableau 8. Effet de I’extrait aqueux (EA) et éthanolique (EE) de S. chamaecyparissus sur le MDA, la catalase et la
SOD du surnageant hépatique.

MDA Catalase SOD
pmoles/mg U/mg protéines U/mg protéines
protéines

Témoin 4.16 +£0.35 540.99 + 44.20 193.55 +22.22
CCl, 15.88 £ 1.88 ### 496.32 £47.01 42.34 £ 9.65 #i#
Silymarin + CCl, 6.43 £ 0.37 *** 599.67 £ 61.14 157.50 + 14.93 ***
EA 30 mg/Kg + CCl, 8.53 £1.30 *** 552.50 + 16.59 125.83 +11.71 **
EA 150 mg/Kg + CCl, 7.37 £0.80 *** 593.17 £ 38.10 139.01 + 13.86 ***
EA 300 mg/Kg + CCl, 9.25+1.46 ** 628.56 + 36.15 107.18 +21.06 *
EE 30 mg/Kg + CCl, 9.37 £1.21 ** 509.90 + 39.77 74.60 +7.62
EE 150 mg/Kg + CCl, 8.63 £0.96 ** 541.53 £24.49 127.37 £11.22 **
EE 300 mg/Kg + CCl, 7.16 £0.91 *** 606.67 + 29.15 123.54 +17.60 **
PCM 13.71 + 2.45 ### 280.44 + 24.24 #it# 72.15 + 8.24 ###

Silymarin + PCM

EA 30 mg/Kg + PCM
EA 150 mg/Kg + PCM
EA 300 mg/Kg + PCM
EE 30 mg/Kg + PCM
EE 150 mg/Kg + PCM
EE 300 mg/Kg + PCM

8.49+£0.53*
11.13+143
7.06 +0.30 ***
8.07 £ 0.86 **
9.10+0.90 *
7.59 £0.40 **
8.01 £ 0.60 **

349.71 + 30.45
299.38 +17.83
339.98 +17.20
414.45 +£43.70 *
308.65 + 37.09
264.71 +24.92
263.20 +12.08

201.83 + 15.55 ***
209.88 + 18.68 ***
193.61 +12.25 ***
183.61 + 7.34 ***

131.16 +13.15*

150.84 + 13.70 ***
176.50 £ 12.27 ***

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs le contrdle (traitement

par le CCl, ou le paracétamol (PCM) # = comparaison avec le groupe témoin.



Figure 13. Coupes histologiques du foie (x 100) de rats traités avec le CCl,. A: parenchyme hépatique des rats

normaux, B: parenchyme hépatique des rats traitéspar le CCl,, C: parenchyme hépatique des rats prétraités par 100
mg/Kg de silymarin, D: parenchyme hépatique des rats prétraités par 30 mg/Kg d’EA, E: parenchyme hépatique des
rats prétraités par 150 mg/Kg d’EA, F: parenchyme hépatique des rats prétraités par 300 mg/Kg d’EA,G:
parenchyme hépatique des rats prétraités par 30 mg/Kg d’EE, H: parenchyme hépatique des rats prétraités par 150
mg/Kg d’EE, |: parenchyme hépatique des rats prétraités par 300 mg/Kg d’EE. (Nc, nécrose ; S, stéatose ; NP,
parenchyme normal).



Figure 14. Coupes histologiques du foie (x 100) de ratstraitéspar le paracétamol. A: parenchyme hépatique des rats
normaux, B: parenchyme hépatique des rats intoxiqués par le paracétamol, C: parenchyme hépatique des rats
prétraités par 100 mg/Kg de silymarin, D: parenchyme hépatique des rats prétraités par 30 mg/Kg d’EA, E:
parenchyme hépatique des rats prétraités par 150 mg/Kg d’EA, F: parenchyme hépatique des rats prétraités par 300
mg/Kg d’EA, G: parenchyme hépatique des rats prétraités par 30 mg/Kg d’EE, H: parenchyme hépatique des rats
prétraités par 150 mg/Kg d’EE, I: parenchyme hépatique des rats prétraités par 300 mg/Kg d’EE. (N¢, nécrose ; NP,

parenchyme normal).
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5. Activités anti-oxydantes des extraits de S. chamaecyparissus

5.1. Effet anti-radicalaire

L’activité antioxydante des extraits de S. Chamaecyparissus vis-a-vis du radical DPPH
est évaluée en suivant la réduction de ce radical. Les résultats montrent que lesextraits aqueux et
éthanolique ont une activité anti-radicalaire (figure 15A). En effet, a la concentration de 80
pa/ml, ’EE et I’EA exercent une activité significative de piégeage des radicaux libres avec des
taux de 85.71% et 89.95%, respectivement. La meilleure activité est exercée par I’EA avec une
ICso de 35.27 + 3.24 pg/ml puis ’EE avec une ICsy de 41.06 £ 0.94 pg/ml. Ces valeurs sont
meilleures que celle obtenue avec le BHT (ICsp = 61.69 £ 5.02 pg/ml), utilise comme anti-

oxydant de réference.

5.2. Effet sur ’oxydation de la B-carotene

La cinétique de blanchissement de la B-carotene (figure 15B), montre que les deux
extraits de S. chamaecyparissus inhibent 1’oxydation de la P-caroténe d’une maniére
significative (p<0.05). Au temps zéro, I’absorbance de la 3-carotene est de 0.359 + 0.018, mais
aprés 120 min elle atteint une valeur minimale de 0.045 + 0.018 en absence d’anti-oxydant, ce
qui indique une peroxydation totale de la 3-carotene. Cependant, les absorbances de laj3-carotene
en présence de I’EA et de I’EE ne diminuent que Iégeérement pour atteindre des valeurs de 0.331
+ 0.002 et 0.267 + 0.015 respectivement a la 120%™ min, indiquant ainsi une forte activité
antioxydante. Par contre, les absorbances de la B-caroténe en présence du BHT restent stables
tout au long des 120 minutes.Le BHT présente une activité anti-oxydante trés puissante (100%)
par rapport a celle montré par l'extrait aqueux et éthanolique de la plante (83.62% + 8.85,
71.52% =+ 3.28; respectivement).

5.3. Effet chélateur du fer ferreux

Les deux extraits de S. chamaecyparissus montrent une activité chélatrice concentration
dépendante. Cependant, une grande différence est observée entre 1’effet de ’extraits aqueux et
éthanolique. En effet, a 200 pg/ml, I’EA induit une chélation de 74.11%, tandis que I’EE induit
une chélation de 25.36% (figure 15C). L’EDTA, utilisé comme chélateur de référence, présente
un bon effet chélateur avec une concentration inhibitrice (ICso) égale a 5.97 pg/ml suivie par
I’EA (ICso = 73.51 + 2.94 pg/ml) et ’EE (507.43 + 12.44 pg/ml).
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Figure 15. Activités anti-oxydantes des extraits de S. chamaecyparissus. (A) activité anti radicalaire DPPH (B)
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moyenne + SD (n=3).
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5.4. Pouvoir réducteur

Les resultats obtenus (figure 15D) montrent que les deux extraits de S. chamaecyparissus
exercent un pouvoir réducteur, concentration dépendante. L’extrait éthanolique est doué¢ d’un
pouvoir réducteur plus prononcé (ICsp = 49.12 pg/ml) que celui de I’extrait aqueux (ICso = 57.03
pg/ml). Cependant, le BHT utilise comme anti-oxydant standard présente un pouvoir réducteur

puissant avec une valeur d’ICsp de 16.10 pg/ml seulement.

5.5. Effet sur I’oxydation de ’ADN

Les profils électrophorétiques de I’ADN suite a la lyse induite par le modele UV/ H,0,
en présence des différentes concentrations (100, 250, 350 et 500 pug/ml) d’EA et d’EE sont
représentés sur la figure 16. La conversion de I’ADN circulaire surenroulé (ADNcs) en forme
circulaire ouverte (ADNco) provenant de I’ADN plasmidique pBluescript M13+ se traduit par
I’apparition de deux bandes sur le gel d’électrophoreése (raie 1). La forme native de I’ADNcs
migre plus rapidement que I’ADNco.Les résultats montrent d’une part que I’irradiation UV de
I’ADN en présence du peroxyde d’hydrogéne (raie 2) entraine le clivage de I'ADN et sa
conversion en forme circulaire (ADNc) et forme linéaire (ADNIin). D’autre part, les
rayonnements UV seuls (raie 3), le H,O, seul (raie 4) et les UV en combinaison avec la
concentration 250 pg/ml des extraits (raie 5) n’altérent pas la structure de I’ADN.L’addition des
extraits de S. chamaecyparissus (raies 6-9) au milieu réactionnel induit une restauration partielle
de I'’ADNcs. Les différentes concentrations des deux extraits exercent une protection
significative. En effet, I’intensité des bandes de ’ADNcs scannée a partir du gel d’agarose
montre que ’EA exerce un effet plus puissant par rapport a I’EESC (figure 16B et D). Les
différentes concentrations de I’EA protégent I’ADN contre la scission de ses brins induite par les
UV et le peroxyde d’hydrogéne de la méme maniére. Par contre 1’EE, exerce une protection
concentration dépendante. Le pourcentage de I’ADNcs dans le cas de traitement avec I’EA 100

pg/ml est plus élevé (87.57%) que celui de I’EE (52.57%) a la méme concentration.
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Figure 16. Activité protectrice des extraits aqueux et éthanolique de S. chamaecyparissus contre la dénaturation de I’ADN. A et B représentent les profils électrophorétiques de
I’ ADN plasmidique pBluescript M13+ aprés photolyse induite par UV et H,0, (2.5 mM)_ C et D représentent le pourcentage de I’ADN circulaire surenroulé, I’ADN circulaire

ouvert et I’ADN linéaire quantifié¢ par le logiciel (Discovery Series Quantity One programme; version 4.5.2, BioRad, Ca, USA).
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5.6. Effet sur I’oxydation des protéines

Les figures 17A et 17C montre les profils électrophorétiques de la BSA apres 3h
d’incubation avec le systéme dénaturant (Fe**/H,0,/acide ascorbique) en présence ou en absence
des différentes concentrations de I’EA et de I’EE. La densité de ces bandes électrophorétiques est
présentée sur la figure 17B et D. La densité de la bande de BSA dénaturée (raie 2) diminue de
45.9 + 3.61%. Le traitement avec les différentes concentrations (50 a 1000 pg/ml) des deux
extraits (raies 3-7) protege la BSA de la dénaturation. Cette protection est concentration
dépendante dans le cas de I’EE. En effet, les concentrations 50, 100, 250, 500 et 1000 pg/ml de
cet extrait restorent I’intensit¢ des bandes de BSA par 60.83%, 62.35%, 70.71%, 76.75% et
86.67%, respectivement. Tandis que les différentes concentrations de I’EA restaurent 1’intensité
des bandes de BSA par 91.92 + 4.40%, a I’exception de la concentration de 50 pg/ml qui donne

un taux de 58.93%seulement

6. Activités anti inflammatoires des extraits de S. chamaecyparissus

6.1. Activités anti inflammatoires in vivo

6.1.1. Effet sur I’cedéme de ’oreille induit par I’huile de croton

L’application topique de I’huile de croton sur ’oreille induit le développent d’un cedéme
d’une épaisseur de 137 + 13 pum chez les souris du groupe controle. Le traitement par 2 mg d’EA
et d’EE réduit significativement (p<0.01) I’cedéme. L’effet exercé par I’extrait éthanolique est
beaucoup plus élevé (80 + 8.16 um soit 41%) que celui exercé par I’extrait aqueux (94.44 +
14.54 pm soit 31%). Les souris traitées par 0.5 mg/oreille d’indométacine (anti-inflammatoire de
référence) donnent des épaisseurs de 1’cedéme de seulement 25.56 + 5.80 um, Cequi correspond

a un pourcentage d’inhibition de 81.35% (figure 18).

6.1.2. Effet sur le recrutement des neutrophiles vers la poche d’air

Les résultats montrent qu’aprés 4h de I’injection de 0.1 ml de A-carrageenan dans la
poche d’air, les souris du groupe témoin développent une inflammation aigué caractérisee par
une infiltration de 8.84 + 0.54 x 10° leucocytes/ml dans ’exsudat de la poche d’air. Le traitement
avec 1 mg/poche d’EE ou d’EA réduit significativement (p<0.001) le nombrede leucocytes
infiltrés & 5.12 + 0.48 x 10° leucocytes/ml et 5.60 + 0.56 x 10° leucocytes/ml d’exsudat,
respectivement. Ces valeurs correspondent respectivement a 42.08% et 36.67% d’inhibition par
rapport au groupe controle. L’inhibition exercée par I’EE est proche de celle obtenue avec 0.1
mg/poche d’indométacine (46.45%) (figure 19).
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Figure 17. Activité protectrice des extraits aqueux et éthanolique de S. chamaecyparissus contre 1’oxydation de la BSA. A et B représentent les profils électrophorétiques de la

BSA suite & ’oxydation induite par le systéme dénaturant H,0,/Fe**/acide ascorbique. C et D représentent le pourcentage de la BSA quantifiée par le logiciel (discovery series
Quantity One programme; version 4.5.2, BioRad, Ca, USA).
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Figure 18. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur I’cedéme de Ioreille induit par I’huile de croton chez la

souris. L’cedéme est induit par application locale de 80 pg d’huile de croton sur la face interne de 1’oreille droite.

Les souris sont traitées localement par 1’indométacine 0.5 mg/oreille (Ind), 2 mg/oreille des extraits éthanolique

(EE) ou aqueux (EA). Les souris du groupe contrdle regoivent uniquement I’agent irritant.

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6). ** : p<0.01, *** : p<0.001 vs.le contrdle non traité.
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Figure 19. Effet de I’extrait aqueux (EA) et de I’extrait éthanolique (EE) de S. chamaecyparissus sur I’infiltration

des leucocytes vers la poche d’air. L’inflammation est induite par I’injection de 0.1 ml de A-carrageenan (1%) dans

la poche d’air. Une heure avant I’induction de I’inflammation, les sours sont traitées par 1 mg/poche d’extraits ou

0.1 mg/poche d’indométacine (Ind). Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6). ***: p<0.001 vs. le

contrdle.



&bﬂ/tﬂt«r 63

6.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
6.2.1. Effet sur la libération des cytokines
A/ Effet sur le TNF-a

La stimulation des cellules mononucléaires périphériques par la concanavaline A se
traduit par une sécrétion massive du TNF-o (474.01 + 31.84 pg/ml) par rapport aux cellules non
stimulées. La sécrétion du TNF-a par ces cellules est significativement (p<0.01) diminuée sous
I’effet des faibles concentrations (10 et 1 pg/ml) de I’EA et des fortes concentrations (100 et 50
pg/ml) de ’EE (figure 20A).La meilleure inhibition (20.02 £ 4.77%) est obtenue avec10 pg/ml
de I’EA.

B/ Effet sur I’IL-1B

Comme le montre la figure 20B, la concanavaline A stimule fortement la production de
I’IL-1P par les mononucléaires périphériques. Cette production de 182.10+ 9.11 pg/ml, est
nettement supérieure a celle des cellules non stimulées (p<0.001). En effet, les cellules non
stimulées par ce mitogéne ne produisent qu’une faible quantité de cet interleukine (1.61 £ 0.15
pg/ml). La sécrétion de I’IL-B par les mononucléaires stimulés est significativement (p<0.001)
diminuée sous I’effet des deux extraits aqueux et éthanolique de S. chamaecyparissus. L’effet de
I’EEest plus fort que celui de I’EA. La meilleure inhibition (79.63 + 7.82%) est obtenue avec 50
pg/ml de ’EE.

C/ Effet sur ’IL-10

Comme le montre les résultats de la figure 20C, la concanavaline A stimule également la
sécrétion de I’IL-10 par les cellules mononucléaires périphériques. Cependant, le taux de 1’'IL-10
sécrété est modéré (12.20 + 0.50 pg/ml). L’EE a 100 et 50 pg/ml réduit de maniére hautement
significative (p<0.001) le taux d’IL-10 produit par les cellules mononucléaires périphériques
avec un pourcentage d’inhibition de 59.01 + 2.59% et 36.17 + 3.17%, respectivement. Tandis

que, les faibles concentrations des deux extraits n’ont aucun effet sur le taux de cette cytokine.
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Figure 21. Effet de I’extrait aqueux (EA) et de I’extrait éthanolique (EE) de S. chamaecyparissus sur la production
des cytokines. A : TNF-o. B : IL-18 C: IL-10 et D : IL-8. Les mononucléaires périphériques (4x10° cellules/puits)
traitées ou non par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ml) d’extrait sont stimulées par 5ug/ml de
concanavaline A. puis incubées a 37°C et 5% de CO, pendant une nuit. Apres centrifugation, les surnageants sont
récoltés afin d’effectuer le dosage des cytokines par le test ELISA. Les valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3).
*** 1 p<0.001, ** : p<0.01 et * : p<0.05; vs. le controle.
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D/ Effet sur I1L-8

L’IL-8 est la cytokine la plus sécretée par les mononucléaires périphériques. Les résultats
obtenus montrent que 5 pg/ml de Concavalline A induisent une sécrétion tres importantede cette
chémokine (3456.96 + 61.18 pg/ml). Le taux de I’IL-8 est hautement réduit (p<0.001) par le
traitement avec les différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ml) des deux extraits de S.
chamaecyparissus. Les concentrations de 10 et 1 pg/ml de I’EA sont plus efficaces que celles de
I’EE. En effet, 10 pg/ml de ’EA diminue la sécrétion de 1’IL-8 & 1964.82 + 152.83 pg/ml, ceci
correspond a un pourcentage d’inhibition de 43.16 + 5.15% (figure 20D).

6.2.2. Effet stabilisant de la membrane plasmique

Les résultats montrent que le milieu hypotonique induit une altération de la membrane
plasmique des érythrocytes humains, conduisant a I’hémolyse des hématies.

Le traitement par les extraits de S. chamaecyparissus (1 mg/ml) protége de maniere
hautement significative (p<0.001) les érythrocytes contre 1’hémolyse induite par le milieu
hypotonique (tableau 9). Le traitement par I’extrait éthanolique et I’extrait aqueux entraine donc

une certaine stabilité de la membrane plasmique.

Tableau 9. Effet protecteur de I'EA et ’EE contre ’hémolyse des hématies humaines induites par 1’hypotonie du

milieu. L’aspirine est utilisée comme référence.

Traitement Absorbance a 540 nm Inhibition (%)
Contréle 0.915 +0.009 /

Aspirine (0.1 mg/ml) 0.849 £ 0.017 6.41+191

EA (1 mg/ml) 0.445 +0.030 51.07 £ 0.55 ***
EE (1 mg/ml) 0.359 +0.038 59.74 + 3.44 ***

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ***: p<0.001 vs. le contréle.
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1. Extraction et analyse phytochimique des extraits de S.

chamaecyparissus

Les extraits de S. chamaecyparissus sont obtenus a partir de la poudre de la partie
aérienne de la plante séchée a I’ombre. Le séchage de la plante ne permet plus aux cellules
végétales d’avoir des réactions enzymatiques ou métaboliques. Ceci démontre 1’utilité du
séchage du moment que les flavonoides (particulierement les glycosylés) peuvent étre soumis a
une dégradation enzymatique quand le matériel végétal est frais ou non séché (Marston et
Hostettmann, 2006). Le broyage de la plante a pour but d’améliorer 1’extraction du fait qu’il rend
I’échantillon plus homogene, augmente la surface du contact avec le solvant et facilite sa
pénétration a 'intérieur des cellules qui ne sont pas détruites apres le broyage. L’efficacité de
I’extraction est influencée par la nature chimique des substances phytochimiques, la methode
d’extraction utilisée, la dimension des particules de 1’échantillon, le solvant utilisé, ainsi que la
présence de substances interférentes (Stalikas, 2007). Dans notre étude, la préparation des
extraits bruts a été effectuée par macération dans 1’éthanol et la par décoction. Le déroulement de
la macération sous agitation pendant 24h et a température ambiante permetd’obtenir le maximum
de composés et de prévenir leur altération ou modification probable par la température €élevée.
Néanmoins, 1’extraction aqueuse est faite par décoction a température élevée pendant 20 min. En
fait, Su et ses collaborateurs (2006) ont rapporté que le rendement des extractions aqueuses
augmente avec la température. Cela est expliqué par le fait que I’cau a haute température
provoque la perturbation des cellules en facilitant la pénétration du solvant et la solubilisation
des molécules (Albano et Miguel, 2011). La chaleur peut, cependant, conduire a la dégradation
des molécules thermolabiles (Seidel, 2005), c’est la raison pour laquelle, la décoction a été
effectuée pendant un temps court.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a eté réalisé par des méthodes
colorimétriques; le Folin-Ciocalteu et le trichlorure d’aluminium respectivement. Ces deux
méthodes sont considérées comme les meilleures méthodes de détermination des polyphénols et
des flavonoides des extraits de plantes (Djeridane et al., 2010), car elles sont simples et
reproductibles. Les résultats montrent que 1’extrait éthanolique contient une teneur plus élevée en
polyphénols et en flavonoides par rapport a I’extrait aqueux. En effet, les solvants organiques
sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en facilitant I’extraction d’un
plus grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible polarité.Ces résultats sont en
accord avec ceux rapportés par Mahmoudi et al. (2013) et Talbi et al.(2015).

L’analyse phytochimique par HPLC couplé a la spectrométrie de masse a réevélé la

présence de plusieurs flavonoides et d’acides phénoliques tels que I’apigenine et 1’acide
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chlorogénique, comme majeurs constituants. Certains composés qui sont présents dans |’extrait
¢thanolique en faible concentration sont absents dans l’extrait aqueux. La solubilité de ces
métabolites secondaires est plus élevée dans les solvants organiques que dans I’eau (Mahmoudi
et al.,, 2013). Ceci peut expliquer la différence entre la teneur en acides phénoliques et

flavonoides dans les deux extraits de S. chamaecyparissus.

2. Activité héepatoprotectrice des extraits de S. chamaecyparissus

Les lésions du foie induites par différents agents hépatotoxiques sont reconnues comme
un probléme majeur toxicologique qui conduit a la mort. Les médicaments classiques qui
stimulent la fonction hépatique et offrent une protection du foie sont rares et sont
hépatotoxiques a une certaine dose. Le traitement naturel basé sur 1’utilisation des plantes
médicinales est considéré comme étant efficace et sans effets indésirables (Arem et al., 2014).

La présente étude a pour but d’évaluer 1’activité hépatoprotectrice d’extraits aqueux et
éthanolique de S. chamaecyparissus, une plante médicinale largement utilisée dans tout le nord
d’Afrique pour soulager les douleurs abdominales et les désordres d’origine inflammatoire.

Pour déterminer I’innocuité de ces extraits, 1’évaluation de 1’effet toxique est réalisée
chez le rat pour choisir la dose convenable. L’observation du comportement général des animaux
constitue 1’un des paramétres critiques pour 1’évaluation des premiers signes de toxicité
(Mansour et al., 2014 ; Lima et al., 2016 ; Sarhadynejad et al., 2016). La présente étude montre
que les deux extraits n’exercent aucun effet toxique pendant 14 jours d’observation. Pour I’étude
de I’activité hépatoprotectrice des extraits de S. chamaecyparissus, deux modéles trés utilisés
(Mayuren et al., 2010) ou d’hépatotoxicité est induite par le CCl, et le paracétamol ont été
utilisés.

Le CCl, est métabolisé en radicaux libres qui réagissent avec les macromolécules
cellulaires, protéines, ADN et lipides membranaires. Par conséquent, les attaques de ces radicaux
provoquent une toxicité aigué et chronique du foie, conduisant a une stéatose, une nécrose, une
fibrose et une cirrhose (Weber et al., 2003). L’excés de ces radicaux réactifs, en particulier le
CClse provoque la peroxydation des lipides membranaires conduisant ainsi a unrelarguage des
transaminases (ALT, AST), PAL, bilirubine et LDH (Kumawatet al., 2012 ; Hurkadale et al.,
2012). De plus, ces radicaux réduisent les tauxd’enzymes antioxydantes conduisant a un stress
oxydant, ce qui est un facteur important dans les lésions aigués et chroniques dans divers tissus
(Singh et al., 2015).

A des doses élevées, le paracétamol (PCM) devient toxique et peut induire une nécrose

hépatique fatale (Gujrati et al., 2007). En effet, a forte doses il est oxydé par le cytochrome P-
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450 en N-acétyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI) nocif et hautement réactif (lbrahim et al.,
2011). A I’état normal, ce produit est conjugué rapidement avec le glutathion (GSH) et excrété
dans les urines (Mayuren et al., 2010, Mazaleuskayaet al., 2015). Lorsque le taux de NAPQI
formé est supérieur au GSH disponible pour la conjugaison, le NAPQI non lié devient toxique
en réagissant avec les macromolécules cellulaires (Shah et Deval, 2011). Ce produit toxique se
lie de maniere covalente a des protéines intracellulaires contenant des groupements sulfhydryle
et par conséquent, il conduit a une nécrose hépatique centrolobulaire (Salminen et al., 2012),
une perturbation de I’homéostasie calcique, un dysfonctionnement mitochondriale, et un stress
oxydant comme il peut conduire a des endommagements cellulaires aboutissant a la nécrose
(Hinson et al., 2010; Bhattacharyya et al., 2013).

La toxicité induite chez les rats par le CCl, et le paracétamol, ainsi que I’effet
hépatoprotecteur d’extraits de S. chamaecyparissus sont estimé via 1’évaluation des paramétres

biochimiques et histologiques.

2.1. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur les paramétres biochimiques

Le degré de la toxicité développée chez les rats des deux modeles d’hépatotoxicité est
estimé par I’évaluation des parametres biochimiques sériques (ALT, AST, PAL, LDH, bilirubine
totale, triglycérides, cholestérol, urée et créatinine), des marqueurs antioxydants endogenes
(SOD et catalase), du marqueur de la lipoperoxydation (MDA) et par observation des coupes
histologiques du foie.

Le taux des transaminases hépatiques ALT et AST constitue un bon moyen de détection
de D’hépatotoxicité. L’ALT est un indicateur sensible des atteintes hépatiques aigués et
I’¢lévation de cette enzyme dans les maladies non hépatiques est inhabituelle. De ce fait, I’ALT
est donc le meilleur parametre pour détecter une lésion hépatique (Fiedman et Keefe, 2004 ;
NKkosi et al., 2005).

Les résultats de cette étude montrent que I’intoxication des rats par le CCly ou le
paracétamol provoque une augmentation considérable des taux de transaminases hépatiques
(ALT et AST), de la phosphatase alcaline et de la lactate deshydrogénase. Ceci serait dd a la
présence de lésions hépatocellulaires. Dans une lésion hépatique, la fonction des hépatocytes est
perturbée, en provoquant un niveau enzymatique accrue dans le sérum (Rajagopalet al.,
2003).Cette augmentation est due a une élévation de la fragilité de la membrane plasmique des
hépatocytes, ce qui conduit a la libération des enzymes intracellulaires dans la circulation
sanguine (Lin et al., 2008). En outre, les perturbations des fonctions hépatiques causées par le
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CCly et le paracétamol peuvent expliquer 1’augmentation du taux de ces enzymes (Subramanian
et al., 2013 ; Abirami et al., 2015).

L’¢lévation du taux sérique de la phosphatase alcaline, qui est normalement libérée dans
la bile, peut résulter d’un endommagement (Farida et al., 2012) ou d’une obstruction des voies
biliaires (Girish et Pradhan, 2012).

La lactate déshydrogénase est un marqueur de dégénérescence cellulaire, utilisé pour
¢évaluer la fonction hépatique. L’augmentation du taux de cette enzyme intracellulaire dans le
sérum des rats intoxiqués refléte I’endommagement des membranes de cellules hépatiques (Kim
etal., 2001).

L’¢lévation de la bilirubine dans la circulation sanguine pourrait étre attribuée a une
synthese élevée, I’augmentation de I’hémolyse, la diminution de la conjugaison ou a 1’altération
du transport (Sasidharan et al., 2010). Et par conséquent, la bilirubine est utilisee comme
indicateur pour évaluer la fonction sécrétoire des hépatocytes (Al-Harbi et al., 2014).

Bien que le foie soit la principale source de la plupart des protéines sériques, les résultats
du modeéle de CCl, ne révelent aucun changement dans le taux des protéines y compris
I’albumine. Ce résultat est en accord avec ceux obtenues par Mihailovic et ses collaborateurs
(2013). Par contre une diminution significative dans le taux des protéines totaux est observée
dans le modele de paracétamol. Ces résultats sont également en accord avec d’autres études
montrant que le métabolisme protéique est altére par le CCl, et le paracétamol. Ceci pourrait étre
attribué a la diminution de la synthése protéique par les hépatocytes apres une lésion cellulaire
(Salem et al., 2015 ; El-bakry et al., 2016 ; Hena et al., 2016).

Le taux des triglycérides et du cholestérol a augmenté de fagon significative sous 1’effet
du CCl, et du paracétamol. Ceci témoigne de la présence de perturbations des mécanismes
d’association des triglycérides avec 1’apoprotéine approprié pour former la molécule porteuse
lipoprotéine (Tiwari et al., 2014 ; Shanmugam et al., 2016). De méme, le taux d’urée et de
créatinine ont augmenté sous 1’effet de CCl, et de paracétamol, indiquant un catabolisme accru
des protéines et/ou un probleme de sécrétion au niveau des hépatocytes (de Andrade Belo et al.,
2012 ;Shakya et al., 2012 ). En effet, Saba et ses collaborateurs (2010) ont démontré que
I’augmentation du taux de ces deux parametres est due a I’activation du catabolisme des
protéines au cours de 1’hépatotoxicité.

Le traitement par I’EA et I’EE réduit le taux des transaminases, PAL, LDH. Ceci indique
que ces extraits protégent les hépatocytes contre les attaques des radicaux libres et diminuent les
fuites d’enzymes intracellulaires, en préservant la membrane plasmique. En effet, il a été
rapporté que les extraits de plantes comme Boerhaavia diffusa diminuent le taux des

transaminases hépatiques, d’ALP, de la bilirubine et de la LDH chez les rats intoxiqués par le



ﬂ&"czmﬂbﬂ 70

paracétamol (Olaleye et al., 2010). Tiwari et ses collaborateurs (2014) ont montré que 1I’AST,
I’ALT, la PAL et la bilirubine totale augmentent de fagon significative aprés 1’administration du
paracétamol. Cette augmentation est normalisée par le traitement avec les extraits de Selaginella
lepidophylla. De méme, il a éte rapporté que des extraits de Sesbania grandiflora induisent la
diminution d’AST, d’ALT et de I’ALP chez les rats intoxiqués par I’injection intrapéritonéale du
CCl, (Kale et al., 2012).

Le taux d’urée et de créatinine adiminué sous I’effet du traitement par les deux extraits de
S. chamaecyparissus. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par Saba et ses collaborateurs
(2010), qui ont montré que I’extrait aqueux des feuilles de Cnidoscolus aconitifolius diminue le
taux de ces deux parametres.

Le traitement par les deux extraits de S. chamaecyparissus réduit le taux des triglycérides
et de cholestérol. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Shanmugam et ses
collaborateurs (2016). En effet, ces auteurs ont démontré que 1’extrait acétonique des feuilles de
Passiflorasubpeltata diminue le taux de ces deux parameétres lipidiques en utilisant le modele de
paracetamol. Gnanadesigan et ses collaborateurs (2016) ; ont montré que 1’extrait éthanolique
des feuilles de Ceriops decandradiminue le taux des triglycérides et de cholestérol dans le
modele de CCl,.

En outre, Dey et ses collaborateurs (2015) ont montré que le CCl, induit une élévation
d’AST, d’ALT, de PAL, de glucose, de protéine, d’albumine, de globuline, de bilirubine, d’urée,
de LDH et de cholestérol, qui sont considérablement normalisés par 1’extrait des feuilles de
Nerium indicum.

Le métabolisme du CCl, et du paracétamol conduit a la formation des radicaux libres
qui attaquent les lipides membranaires du réticulum endoplasmique. Ces attaques radicalaires
sont responsables de la diminution des fonctions métaboliques tels que la synthése des
protéines et 1’inhibition du stockage du cholestérol (Vermaet al., 2015). La peroxydation des
lipides membranaires conduit aussi au relargage des transaminases (ALT, AST), PAL,
bilirubine et LDH (Kumawatet al., 2012 ; Hurkadale et al., 2012).

L’effet hépatoprotecteur des extraits de plantes semble étre di aux propriétés de
piégeage des radicaux libres, ce qui conduit & I’inhibition de la peroxydation lipidique et la
préservation de la membrane cellulaire (Ajithet al., 2011).

Les effets exercés par les extraits de S. chamaecyparissus sont semblables a ceux exercés
par le silymarin, utilisé comme hépato-protecteur de référence. Ce composé est extrait a partir
des graines de Silybum marianum et constitué de plusieurs flavonoides y compris silybin A,

silybin B, isosylibin, silychristin (Aghazadeh et al., 2011). L’activité hépatoprotectrice du
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silymarin est associée a sa capacité d’agir en tant que piégeur de radicaux, protégeant ainsi la

perméabilité membranaire (Podder et al., 2012).

2.2. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur les parametres antioxydants

L’effet de 2 extraits sur le MDA, la catalase et la SOD est évalué au niveau du surnagent
du foie des rats.

La concentration du MDA hépatique a augmenté suite a I’intoxication par CCly et le
paracétamol. Cette augmentation reflete un puissant stress oxydant qui conduit a des lésions
tissulaires et une défaillance des mécanismes de défense antioxydante. Le MDA est considéré
comme un marqueur de la peroxydation des lipides. Il peut pénétrer dans la bicouche lipidique
membranaire, conduisant a I’endommagement ou a la perte de fonction de la membrane par
durcissement. Ce durcissement réduit la fluidité et augmente la perméabilité de la membrane
plasmique, induisant ainsi le gonflement et la nécrose cellulaire (Su et al., 2016). La présente
étude montre que le taux de MDA hépatique a diminué de facon significative par
I’administration des extraits de S. chamaecyparissus. L’EA exerce un effet plus prononcé dans
les deux modéles d’hépatotoxicité. Cet effet est trés proche ou mieux que celui obtenus par le
silymarin, utilisé comme hépatoprotecteur de référence. Ces résultats prouvent que I’EA et
méme 1I’EE peuvent protéger le foie contre les endommagements. Cette protection serait due a
I’inhibition de la peroxydation lipidique et I’inhibition des réactions d’oxydation en chaine (Goel
et al., 2005).

Le taux de la catalase et de la SOD a été réduit par le CCL, et le paracétamol. Les
radicaux libres produits au cours du metabolisme de ces deux hepatotoxines reduisent les taux
d’enzymes antioxydants conduisant a un stress oxydant, qui est un facteur important dans les
Iésions hépatiques (Singh et al., 2015).

Le traitement avec les extraits de S. chamaecyparissus restaure I’activité des ces enzymes
antioxydantes. Ces résultats sont en accord avec ceux de Shanmugam et ses collaborateurs
(2016) qui ont montré que le traitement des rats avec 1’extrait acétonique des feuilles de
Passiflora subpeltata restaure le taux des enzymes antioxydants (SOD, catalase, et GPX). Cette
restauration aboutit a la diminution de la peroxydation des lipidique et par conséquent a la
réduction des Iésions hépatiques. En effet, la diminution de I’activité de ces enzymes est a
I’origine de ’augmentation de la lipopéroxydation dont le produit final est le MDA. Ce dernier
provoque la perte de fluidité et d’intégrité membranaire et finalement la perte des fonctions des

hépatocytes (Halliwell, 2001).
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2.3. Effet des extraits de S. chamaecyparissus sur I’aspect histologique du foie

L’étude histopathologique des coupes hépatiques des rats intoxiqués par le CCly et le
paracétamol ont fourni des preuves en faveur des analyses biochimiques précédentes. En effet,
I’examen des coupes du foie a montré que 1’intoxication des rats par le CCly et le paracétamol
provoque des lésions hépatiques, telles que la déformation massive de I’architecture du tissu
hépatique, la stéatose et la necrose.

Le traitement par les extraits de S. chamaecyparissus réduit ces lésions et protége
significativement la morphologie des hépatocytes en régénérant les cellules du parenchyme
hépatique et en les protégeant contre la fragilit¢ des membranes cellulaires. Cet effet
hépatoprotecteur des extraits de S. chamaecyparissus pourrait étre dl aux propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires et a I’effet stabilisant de la membrane plasmique. En effet,
récemment Boudoukha et ses collaborateurs (2015) ont rapporté que les extraits de S.
chamaecyparissus sont doués d’un effet anti-inflammatoire et immunomodulateur.

Tous les effets hépatoproteurs rapportés dans le présent travail peuvent étre dds a la
présence de composés bioactifs dans les extraits étudiés. En effet, 1’analyse phytochimique par
HPLC-TOF/MS a révélé la présence d’acides phénoliques tels que 1’acide chlorogénique et de
flavonoides tels que la rutine et 1’apigénine. Plusieurs études ont démontré 1’effet
hépatoprotecteur de la rutine (Hafez et al., 2015), I’apigénine-glycosids (Gupta et al., 2011) et de
I’acide chlorogénique (Wu et al., 2015). La rutine augmente le taux d’enzymes antioxydantes
hépatiques telles que la catalase, la SOD, la GPX, la glutathion-S-transférase, la GR, et diminue

la peroxidation lipidiques (Murlidhar et al., 2010).

3. Activité anti-oxydante des extraits de S. chamaecyparissus

Le stress oxydant est I’'un des mécanismes impliqués dans 1’hépatotoxicité induite par le
CClyet le paracétamol, qui provoque la désintégration de la membrane, la perte des enzymes et
la nécrose qui a long terme peut évoluer en cirrhoses. L’activité hepatoprotectrice des extraits
de S. chamaecyparissus pourrait étre associée en grande partie aux propriétés antioxydantes. En
effet, le piégeage des radicaux libres constitue un mécanisme important d’anti-oxydation qui
peut protéger contre les endommagements tissulaires induits par le stress oxydant. Pour cette
raison, 1’activité anti-oxydante des extraits de S. chamaecyparissus est examinée in vitro.

Le plus souvent, des tests différents et complémentaires sont réalisés pour avoir une
indication sur la capacité antioxydante des substances a tester (Hua et al., 2008 ; Tabartet al.,

2009). De ce fait, I’effet antioxydant des extraits de S. chamaecyparissus est évalué dans la
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présente étude par plusieurs tests a savoir le test de DPPH, le pouvoir réducteur, la chélation de

fer ferreux, le blanchissement de la B-carotene, 1’oxydation d’ADN et des protéines.

3.1. Activité anti radicalaire

L’activité antioxydante des extraits éthanolique et aqueux de S. chamaecyparissus vis-a-
vis du radical DPPH a été évaluée en suivant la réduction du radical DPPH. La molécule
antioxydante peut neutraliser les radicaux DPPH en fournissant un atome d’hydrogene ou un
électron (Que et al., 2006). Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de
I’absorbance a 517 nm (Majhenic et al., 2007).

Les deux extraits de S. chamaecyparissus ont montré une activité de piégeage de radicaux
libres meilleure que celle obtenue avec le BHT, utilisé comme anti-oxydant standard. Cette
activité antiradicalaire serait probablement due aux composés polyphénoliques, connus par leurs
activités antioxydantes (Almaraz-Abarca et al., 2007 ; Vukics et al., 2008). En fait, il existe une
corrélation entre le contenu phénolique et I’activité antioxydante (Zhao et al., 2014). L’activité
antioxydante des composés phénoliques est principalement attribué a leur propriété d’oxydo-
réduction, qui peut jouer un rdle important dans la neutralisation des radicaux libres par leur

capacité de donation d’hydrogene (Prasad et al., 2010).

3.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur exprime la capacité d’un composé a réduire le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?*) par donation d’un électron. Les deux extraits de S. chamaecyparissus exercent
un effet réducteur. Cependant, I’extrait éthanolique a un pouvoir réducteur plus puissant que
celui de I’extrait aqueux. Ce pouvoir est probablement di a la présence de molécules ayant une
capacité réductrice qui inhibe les réactions en chaines déclenchées par les radicaux libres. Cette
inhibition est effectuée par le don d’un atome d’hydrogéne ou d’¢lectron (Prasad et al., 2010).
Les flavonoides sont bien connus par leur capacité a donner des électrons (Cook et Samman,
1996 ; Lemanska et al., 2001 ; Le et al., 2007). Nos extraits contiennent plusieurs flavonoides y
compris la rutine, qui dispose d’un pouvoir réducteur tres puissant (Lue et al., 2010). Ces extraits
sont aussi riches en acides phénoliques, qui peuvent réduire les radicaux libres et les transformer
en produits plus stables en bloquant les réactions en chaine de 1’oxydation (Sasikumar et al.,

2010).
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3.3. Effet chélateur du fer ferreux

Les ions ferreux (Fe**) sont capables de participer & la génération des radicaux libres &
partir des peroxydes par la réaction de Fenton. De ce fait, ces ions font partie des pro-oxydants
les plus puissants a cause de leur réactivité élevée (Gulginet al., 2010). Ainsi, les antioxydants
capables de chélater ces ions peuvent minimiser leur concentration et inhiber leur capacité a
catalyser la formation des radicaux libres et protéger les cellules contre les endommagements
induits par le stress oxydant (Wu et al., 2006).

Dans cette étude, 1’activité chélatrice des extraits de S. chamaecyparissus est estimée en
utilisant la ferrozine qui chélate les ions Fe®*, formant ainsi un complexe Fe*— ferrozine de
couleur rouge. En présence d’autres agents chélateurs, la formation du complexe est interrompue
et par conséquent I’intensité de la couleur diminue (Yamaguchi et al., 2000). Les deux extraits
de S. chamaecyparissus présentent une considérable activité chélatrice. Toutefois, 1’extrait
aqueux de S. chamaecyparissus est meilleur que 1’extrait éthanolique. Ceci pourrait étre attribué
a la solubilité des agents chélateurs dans I’eau. Sahreen et ses collaborateurs (2010) ont montré
que les extraits des plantes induisent des effets chélateurs de maniére directement
proportionnelle a la polarité de leurs solvants. Les groupements hydrosolubles possédent un
caractere nucléophile élevé qui leur confére la capacité chélatrice (Ozen et al.,2011). Les
constituants aqueux sont plus capables d’inhiber la formation du complexe Fe?" — ferrozine, en
capturant les ions ferreux avant la ferrozine.ll a été rapporté que les agents chélateurs sont
efficaces comme antioxydants secondaires car ils réduisent le potentiel redox en stabilisant la
forme oxydée des ions métalliques (Gulginet al., 2007). Cette activité antioxydante secondaire
empéche la géneration des radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton. Les ions métalliques
sont en grande partie séquestrés in vivo mais une capacité élevée de chélation d’ions ferreux par
les antioxydants empéche d’aggraver certaines maladies associées aux ions métalliques (Cao et

al., 1997) telle que les maladies neurodégénératives (Dusek et al., 2016).

3.4. Effet sur la peroxydation des lipides

La peroxydation lipidique est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires, catalysée par les radicaux libres (Bougatef et al., 2009). Ainsi, ’acide
linoléique pourrait servir comme modele d’acides gras trouvés dans les membranes. Afin de
déterminer la capacité des extraits a diminuer la peroxydation lipidique causée par les radicaux
libres, le test du blanchissement de 3 caroténe a été utilisé. Le mécanisme de blanchissement de
la B-carotene dépend des radicaux hydroperoxydes résultants de 1’oxydation de 1’acide

linoléique. Ces radicaux oxydent par la suite la B-caroténe, entrainant ainsi la disparition de sa
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couleur orange. Cette disparition est suivie a 470 nm. Toutefois, la présence d’un antioxydant
dans le milieu réactionnel pourrait soit inhiber 1’oxydation de 1’acide linoléique soit neutraliser
les radicaux libres, ou les deux en méme temps (Naidu et al., 2011).

Le blanchissement de la B-carotene a été fortement ralenti en présence des deux extraitsde
S. chamaecyparissus. Cependant, 1’extrait aqueux exerce un effet plus prononcé que I’extrait
éthanolique. Les extraits de S.chamaecyparissus ont une capacité de réagir avec les radicaux
libres pour les convertir en especes non réactives et interrompre la chaine de réactions
radicalaires. Les flavonoides et les polyphénols d’une maniére générale ont la capacité de piéger
les radicaux libres et par conséquent, retarder 1’auto-oxydation des lipides (Gao et al., 2000). Ils
inhibent la peroxydation lipidique en un stade précoce en scavengeant les radicaux peroxydes,
comme ils peuvent interrompre la chaine de réactions radicalaires en donnant de 1’hydrogéne
(Sandhar et al., 2011).

Cette capacité de modifier la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres est
reliée non seulement aux caractéristiques structurales des agents antioxydants mais aussi a leur
capacité d’interagir avec eux et a pénétrer dans les bicouches lipidiques (Saijaet al., 1995). Il a
été démontré que la structure et la lipophilie des polyphénols sont des facteurs favorisant la
propriété anti-oxydante, probablement en facilitant I’incorporation de ces composés dans la
phase lipidique de la membrane (Djeridane et al., 2010).

Liu et al. (2008), ont montré que les concentrations et les combinaisons particuliéres des
antioxydants ont une activité supérieure a celle des molécules pures. Ce qui peut expliquer I’effet

des extraits étudiés par rapport aux molécules pures telles que le BHT.

3.5. Effet sur I’oxydation d’ADN

Les radicaux OH-* sont générés experimentalement par le systeme de photolyse UV/H,0,.
Ces radicaux se lient a ’ADN et réagissent avec les bases azotées produisant des radicaux
basiques et des radicaux de sucres (Bernhard et Close, 2004 ; Cadet et Wagner, 2016). Par
conséquent, I’abstraction de I’atome d’hydrogéne du désoxyribose par le radical OH* conduit a
la rupture du brin d’ADN au niveau de la liaison phosphodiester liant le phosphate et le
désoxyribose, la fragmentation du désoxyribose et la modification des bases nucléotidiques
(Knapp-Pogozelski et Tullius, 1998 ; Cadet et Wagner, 2016).

Dans cette ¢tude, ’activité des extraits de S. chamaecyparissus a protéger I’ADN de
I’endommagement oxydatif est évaluée en utilisant I’ADN plasmidique pBluescript M13+ d’E.

coli.
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Lorsque I’ADN est intact, il se présente sous une forme superenroulée, mais s’il subit une
coupure, il y a relaxation de la superhélice et I’ADN passe a une forme circulaire relachée. Une
coupure double brin peut également étre a 1’origine de la linéarisation de I’ADN (Rudiuk, 2009).
Kizil et ses collaborateurs (2011) ont montré que I’ADN plasmidique pBluescript M 13+ présente
deux bandes sur le gel d’électrophorése; la bande qui se déplace rapidement, correspondant a la
forme native d’ADN circulaire superenroulé (ADNcs) et ’autre bande est la forme détendue
(ouverte) circulaire (ADNoc). L’irradiation du plasmide par les UV en présence de H,O,
entraine le clivage de I’ADNcs en forme linéaire (ADNIIn), indiquant que les radicaux OH
générés par la photolyse ont produit une scission des brins d’ADN.

La présente étude a montré I’efficacité des deux extraits aqueux et éthanolique de S.
chamaecyparissus a protéger I’ADN plasmidique contre les coupures induites par le systeme
UV/H;0,. Ces résultats sont en accord avec 1’étude réalisée par Verma et ses collaborateurs
(2015) qui ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de Carissa carandas protége
complétement I’ADN plasmidique pBR322 du stress oxydant induit par le systéme de photolyse
UV/H,0,. Une autre étude comparative menée par Guha et ses collaborateurs (2011) a montré
que les différents extraits des différentes plantes étudiées ont protégé 1’ADN contre 1’oxydation.
De méme, Kalita et ses collaborateurs (2012) ont rapporté que 1’extrait aqueux des feuilles de
Lantana camaraprotége I’ADN plasmidique pBR322 contre I’endommagement induit par le
systeme UV/H,0.

Les antioxydants naturels comme les polyphénols et les flavonoides peuvent influencer le
processus d’oxydation par I’inhibition des réactions radicalaires en chaines, la liaison des
catalyseurs d’ions métalliques de transition, la décomposition des peroxydes, la prévention de
donation des atomes d’hydrogéne et le piégeage des radicaux libres (Ames et al., 1993;
Mayakrishnan et al., 2012 ; Sowndhararajan et Kang, 2013 ; Tan et Lim, 2015 ; Mohajer et al.,
2016).

3.6. Effet sur I’oxydation de protéine

Les radicaux hydroxyles attaquent les protéines en enlevant I’atome d’hydrogéne du
carbone o du squelette polypeptidique. Le radical résultant réagit rapidement avec 1’oxygéne
moléculaire pour former un radical peroxyle. En présence de Fe** ou de HO,, I’hydroperoxyde
se transforme en radical alkoxyle. Ce radical peut donner des dérivés carbonylés (Stadtman,
2006 ; Hohn et al., 2013). Les résidus tryptophane, histidine et cystéine sont les plus
particuliérement susceptibles a I’attaque oxydante. L’oxydation de ces résidus peut également

donner des dérivés carbonylés (Dalle-Donne et al., 2003 ; Kizil et al., 2011). Les protéines
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affectées perdent leur fonctions ce qui entraine la perturbation des fonctions cellulaires (Hohn et
al., 2013).

Dans la présente ¢tude, l’oxydation de 1’albumine est induite par le systeme
H,0,/Fe** /acide ascorbique, entrainant la formation des radicaux hydroxyles. L’acide ascorbique
réduit le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?*), ce qui peut régénérer les radicaux hydroxyles
(Emen et al., 2009).

Les deux extraits de S. chamaecyparissus diminuent 1’oxydation de 1’albumine d’une
maniere concentration-dépendante. L’inhibition de I’oxydation des protéines par ces extraits est
due au piégeage des radicaux hydroxyles générés par le systtme Fe®*/H,O,/acide ascorbique.
Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Kizil et ses collaborateurs (2011) qui
ont montré que les extraits éthanolique de Hypericum scabrum et Hypericum retusum aucher
protégent I’albumine contre la dégradation induite par H,O,/Fe**/acide ascorbique, suggérant un
effet protecteur via des propriétés de piégeage des radicaux libres générés par le systéme
Fe**/H,0,/acide ascorbique. L’étude menée par Samudram et ses collaborateurs (2009) a montré
que ’extrait éthanolique des feuilles de Melia azedarach et des graines de Piper longum inhibe

I’oxydation de 1’albumine grace a leurs contenus riches en antioxydants.

4. Activité anti-inflammatoire des extraits de S. chamaecyparissus

4.1. Effet sur ’cedéme de I’oreille induit par ’huile de croton

L’application topique d’un agent irritant comme 1’huile de croton sur 1’oreille de la souris
induit une augmentation de 1’épaisseur de ’oreille. Dans ce modéle d’inflammation aigue, la
réponse induite par 1’huile de croton est caractérisée par un cedéme provoqué par une
vasodilatation et infiltration de leucocytes, et plusieurs médiateurs inflammatoires sont libérés
(Chen et al., 2012 ; Chibli et al., 2014). L’étude réalisée par Lawrence et ses collaborateurs
(2002) a montré que dans les 30 premieres minutes, des amines vasoactives (histamine et
sérotonine) sont libérées et sont responsables de la formation de I’cedéme. Cependant, la
migration des neutrophiles est mise en évidence environ 1 h aprés I’irritation (Calder, 2006;
Nicolaou et al., 2011).

Ces événements sont évoqués par la phosphorylation de la protéine kinase C (PKC) et
I’activation subséquente de la phospholipase A2 (PLA2).L’activation de la PLA2 initie la
cascade du métabolisme de I’acide arachidonique et par conséquent, les leucotriénes, les

prostaglandines et les cytokines sont produits. La production de ces médiateurs chimiques
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conduit a I’installation du processus inflammatoire (Cuzzocrea et al., 1998 ; Cabrini et al., 2011 ;
Domiciano et al., 2013).

Le 12-o-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) est le phorbol majeur de I’huile de
croton, il est considéré comme le principal agent irritant. Le TPA est capable d’activer la PKC,
qui a son tour active d’autres cascades enzymatiques comme la cyclooxygénase 2, la 5-
lipoxygénase et I’oxyde nitrique synthase inductible (Aquila et al., 2009). De plus, la protéine
kinase C stimule divers médiateurs immunitaires qui augmentent et maintiennent la réponse
inflammatoire (Kim et al., 2013).

Le prétraitement local des souris avec les extraits aqueux et éthanolique de S.
chamaecyparissus a significativement diminué la taille de I’cedéme de 1’oreille induit chez les
souris. La meilleure inhibition est exercée par I’anti-inflammatoire standard (indométacine)
suivie par I’EE et ’EA. Bidaut-Russell (2001) a rapporté que I’indométacine inhibe la
cyclooxygénase 1 et 2 et par conséquent la formation d’cedéme ainsi que la production des

médiateurs pro-inflammatoires tels que TNF a, IL-6 et PGE2.

L’activité observée avec les deux extraits étudiés est probablement due a la présence de
substances lipophiles bioactives pouvant pénétrer a travers la barriere cutanée (Okoli et al.,
2007). Probablement, les candidats a cet effet anti-inflammatoire sont les flavonoides et les
polyphénols (Gonzalez et al., 2011 ; Zhong et al., 2012). .

Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Meziti (2009), qui a démontré
que D’extrait méthanolique des feuilles de Malva parviflora diminue significativement 1’cedéme
induit par I’huile de croton, tandis que I’extrait aqueux de la méme plante n’a pas d’effet. Une
autre étude réalisée par Bouriche et ses collaborateurs (2016) a montré que [’extrait
méthanolique de Hertia cheirifolia diminue significativement 1’épaisseur de ’oreille induit
toujours par I’huile de croton. Effectivement, 1’analyse phytochimique montre que cet extrait
contient des composés phénoliques y compris la rutine. Selloum et ses collaborateurs (2003) ont
démonté que la rutine posséde des propriétes anti-inflammatoires en inhibant I’cedéme de la patte

chez le rat, le chimiotactisme et la dégranulation des neutrophiles.

4.2. Effet sur le recrutement des neutrophiles

Pour confirmer I’activité anti-inflammatoire des deux extraits de S. chamaecyparissus
leur effet sur la migration des leucocytes vers le site enflammé, est testé en utilisant le modéle
animal de la poche d’air induite par la carrageenane.

Les résultats de cette étude ont révélé que le traitement avec 1 mg d’extrait agueux ou

éthanolique réduit significativement le nombre de leucocytes infiltrés dans la cavité de la poche
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d’air. L’inhibition exercée par 1’extrait éthanolique est proche de celle obtenue avec 0.1
mg/poche d’indométacine. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Fedel-Miyasato et
ses collaborateurs (2014). En effet, cette équipe a montré que 1’extrait méthanolique des feuilles
de Schinus terebinthifolius inhibe la migration des leucocytes et 1’exsudation. De méme,
Bouriche et ses collaborateurs (2016) ont montré que 1’extrait méthanolique de Hertia cheirifolia
inhibe le recrutement des neutrophiles dans la cavité de la poche d’air. L’étude de Liz et ses
collaborateurs (2011) a montré que 1’extrait éthanolique brut d’Esenbeckia leiocarpa et ses
fractions possédent une efficacité anti-inflammatoire importante. Cette propriété est basée sur
I’inhibition de la migration des leucocytes et la diminution de la concentration des protéines dans

I’exsudat.

4.3. Effet sur la libération des cytokines

Dans le but d’examiner I’effet de S. chamaecyparissus sur la production de cyokines
(IL-1B, TNFa, IL-8 et IL-10), les mononucléaires périphériques sont stimulés avec la
Concavaline A en présence et en absence des deux extraits de S. chamaecyparissus a
différentes concentrations. La concanavaline A est un puissant mitogéne utilisé le plus souvent
pour induire la prolifération et la différenciation des leucocytes (Zhao et al., 2010 ; Zhanget al.,
2011). Elle stimule les monocytes pour produire I’IL-1, par la suite I’IL-1 agit comme un co-
stimulateur de la Concavaline A et induit ’activation des lymphocytes (Conti et al., 1991).

Nos resultats montrent que les deux extraits de S. chamaecyparissus diminuent la
production des cytokines pro-inflammatoires (I’IL-1f et de I’IL-8) et n’ont aucun effet sur I’IL-
10. Le taux de TNF-a est diminué par les concentrations élevées (50 et 100 pug/ml) de I’EE et
les concentrations faibles (1 et 10 pg/ml) de I’EA. Cependant, le taux de la cytokine
immunosuppressive (IL-10) est seulement diminué par les fortes concentrations (50 et 100
pg/ml) des deux extraits étudiés. Ces résultats peuvent étre exploités pour favoriser I’effet anti-
inflammatoire, en utilisant des doses faibles des extraits pour diminuer les cytokines pro-
inflammatoires sans affecter 1’IL-10. En effet, Louis et ses collaborateurs (1997) ont démontré
I’importance de I’IL-10 dans la protection du foie contre 1I’inflammation induite par le TNF-a
et 'IL-12. 1l a été également démontré que I’IL-1 et le TNF-a stimulent la migration des
neutrophiles et 1’activation des fibroblastes (Henry et Garner, 2003; Kondo et Ishida, 2010). Par
conséquent, la mesure du taux d’IL-1 et de TNF-a est utile pour le suivi de la progression des

maladies inflammatoires (Smith et al., 2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X14000738
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L’activité anti-inflammatoire des extraits de S. chamaecyparissus pourrait étre due a la
présence des composés bioactifs. L’acide chlorogénique et la rutine, détectés dans les deux
extraits de S. chamaecyparissus, sont impliqués dans 1’inhibition des facteurs de transcription
inflammatoires (Palikova et al., 2009; Zdarilova et al., 2010). Hwang et al. (2014) ont
démontré que I’acide chlorogénique, constituant majeur des deux extraits aqueux et éthanolique
de S. chamaecyparissus, atténue les cytokines pro-inflammatoires I’IL-1 et le TNF-a.

Les antioxydants peuvent réduire 1’inflammation par I’inhibition des médiateurs pro-
inflammatoires, ainsi que I’augmentation de la production des médiateurs anti-inflammatoires
(Costa et al., 2013 ; Moura et al., 2015). Cette suggestion est accentuée par les résultats des tests

antioxydants obtenus.

4.4. Effet sur la stabilité de la membrane plasmique

Pour justifier le rble des extraits étudiés dans la préservation de la membrane cellulaire,
I’inhibition de la lyse membranaire des érythrocytes induite par 1’hypotonicité est vérifice.
L’exposition des érythrocytes aux substances nocives telles que le milieu hypotonique conduit a
la lyse de la membrane, accompagnée par I’oxydation et la dégradation de 1’hémoglobine
(Mohamed Saleem et al., 2011). Agarwal et ses collaborateurs (2003) ont également rapporté
que la déstabilisation de la membrane cellulaire est attribuée a la production de radicaux libres,
tels que les peroxydes de lipides. L’effet hémolytique de la solution hypotonique est li¢ a
I’accumulation excessive deS fluides a I’intérieur de la cellule entrainant la rupture de sa
membrane. Une lésion au niveau de la membrane plasmique des hématies rendra la cellule plus
sensible aux endommagements y compris la peroxydation lipidique induite par les radicaux
libres (Arzanlou et al., 2011).

La présente étude montre que les deux extraits protegent la membrane érythrocytaire
humaine contre la lyse induite par la solution hypotonique. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Debnath et ses collaborateurs (2013), qui rapportent que les différents extraits des
feuilles de Erioglossum rubiginosum protégent la membrane érythrocytaire humaine contre la
lyse. De méme, Kumarapppan et ses collaborateurs (2011) ont démontré la capacité des extraits
éthanolique de Gloriosa superba et Hydrocotyle javanica a stabiliser la membrane des globules
rouges.

Les deux extraits exercent probablement leur effet contre la lyse membranaire a travers
leur activite anti-oxydante et anti-inflammatoire. La présence de flavonoides et de polyphénols
dans les deux extraits pourrait étre responsable de ces activités. Ghlissi et ses collaborateurs
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(2016) ont démontré que les polyphénols contenus dans I’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia
campestris sont responsablesde plusieurs activités y compris les activités anti-oxydantes, anti-
inflammatoires et antibactériennes. De méme, Francisco et ses collaborateurs (2013) ont rapporté
I’activité anti-inflammatoire de 1’acide polyphénolique, identifié dans les extraits étudiés. En fait,
I’acide chlorogénique contribue fortement a I’effet inhibiteur de I’activité du protéasome qui
contrdle ’activation du facteur de transcription NFkB. Une autre étude a révélé que I’ingestion
de ce métabolite secondaire participe dans la prévention de I’'inflammation des intestins (Shin et
al., 2015). De plus, il a été démontré que 1’apigénine possede des activités antioxydante (Prince
Vijeya Singh et al., 2004; Stanojevi¢ et al., 2009) et anti inflammatoire (Funakoshi-Tago et al.,
2011; Rithidech et al., 2012).
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Conclusion et perspectives

Les extraits éthanolique et aqueux de S. chamaecyparissus protegent le foie contre les
agressions induits par le paracétamol et le CCl,. Cette activité pourrait étre attribuée aux
propriétés anti-oxydante et anti-inflammatoire de cette plante. Les désordres fonctionnels et la
destruction du parenchyme hépatique obtenus aprés exposition au CCl, et au paracétamol sont
dis a I’induction de la génération des radicaux libres et 1’initiation de la réaction inflammatoire.
L’étude phytochimique des deux extraits de S. chamaecyparissusa a révelé la présence de
plusieurs composés phénoliques. Ces métabolites secondaires, en présence d’autres composes
présents dans les extraits peuvent améliorer les fonctions et 1’état du parenchyme hépatique.
Ainsi, 1’étude de I’activité anti-oxydante in vitro de ces deux extraits a ciblé differents
mécanismes y compris la capacité de piégeage des radicaux libres, ’aptitude a réduire le fer et la
tendance a inhiber la peroxydation lipidique, et I’effet protecteur de ces extraits contre
I’oxydation des protéines et d’ADN. En outre, ces deux extraits ont des effets anti-
inflammatoires remarquables en stabilisant la membrane cellulaire et en inhibant I’cedéme, la
migration des leucocytes et la production des meédiateurs pro-inflammatoire (IL-13, TNF-a et
IL-8) sans interférer avec la synthese des cytokines anti-inflammatoire (IL-10).

L’amélioration de la structure histologique du foie, la réstoration des taux des enzymes
hépatiques et d’autres indicateurs biochimiques refletent 1’effet hépatoprotecteur de la plante
étudiée, cet effet serait probablement di aux activités anti-oxydante et anti inflammatoire de ces
COMpOsés.

Le présent travail prouve que I’utilisation de S. chamaecyparissus en médecine populaire
pour le traitement des maladies du foie est justifiée. Cependant, des recherches complémentaires
et approfondies sont a envisager. Les principales perspectives de recherche qui apparaissent a
I’issue de cette thése concernent 1’étude a I’échelle cellulaire et moléculaires des substances
identifiées des extraits de S. chamaecyparissus sur:

- les hépatocytes directement ;

- D’expression des génes de cytokines pro-inflammatoires ;

- les enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques.
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Résumé

Dans la présente étude, I’effet hépatoprotecteur des extraits éthanolique (EE) et aqueux (EA) de
Santolina chamaecyparissus est évalué chez les rats intoxiqués par le paracétamol et le CCl,. Les
résultats montrent que ces agents induisent une hépatotoxicité remarquable. Cependant, le
traitement par ’EE ou I’EA, avant I’induction de 1’hépatotoxicité, protége le foie. A 150 mg/Kg,
I’EE ou I’EA diminuent significativement le taux d’ALT de 58% et 80.5%, d’AST de 70.5% et
66%, de MDA de 49.6% et 46.6%, de LDH de76.7% et 69.2%, comme ils rétablissent 1’activité
de la SOD de 68.8% et 88.9% dans le modele de CCl, et de paracétamol respectivement.
L’examen histologique a révélé que les deux extraits protégent le foie contre la nécrose et la
stéatose. L’effet hépatoprotecteur des deux extraits était proche de celui du silymarin 100
mg/Kg, utilis¢ comme référence. D’autre part, les résultats montrent que les deux extraits sont
doués d’activité anti-oxydante trés importante. En effet, ces extraits scavengent les radicaux de
DPPH, réduisent et chelatent le fer ferreux avec des ICsy de 38 pg/ml, 270 pug/ml et 53 pg/ml
respectivement. En plus, ils réduisent le blanchissement de la B-caroténe avec 77%, 1’oxydation
de ’ADN avec 52% - 93% et ’oxydation de protéine avec 59% - 92%. L’activité anti-
inflammatoire d’EA et d’EE est également évaluée in vivo et in vitro. Les résultats montrent que
les deux extraits sont capables de réduire I’cedéme de ’oreille induit par I’huile de croton avec
36% et inhibent la migration des leucocytes avec 39%. Le prétraitement des leucocytes
mononucléaires avecl et 10 pg/ml d’EA ou d’EE diminue le taux d’IL-1f, de TNFa et d’IL-8
par 60%, 16% et 43% respectivement, tandis que le taux de I’IL-10 n’est pas altéré. En outre, a 1
mg/ml, les deux extraits protégent les hématies contre 1’hémolyse avec 55%. Globalement,
I’effet hépatoprotecteur de ces extraits pourrait étre attribué a leurs activités anti-oxydantes et
anti-inflammatoires exercées par leurs composés bioactifs. En effet, ’analyse phytochimique a
révélé que ces extraits sont riches en polyphénols et en flavonoides. Ainsi, la plante Santolina
chamaecyparissus pourrait étre exploitée comme une source potentielle de composés bioactifs
pour développer de nouveaux médicaments naturels pour traiter certains désordres hépatiques.

Mots clés : hépatoprotection, anti-oxydant, anti-inflammatoire, Santolina chamaecyparissus,
polyphénols, flavonoides, paracétamol, tétrachlorure de carbone.



