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Résumeé

La présente étude ayant pour objectif d’évaluer la capacité améliorative de la fonction
hépatique de la plante Rhamnus alaternus. L sur des rats femelle wistar albinos traités par les
nanoparticules d’oxyde d’aluminium en évaluant certain paramétre hématologique et
biochimique. L’analyse phytochimique de la partie aérienne d’extrait de 1’espéce végétale
étudie a mis en évidence les métabolites secondaires suivantes : Polyphénols (13ug/EAG/mg
ES) et Flavonoides (26.76ug/EQ/ mg ES) et 1’évaluation de 1’effet antioxydant de cet extrait
par le piégeage du radical libre DPPH, a donné une valeur élevée de 1C50(140ug/ml).

L’organisme est doté d’un systéme complexe de défense contre I’oxydation, mais ce dernier
subit des agressions multipliées et donc sera débordé et un déséquilibre aura lieu entre la

production des espéces réactives a I’oxygene et les défenses antioxydantes.

Les rats ont été répartis en 6 groupes : un groupes témoins et un groupe traité par les
nanoparticules d’oxyde aluminium(50mg/kg/jour), deux groupes traités uniquement avec
I'extrait brut de la plante (dose 250 et 500mg/kg/jour), et deux groupes traités avec les
nanoparticules d'oxyde d'aluminium (50mg/kg/jour) en combinaison avec 1’extrait de la plante

(250 et 500mg/kg/jour) pendant une durée de 4 semaine.

Cette étude met en évidence les effets nocifs des nanoparticules d'oxyde d'aluminium sur
le foie, telle que : 1a diminution du poids corporel, I’augmentation du glycémie, I’augmentation
de I'activité enzymatique des transaminases (TGO et TGP), ainsi que de la phosphatase alcaline
(PAL). Un changement des parametre hématologiques (GB, HT, HB, HT) et aussi des
changements des coupes histologiques de foie dans le groupe traité par nanoparticules d’oxyde

d’aluminium Et aussi I’effet opposé de 1’extrait aqueux de la plante.

Effectivement, le traitement par Rhamnus alaternus a aidé a restaurer la fonction hépatique,
ce qui nous a conduit a conclure que cette plante peut réduire la toxicité induite par les
nanoparticules d'oxyde d'aluminium. L'utilisation de I'extrait brut de Rhamnus alaternus s'avere
étre une methode simple, économique et utile pour protéger toute personne exposee aux

nanoparticules d'oxyde d'aluminium.



Abstract:

The present study aims to assess the ability to improve the liver function of the plant
Rhamnus alaternus. L on female wistar albino rats treated with aluminum oxide nanoparticles
by evaluating certain hematological and biochemical parameters. The phytochemical analysis
of the aerial part of the extract of the plant species studied revealed the following secondary
metabolites: Polyphenols (13ug/EAG/mg ES) and Flavonoids (26.76pg/EQ/mg ES) and the
evaluation of the antioxidant effect of this extract by trapping the free radical DPPH, gave a
high value of IC50 (140 pg/ml).

The body has a complex defense system against oxidation, but the latter undergoes
multiple attacks and therefore will be overwhelmed and an imbalance will occur between the

production of reactive oxygen species and the antioxidant defenses.

The rats were divided into 6 groups: a control group and a group treated with aluminum
oxide nanoparticles (50mg/kg/day), two groups treated only with the crude extract of the plant
(dose 250 and 500mg/kg /day), and two groups treated with aluminum oxide nanoparticles
(50mg/kg/day) in combination with the plant extract (250 and 500mg/kg/day) for a period of 4

weeks.

This study highlights the harmful effects of aluminum oxide nanoparticles on the liver,
such as: decrease in body weight, increase in blood sugar, increase in enzymatic activity of
transaminases (TGO and TGP), as well as alkaline phosphatase (ALP). A change in
hematological parameters (GB, HT, HB, HT) and also changes in histological sections of the
liver in the group treated with aluminum oxide nanoparticles and also the opposite effect of the
aqueous extract of the plant.

Indeed, treatment with Rhamnus alaternus helped restore liver function, leading us to
conclude that this plant can reduce the toxicity induced by aluminum oxide nanoparticles. The
use of crude extract of Rhamnus alaternus proves to be a simple, economical and useful method

to protect anyone exposed to aluminum oxide nanoparticles.
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SNV : Science de la Nature et de la Vie
TCA : Acide trichloracétique

pg EAG/mg ES: microgramme d’équivalente d’acide de gallique par milligramme
d'extrait sec.

png EQ/mgE : microgramme d’équivalente de quercétine par milligramme d’extrait.
pl : microlitre

Mg : microgramme

VBC : Vert de bromocrésol

W g O 23 : Tungsténe.

% : Pourcentage.
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Introduction

Introduction :
Depuis 1’ Antiquité jusqu’a nos jours, les plantes médicinales ont été utilisées pour traiter
différents types de maladie. Elles sont considerées comme la matiere principale dans la

découverte de nouvelles molécules et ainsi de futurs médicaments.

L’espéce Rhamnus alaternus. L est une plante connue pour ces différents effets
thérapeutiques par exemple ; Des effets gastriques, hypotenseurs, antioxydant...etc. (Ben
ammar, 2007). Cette plante est riche en différent métabolite, des flavonoides, tanins,

coumarines et anthraquinones (lzahki et al., 2002).

Les nanoparticules sont des structures congues avec au moins une dimension de 100
nanometres ou moins, doté de capacité physique et chimique unique (Baig et al., 2021). Ces
derniers ont connu une explosion de la demande car leurs utilisations se sont étendues a un
large éventail de secteurs tels que la médecine, les cosmétiques, les peintures, I'électronique,
etc... (Nel et al., 2006).

Etant une technologie récemment introduite, il est possible qu'elle soit nocive et toxique
pour les étres humains et aussi pour I'environnement. Effectivement, les nanoparticules ne sont
pas exemptes de risques. Des recherches ont démontré que les nanoparticules peuvent
engendrer différentes maladies telles qu'une inflammation pulmonaire, des troubles
neurologiques et méme le cancer (Cassee et al., 2016). D'autres études ont également montré
les effets néfastes des nanoparticules sur I'environnement, tels que la pollution de l'eau et la
perturbation des écosystemes (Nowack et al., 2007). Les nanoparticules d’oxyde aluminium
(Al203) sont une des particules largement utilisées utilisée dans diverses industries et une
exposition par inhalation ou contact directe peut engendrer une accumulation dans les
différents organes du corps par exemple le foie ou peut causer un stress oxydatif et des

dommages irréversible.

L'hépatotoxicité est le fait que certaines substances dites hépatotoxiques ou hépatotomies,
sont capables d'induire la destruction des hépatocytes (cellules du foie) ou des hépatopathies
(dysfonctionnements du foie). Il existe des hépato-protecteurs qui ont pour réle de protéger les
hépatocytes (Georges, 2006).

L’objectif de ce travail est de mettre en étude ’activité Hépato-protectrice des feuilles de
la plante médicinale Rhamnus alaternus. Le potentiel hépato-protecteur de I’extrait brut des
feuilles ont été étudier contre I’hépatotoxicité induite par I’aluminium oxyde (Al203) in vivo

chez le rat wistar albinos.



Introduction

La présente étude est organisée selon le plan suivant :

La premiéere partie consacrée « synthése bibliographie » et elle comporte trois chapitres : le
premier chapitre présente une description de 1’espece Rhamnus alaternus L. Le deuxiéme
chapitre concernant 1’oxyde d’aluminium. Le troisieme chapitre aborde le foie, ses fonctions,
les marqueurs biologiques et les pathologies associées. La deuxieme partie est consacrée a la
partie expérimentale et se constitue deux chapitres : le premier chapitre intitulé Matériel et
méthode, le deuxiéme chapitre traite sur les résultats et discussion. Enfin, ce manuscrit se

termine par une conclusion générale et les références bibliographiques.
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I. Rhamnus alaternus. L:

1. Description général:

Rhamnus alaternus. L ou "oud el khir", comme I'appellent les Arabes (Ben Ammar et
al.;2009), (figure 1) est une espece végétale appartenant a la Famille Rhamnaceae (Cuoco et
al., 2014). Les arbustes de cette famille sont employés en thérapeutique traditionnelle et
préparation culinaire, c'est une famille mondial d'arbres, d'arbustes et d’herbes contenir environ
50 genres et 900 espece (Richardson et al., 2000 ; Bas et al., 2005 ; Bhouri et al., 2011).

Le nom de genre Rhamnus vient du grec rabdos qui signifie baguette, en référence a la
Flexibilité des rameaux (beloued,2001). Rhamnus alatenus est un arbuste dioique,
dicotylédones, a feuilles persistantes, distribué le long de bassin méditerranéen, cette espéce
Tres tolérant a la sécheresse, a I'ombre et au gel et tolérant a un mauvais drainage. Nécessite

une fertilité du sol faible a moyenne (Bas et al., 2009).
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Figure 1 : Rhamnus alaternus (Aronne et Wilcock, 1995)

2. La classification :
La classification de Rhamnus alaternus L. (Yi-Ling et Pan-Kai, 1982) :

e Reégne: Plantae-Végétale

e Division : Magnoliophyta-plante a fleure
e Classe: Magnoliopsida-Dicodilylédone
e Ordre: Rhamnales

e Famille : Rhamnaceae

e Genre: Rhamnus

e Nom binominal : Rhamnus alaternus L.

3. La dénomination :
Les noms vernaculaires du nerprun sont mentionnés dans le Tableau suivant :

e Nomenclature En arabe : Am’lile’ce, Oud El-khir ou bien Safir
3
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e En Kabyl : Mélilés (Bhouri et al., 2012; Debeaux, 1984).

e En anglais : Buckthorn.

e En Francais : Nerprun

e En Allemand : Krellzdorn.

e En Espagnol : Aladierna, Cosco Unia, Sanguino de Andalucia.
e En ltalien : Alaterno, Legno Puzzo (Gubb, 1913).

4. La morphologie:

L'espece Rhamnus alaternus. L est un arbrisseau toujours vert méditerranéen (Ben Ammar
et al., 2005) qui obtenu une élévation de 5 m. Elle grandit doucement et peut habiter jusqu'a
cent ans (100 ans) (Hamiani, 2018)

< Les feuillets: sont ovales ou lancéolées et de petite taille (figure2). Elles sont disposées
de maniere alternée sur la tige, sont coriaces et ont un pétiole. Elles sont luisantes et
mesurent environ 6 cm de long sur 3 cm de large. Les bords des feuilles sont peu dentés et
les feuilles persistent sur la plante (Hamiani, 2018). Les branches de Rhamnus alaternus
sont également disposées de maniere alternée, sont glabres (sans poils) et dépourvues
d'épines. Elles présentent généralement de 4 a 6 nervures peu saillantes de chaque coté de
la nervure médiane (Jean-Marc Tison, Bruno de Foucault ; Flora Gallica). Parfois, elles
peuvent étre dichotomiques, c'est-a-dire qu'elles se divisent en deux lobes presque égaux a
partir de la base. Il peut également y avoir une marbrure palmée a la base ou sur toute la
longueur du limbe des feuilles. Les stipules (structures en forme de feuilles situées a la base
des feuilles) peuvent parfois se développer de maniére déformée en épines. (Spichiger,
2004).

Figure 2 : les feuilles de Rhamnus alaternus (Aronne et Wilcock, 1995)

4
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< Les Fleurs: sont dioiques, ce qui signifie qu'il y a des fleurs males et des fleurs
femelles (figure3). Elles sont de couleur jaune pale et sont regroupées en grappes
comprenant de nombreuses petites bractéoles. Les fleurs méales ont un calice avec 5
lobes lancéolés qui sont posés, tandis que les fleurs femelles ont des lobes dresses. Elles
n'ont pas de pétales. Le style est bidirectionnel, ce qui signifie qu'il peut recevoir du
pollen et se diriger vers la fleur femelle ou étre libéré du pollen pour féconder d'autres
fleurs. Les graines produites par la plante ont un fossé ouvert. Rhamnus alaternus
présente une polymorphie, ce qui signifie qu'il existe différentes formes ou variations
dans la plante. L'inflorescence, c'est-a-dire I'arrangement des fleurs sur la plante, est en
grappes compactes mais de petite taille. Elles sont unisexuées, ce qui signifie que
chaque fleur est soit male soit femelle. La période de floraison de Rhamnus alaternus
se situe généralement entre mars et avril, ou les fleurs s'épanouissent et sont pollinisées.
Cette période peut varier legérement en fonction des conditions climatiques et

géographiques (Ait Youssef, 2006).

Figure 3: les fleurs de Rhamnus alaternus (anonyme)

< Les fruits: sont charnus et se transforment en une drupe a maturité. Initialement rouge
en surface, le fruit (figure4) devient noir a maturité. Chaque drupe renferme de 2 a 4 noyaux

triangulaires d'une taille d'environ 2,5 mm. Le fruit mesure environ 4,6 mm de long et pése

}
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environ 9 mg (Bas et al., 2009). La maturité des fruits de Rhamnus alaternus se produit

entre avril et ao(t (Aronne et Wilcock, 1995).

Les fruits sont une source importante de nutriments pour les oiseaux et les petits
mammiferes (Gulias et al., 2004). Les graines germent généralement en 3 a 4 semaines a des
températures comprises entre 7,5 et 24 °C. De plus, les graines de Rhamnus alaternus peuvent

étre conservées pendant plusieurs années (Bas et al., 2006).

v' Le tronc est dressé et ramifié. Les branches sont alternes, non Epineux (Chancelier,
1920)

5. la répartition géographique de Rhamnus alaternus. L:

> 5.1. Dans le monde: La distribution de Rhamnus alaternus. L est influencée par
différents facteurs, tels que le climat (température, humidité, etc.) et le type de sol, en
particulier les sols calcaires des régions tropicales. Cette espéce est originaire d'Asie
mineure, mais elle s'est largement répandue dans le pourtour méditerranéen en Europe. Elle
se trouve sur les coteaux secs et calcaires du sud de la France, ainsi que dans les pays
d'Afrique du Nord, tels que I'Algérie, le Maroc et la Tunisie, ou elle est considérée comme
commune (Ben ammar et al., 2008) On la retrouve également dans les fourrés littoraux
méditerranéens. En dehors de ces régions, Rhamnus alaternus s'est naturalisé en Australie
et en Nouvelle-Zélande, ce qui signifie qu'il a été introduit et s'est établi dans ces régions
de maniére non indigene. Ces introductions peuvent étre attribuées a divers facteurs, tels
que le commerce, I'ornementation ou d'autres activités humaines. Il est important de noter
que la distribution spécifique de Rhamnus alaternus peut varier en fonction des conditions
écologiques et des changements environnementaux. Certaines populations de cette espéce
peuvent également présenter des variations génétiques en raison de l'adaptation a des
habitats spécifiques (Gulias J, 2004).

il

Figure 5 : Répartition de rhamnus alaternus dans le monde
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> 5.2. En Algérie: Rhamnus alaternus. L se développe principalement dans les garrigues
et sur les coteaux calcaires bénéficiant d'une exposition solaire abondante (figure5). Cet
arbrisseau est caractéristique de la zone littorale en Algérie, ce qui signifie qu'il est

fréqguemment présent le long de la céte (Quézel et Santa 1963).

Figure 6 : Répartition par secteur, en Algérie selon Quézel et Santa (1963).

Selon une étude phytogéographique réalisée sur le territoire algérien par Quézel et Santa en
1963, Rhamnus alaternus est largement répandu dans le nord de I'Algérie, tandis que sa
présence est quasiment inexistante dans le sud du pays. Cette distribution différenciée peut étre
attribuée a des facteurs écologiques spécifiques, tels que les variations climatiques, la
disponibilité des habitats appropriés et les contraintes environnementales propres a chaque
région (Quezel et Santa, 1963).

Les conditions climatiques plus favorables dans le nord de I'Algérie, caractérisées par
des températures modérées, une plus grande humidité et des sols appropriés, offrent un
environnement propice a la croissance et a la présence de Rhamnus alaternus. En revanche,
les régions du sud de I'Algérie sont généralement plus arides et présentent des conditions
moins favorables au développement de cette espece (Ait Youssef, 2006).

6. Les composition chimique et biochimique :

La plante de Rhamnus alaternus est caractérisée par une richesse de substances Phénoliques

specialement :

6.1. Les tannins: sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant une masse

Moléculaire comprise entre 500 et 3000Da, ils ont la propriété de précipiter les alcaloides, la
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gélatine et d’autres protéines Les tannins sont classés en deux groupes principaux différents

par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).

6.2. Anthraquinone : Anthra (anthracite : chrbon) et quinone (Espagnol : quinone=5).
L'anthraquinone appartient a la famille chimique des hydrocarbures aromatiques
polycycliques. C'est un dérivé de 1’oxydation de I'anthracéne, il a L’apparence d'une poudre
cristalline solide, et sa couleur varie du jaune et du gris-clair au gris-vert. Anthraquinones

aglycones (Wei et al., 1992).

Il'y a Quatre molécules ont été isolées de anthaquinone :

6.2.1. Emodine : plus abondant dans la partie aérienne de la plante, c’est le seul aglycone

détectée dans les graines et dans le péricarpe mdr.

6.2.2. Chrysophanol : trés abondamment dans les parties les plus jeunes de la plante mais

totalement absent dans les feuilles.

6.2.3. Alaternine : atteint sa concentration maximale dans I'écorce

6.2.4. Physcion : a été trouvé dans toutes les parties de la plante a I’exception des graines

et du péricarpe mar.

6.3. Flavonoide: sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques.
Ils ont des roles variés dans les plantes. Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles (Brunton, 1999). lIs sont impliqués dans la résistance aux
maladies, les processus de défense Contre les UV, la stimulation des nodules pour la fixation
de I’azote. Les flavonoides comprennent 15 atomes de carbone formant une structure de base
C6-C3-C6 (Chira et al., 2008), constituée de deux cycles benzéniques (A et B liés par un
hétérocycle pyrane (C) (Cushnie et Lamb,2005).

Rhamnus alaternus est contient des flavonoides glycosylés tel que kaempferol 3-O-
Bisorhamninoside, rhamnocitrin 3-O-B-isorhamninoside et rhamnetin-3-O-B-isorhamninoside
(Ben Ammar et al., 2009), et des flavonoides aglycones comme le kaempferol, quercétine et
I’apigénine (Ben Ammar et al., 2008 ; Ben Ammar et al., 2009). Elle est aussi riche en
flavones, hétérosides, alcaloides. (Stocker et al, 2004) et coumarines (Ben Ammar et al.,
2005).
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La pulpe R. alaternus contiennent spécifiquement de I'eau (68%), des minéraux (Fe, Zn,
Mn, K, Na, Ca, Mg, P, Cu), dont K (12,90%), lipides, protéines et fibres (cellulose,
hémicellulose, lignine). Fruits relativement gros L'argousier est riche en eau et en phosphore,
et le fruit est de taille moyenne Teneur élevée en matiéres grasses, magnésium et calcium et
faible teneur en fruits Plus de protéines, de potassium et de zinc. La pulpe contient I'indiqué
L'émodine est toujours inférieure aux feuilles (Izhaki et al., 2002).

OH o QOH

I 0OH 4] OH
0 409
rh;"'f K"‘h,_-’z'f# m_! R I CHl
R =H Emodine R = OH R = OCH3 Physcion R = OH
Alaterne (Bortolomeazzi et al., Emodine R = H Chrysophanol (Jain
2007) et Patil, 2010)

= ~0OH OH

i
L e A

Hox r% AN ’
L ’;{J\.*/LGH ¢
1 : OH ©
OH OH
_ - Quercétine (Jain Apigénine (Kawasaki et
Kaempferol (Jain et Patil, 2010) et Patil, 2010) al., 2010)

Figure 7 : Structures chimiques de quelques flavonoides de R. alaternus

8. L’utilisation traditionnelle et les effets thérapeutiques de Rhamnus alaternus. L:

e Grace a ses propriétés hypotensives, diurétiques, laxatives, digestives et purificatrices
du sang, Rhamnus alaternus est utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter
diverses affections.

e |l est utilisé pour le traitement des complications hépatiques et dermatologiques
(Bhourietal., 2011). 1l est également utilisé pour traiter I'anémie, la jaunisse et d'autres
maladies graves liées a I'némoglobine (écorce, feuilles). De plus, il est bénéfique pour
les maladies cardiovasculaires et respiratoires, ainsi que pour la protection du foie et la
digestion (Ben Ammar et al., 2007).

e |l est également utilisé dans le traitement des affections oculaires, des bralures, des
maladies dentaires, des affections hépatiques, des troubles psychologiques, de la

dépression, du goitre et des problemes thyroidiens (Ben Ammar et al., 2008).

9
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e Des études ont également révélé que les extraits de feuilles de R. alaternus présentent
une activité antimutagéne élevée dans les systemes de dosage bactériens, une forte
inhibition de la xanthine oxydase (Ben Ammar et al., 2008), ainsi que des effets sur
I'intestin du rat et une inhibition de la carboxylestérase hépatique porcine purifiée
(Stocker et al., 2004).

e Comme en témoignent de nombreuses études expérimentales, qui ont souligné que R.
alaternus contient des diverses propriétés pharmacologiques, notamment des activités
antioxydantes, antihyperlipidémiques, anti-génotoxiques, antiprolifératives et

antimutagenes.
8. L’activité antioxydantes :

C'est le processus biologique nécessaire pour traiter le stress oxydatif et qui implique la
neutralisation des radicaux libres au niveau de la cellule, en utilisant des mécanismes et des
substances de protection qui different par la présence ou I'absence d’enzymes (Pham-Huy et
al. 2008).

L'activité antioxydante est une propriété de certaines plantes et de leurs extraits. Elle est
utilisée pour traiter diverses pathologies. Des études ont montré que les extraits de plantes
contenant des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des stérols et des triterpénes ont une

activité antioxydante élevée (Arts et al., 2000).
9. L’activité antioxydants de Rhamnus alaternus :

Plusieurs études ont été mises en place pour évaluer I'importance de cette plante. L'une de
ces études, qui nous aide a évaluer I'activité antioxydante de Rhamnus alaternus, est la méthode
du piégeage des radicaux libres DPPH, qui montre que I'extrait méthanolique avait une activité
antioxydante significative (Ercisli. S et al. 2007 ; Mhadhbi. L et al. 2016).

10. La toxicité de Rhamnus alaternus:

Les parties toxiques de la plante sont : Les fruits murs et I'écorce. Cette plante contient des
glycosides qui se transforment par hydrolyse en anthraquinones telles que I'émodine (une
trihydroxy-méthyl-anthraquinone). Cette plante contient d'hétérosides anthracéniques laxatifs
dans I'écorce, les fruits et les graines. La Toxicité est provoquée deés la consommation de 20
drupes chez I'enfant et 30 drupes chez I'adulte. L'ingestion des fruits provoque des coliques,
vomissements, diarrhées, éventuellement Iésions rénales avec néphrite (oligurie, protéinurie),

mydriase, céphalées, vertiges (Claude, 2018).
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I1/ oxyde d’aluminium :

1. Oxyde d’aluminium Al2Os3 :

L'oxyde d'aluminium(figure8), également appelé alumine, est un composé formé de deux
atomes d’aluminium et trois atomes d’oxygene, il est considéré comme un COMpPOosé
chimiquement stable et produit naturellement sous forme de corindon minéral, ce qui signifie
qu'il ne réagit pas facilement avec d'autres substances.

Il est résistant a la chaleur, aux produits chimiques et a la corrosion, on se trouve dans

diverses sources telles que le sol, I'eau et la nourriture.

Figure 8 : poudre d’oxyde aluminium (Kumar, 2006)
2. Nanoparticules d’oxyde d’aluminium Al; O3 :

Les nanoparticules (figure7) sont des particules qui mesurent généralement entrel et 100
nanometres (un nanometre est équivalent a un milliardieme de metre), ils peuvent étre fabriques
a partir de différents matériaux tels que les métaux, les oxydes, les composés organique...etc.

(Chuto et Chaumet-Riffaud, 2010).

Nanotechnology
Atom Molecule Virus Bacteria Cell Period Tennis ball
B & Ty O

Copyeight: 2016 & Europran C hemicats Agancy

Figure 9: Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des principales
structures chimiques et biologiques (Kumar, 2006).
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Les nanoparticules d'oxyde daluminium se référent a de petites particules d'oxyde
d'aluminium (Al203), Ces nanoparticules présentent des propriétés spécifiques liées a leur
petite taille et a leur grande surface spécifique. Elles peuvent présenter des propriétés optiques,
électriques, chimiques et mécaniques différentes de celles de I'oxyde d'aluminium a I'échelle
macroscopique. Les nanoparticules d'oxyde d'aluminium sont couramment utilisées dans des
domaines tels que la catalyse, I'électronique, les revétements, la médecine et d'autres
applications liées a la nanotechnologie (Yelten, 2020).

3. La toxicité d’aluminium :

La toxicité de l'aluminium fait référence aux effets nocifs qu'une exposition excessive a

I'aluminium peut avoir sur les organismes vivants, y compris les humains.

Bien que I'aluminium soit un élément naturellement présent dans I'environnement, Une
exposition excessive a I'aluminium a été associée a divers problemes de santé, notamment des
troubles neurologiques, des troubles osseux, des Iésions rénales et des problémes respiratoires
; il a été mentionné que I'aluminium peut s'accumuler dans les tissus et perturber les fonctions

cellulaires normales.

La toxicité d’aluminium peut se produire par diverses sources, notamment la Prise orale, les

Meédicaments, 1’Exposition professionnelle et de I’Exposition environnementale. (Exley,
2017).

4. Nano-toxicité d’aluminium :

Les nanoparticules d'oxyde d'aluminium (Al2Os) peuvent potentiellement présenter une
toxicité, en particulier lorsqu'elles sont inhalées ou pénétrent dans I'organisme par d'autres
voies. Cependant, la toxicité de ces nanoparticules dépend de facteurs tels que leur taille, leur

forme, leur surface spécifique, leur revétement et leurs propriétés chimiques.

L’un des effets potentiels de la toxicité des nanoparticules d'oxyde d'aluminium notamment
I’Effets neurotoxiques, 1’Effets respiratoires, I’Effets sur les cellules et I'ADN et

éventuellement des Effets sur les organes. (Elkhadrawey et al, 2021).
5. Larelation entre le stress oxydatif et la toxicité d’aluminium :

5.1 Les radicaux libres :

Ces substances chimiques sont des composés caractérisés par une structure électronique

déséquilibrée, ce qui le rend hautement réactif chimiquement, Ces molécules se forment dans

13
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les corps de maniére controlée, justifiée et par un processus de production tout a fait naturel.
(Halliwell et Gutteridge, 2015).

Elles jouent un role essentiel dans certains processus biologiques normaux, tels que la

signalisation cellulaire, la défense immunitaire et la régulation de la fonction cellulaire.

L’exceés de ces molécules peut endommager les cellules et les tissus du corps ; elles peuvent

interagir avec divers composants cellulaires et causer des dommages aux cellules.

L’équilibre entre la production des radicaux libres et la capacité du corps a éliminer 1’exces

de ces molécules est crucial pour maintenir I”’homéostasie et la santé du corps (Sies,1997).

Quelques radicaux libres et especes réactives de I'oxygene (ERO) (Valko et al.,2007) :

» Radicaux libres de I'oxygéne > Radical hydroxyle (HOv)
» Peroxyde d'hydrogene (H202) > Radicaux peroxyles (ROO¢)
» Oxyde nitrique (NO-) > Oxygéne singulet (02)

> Anion superoxyde (02-) > Acide hvbochloreux (HOCI

5.2. Le stress oxydatif :

C’est un déséquilibre chimique induit par des molécules instables, autrement dit, c’est un
désequilibre entre I'activité des radicaux libres et I'activité des antioxydants (enzymatique et
non enzymatique) dans le corps, ce qui peuvent endommager les cellules saines. (Halliwell et
Gutteridge, 2015).

Toute altération chimique dans la production des radicaux libres est amenée par des facteurs
environnementaux tels que la fumée de cigarette, la pollution atmosphérique, les radiations, les
rayons UV et certains produits chimiques (telles que 1’oxyde d’aluminium). Ils peuvent aussi
étre altérés par des facteurs physiologiques tels que des déséquilibres hormonaux, des

infections, des inflammations et une carence en antioxydants (Rollond ,2004).
5.3. La relation :

Il existe une relation étroite entre le stress oxydatif et la toxicité de l'aluminium.
L'aluminium peut contribuer a la production accrue des radicaux libres et perturber I'équilibre

redox normal de I'organisme, ce qui peut entrainer un stress oxydatif.

Le stress oxydatif induit par I'aluminium peut avoir des effets néfastes sur différentes parties
du corps. Il peut endommager les lipides, les protéines et I'ADN cellulaires, ce qui peut

entrainer une altération des fonctions cellulaires normales. (Rafael Monteiro et al., 2021).
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6. Cibles des radicaux libres :

6.1. Protéine :

Les protéines sont des composants vitaux des organismes vivants et jouent un role essentiel
dans divers processus biologiques, cependant, Ils sont sensibles aux stress oxydatifs ; les
radicaux libres peuvent oxyder les acides aminés constitutifs entrainant des modifications dans

la structure, I’altération de la fonction de cette protéine est inévitable (Stadtman, 1992).
6.2. Lipides:

Les lipides sont des composants vitaux et essentiel de la membrane cellulaire et jouent un
réle important dans divers processus biologiques, Les acides gras sont I'un de ces lipides,
présente dans les membranes cellulaires et peuvent étre attaqués par les radicaux libres,
provoquant des dommages oxydatifs et une altération de la structure et la fonction de la cellule
(Esterbauer et Gebicki,1999).

6.3. Glucides :

Les glucides, également connu sous le nom de sucres ou de carbohydrates, ils sont la
principale source et la moyenne de stocké 1’Energie dans le corps, ils peuvent étre ciblés par
les radicaux libres menant a des réactions d’oxydation et des dommages oxydatives dans la

cellule (Halliwell et Gutteridge, 2015).
7. Pathologies liées au stress oxydatif :

Le stress oxydatif peut conduire a des dommages cellulaires réversibles et, dans des cas
extrémes, des dommages irréversibles. Autrement dit, ce stress est impliqué dans la genese de

nombreuses pathologies.
7.1. Maladies cardiovasculaires :

Le stress oxydatif peut endommager les cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux
sanguins, ce qui favorise lI'accumulation de plaques d'athérosclérose et contribue ainsi au
développement de maladies cardiovasculaires telles que [l'athérosclérose, I'hypertension
arterielle, les maladies cardiaques et les accidents vasculaires cérébraux. (Pham-Huy et Pham-
Huy, (2008)).
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7.2. Maladies neurodégéneratives :

Le stress oxydatif peut endommager les cellules nerveuses du cerveau et du systeme
nerveux central, ce qui peut contribuer au développement de maladies neurodégénératives
telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique
(Pham-Huy, 2008).

7.3. Cancer:

Le stress oxydatif peut endommager I'ADN et d'autres composants cellulaires, favorisant

¢videment I’apparence des mutations et la prolifération des cellules cancéreuses.

7.4. Maladies respiratoires :

Le stress oxydatif peut endommager les voies respiratoires ce qui provoquant une
inflammation, une telle réponse peut jouer un rdle dans le développement des maladies
respiratoires telles que I'asthme, la bronchopneumopathie chronique obstructive et d’autre

maladies pulmonaires (Singh, R et al., 2019).
7.5. Maladies metaboliques :

Le stress oxydatif peut contribuer au développement de maladies métaboliques telles que
le diabéte de type 2 en altérant la sensibilité a I'insuline et en favorisant I'inflammation. En
revanche c‘est altérations métaboliques peut étre la cause des maladies hépatiques, comme la

maladie du foie gras non alcoolique (NAFLD) (Ribeiro, et al. 2017 ; Stefan, et al. 2008).
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Chapitre 111 : le foie

1/Généralité :

Le foie est un organe vital situé dans la partie droite de 1’abdomen chez I’humain.
Pesant entre 1300 et 1600 g, le poids se différe selon le sexe et la taille du corps. Il est
responsable de nombreuse fonction importante dans 1’organisme. Le foie joue un role
pivotale dans le maintien de I’hémostasies et dans I’immunité par le métabolisme et
I’exertion des différents complexes moléculaires, les antigénes, les microbes et les
substances toxique en forme de bile. Il est capable de se régenérer et guérir de certains types

de blessures, mais les blessures causées par oxydation sont irréversibles (Grisham., 2009).

2. Anatomie du foie :

2.1 Anatomie externe :

Dans la plupart des espéces de mammiferes, le foie (figure9) est multilobé, les lobes
individuels reflétant la distribution des principales branches de vaisseaux sanguins afférents
et efférents. En revanche, le parenchyme hépatique humain est fusionné en une masse
parenchymateuse continue avec deux lobes majeurs, droit et gauche. Les lobes droit et
gauche sont topographiquement sépares par les restes de la veine ombilicale embryonnaire
(le ligament falciforme). Entre ces deux lobes majeurs, on peut différencier le lobe caudé
et le lobe carré. La vésicule biliaire est reliée au foie a la jonction du lobe carré et du lobe

hépatique droit.

La Hile, ou la porte hépatique, est une structure anatomique située a la face inférieure
du foie. Elle représente la région ou les vaisseaux sanguins, les voies biliaires et les nerfs
pénetrent et sortent du foie. Cette derniére est entourée de tissue conjonctif est traversée
par des ganglions lymphatiques et des fibres nerveuses. La veine porte, responsable du
transport du transport du sang riche en nutriments provenant de 1’intestin vers le foie, ainsi
que I’artére hépatique, qui apporte au foie le sang oxygéné provenant du cceur. Le transport
de la bile produite par le foie ver la vésicule biliaire et puis vers I’intestin est garantie par

les voies biliaires.

La vésicule biliaire est un petit organe en forme de poche situé sous le foie. Sa
principale fonction et de stocker et concentrer la bile produite par le foie. La contraction de
la vésicule biliaire libére la bile dans le duodénum, la premicre partie de 1’intestin gréle. La
bile reflue par le canal cystique vers la vésicule biliaire, pour y étre stockée lorsque
I’intestin gréle est vide. (Grisham., 2009)
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Figure 10 : Face diaphragmatique et viscérale du foie (Ferner et al. 1986)
2.2. Anatomie interne :

Le foie est un organe complexe composé de plusieurs types de tissus qui lui conférent
ses fonctions spécifiques. Voici ces principales composantes :

Le foie est entouré par une fine couche de tissu conjonctif appelée capsule de Glisson.
Ce tissu se prolonge a l'intérieur du foie, formant des cloisons qui séparent les lobules
hépatiques et fournissent un soutien structurel.

Les lobules hépatiques (figure 10) sont les unités fonctionnelles du foie, leur section
transversale est représentée sous la forme hexagone. Chaque lobule hépatique est entouré
par des tracts portaux, qui contiennent des vaisseaux sanguins, des tissues conjonctif et des
canaux biliaires (Grisham., 2009). A l'intérieur des lobules, les cellules hépatiques
forment des plaques ou des rangées qui s'étendent de la veine centrale aux tracts portaux,
favorisant un contact étroit avec les sinusoides hépatiques. Les sinusoides sont des
vaisseaux sanguins microscopiques qui traversent les lobules ou se produit I'échange de
substances entre le sang et les cellules hépatiques (Martin et al., 2017).

Les Hépatocytes, ce sont les cellules principales du foie et elles représentent environ 70
a 80 % de la masse hépatique. Les hépatocytes sont responsables de nombreuses fonctions
métaboliques, notamment la synthese de protéines, la dégradation des toxines, le stockage
des nutriments et la production de la bile.

L'organisation complexe de ces différentes composantes permet au foie d'accomplir ses
nombreuses fonctions essentielles pour le métabolisme, la détoxification, la régulation

hormonale, la digestion et bien d'autres processus vitaux dans le corps. (Grisham., 2009)
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Lames hépatocytaires

Figure 11 : Structure du lobule hépatique (Anonyme)

3. Les fonctions hépatiques :

Le foie est un organe vital qui remplit de nombreuses fonctions essentielles. Ces

dernieres sont regroupées en trois grandes fonctions principales : (Guella, 2020)

1. La métabolisation des nutriments, y compris le stockage, la synthése et la libération de
glucose, la synthése de protéines, la conversion dammoniac en urée, et la métabolisation

des graisses.

2. La detoxification et I'élimination des déchets et substances toxiques, y compris les

médicaments, les toxines alimentaires et les déchets métaboliques.

3. La production de bile, qui aide a la digestion et a I'absorption des graisses dans l'intestin

gréle.
3.1. Métabolisme et stockage :

Selon nombreuse étude scientifique, le foie joue un rdle central dans la production et le
stockage du glucose. Les hépatocytes sont capables de capter le glucose via des
transporteurs spécifiques et le métabolisent par la glycolyse, une voie métabolique qui
produit de I’énergie. Le glucose peut également étre utilisé pour synthétiser du glycogene

afin de le stocker dans le foie.

Les hépatocytes par lipogenese hépatique peuvent synthétisees de nouvelles graisses a
partir des différentes sources telles que les glucides, les acides aminés et 1’alcool. Ces
graisses synthétisees sont ensuite emballées dans des lipoproteines, telles que les VLDL, et

libérées dans la circulation sanguine pour étre utilisées par d’autres tissus. Ces derniers sont
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impliqués aussi dans la désaturation des acides gras par convention en acide gras insaturés
par I’action d’enzymes. Cela permet de produire des acides gras essentiel qui ne peuvent
pas étre synthétises par 1’organisme. Les triglycérides stocker sont métaboliser par les

hépatocytes en libérant des acides gras et du glycérol. (Mukesh et al., 2020)

Le foie est essentiel dans le métabolisme des protéines. Il synthétise de nombreuses
protéines plasmiques, telles que ’albumine, les facteurs de coagulation (comme le

fibrinogéne), les protéines du systeme immunitaire.

La plupart de ces synthéses sont par recyclage de certains acides aminés essentiel
apporter par 1’alimentation, ou a partir de nouveaux acides aminées non essentiels fabriquer

par les hépatocytes (Berg et al., 2015).

Cet organe agit aussi comme un réservoir des vitamines liposolubles (vitamines A, D,
E et K), ainsi que certaines vitamines du groupe B (Shils, 2009). Les hépatocytes sont
¢galement responsables du stockage d’oligo-éléments tels que le fer, le cuivre, le sélénium

et le manganese (Rouault et al., 2020).
3.2. Fonction d’épuration et détoxification

Les hépatocytes, les cellules principales du foie, filtrent le sang pour éliminer les
substances toxiques, les déchets métaboliques, les médicaments et autres substances
étrangeres. lls decomposent ces substances et les transforment en composés moins nocifs,
qui sont ensuite éliminés par la bile ou I’urine. De plus, le foie participe activement dans la
détoxification de ’ammoniac, un produit toxique issu du métabolisme des protéines, en le

convertissant en urée, qui est ensuite excrétée par les reins (Chiang, 2009).
3.3. Fonction excréto-bilaire :

Une fois métabolisées par les hépatocytes, les substances mentionnées précédemment
sont expulsées de l'organisme par le biais de la bile ; La bile est un liquide jaunatre et
visqueux produit par le foie et stocké dans la vésicule biliaire. Elle est composee
principalement d'eau, de sels biliaires, de cholestérol, de phospholipides et de pigments
biliaires tels que la bilirubine. La bile permet d'éliminer de nombreux composés tels que la
bilirubine qui est un déchet métabolique, le cholestérol en exces qui est une substance

endogene, ainsi que les médicaments et d'autres substances exogenes (Chiang, 2009).
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4. Les Indicateurs hépatiques :

Selon I'étude de (Martin et al. 2017), différentes molécules présentes dans le plasma

peuvent étre mesurées, chacune fournissant une indication spécifique de l'activité du foie.
4.1. La bilirubine :

La bilirubine est un pigment jaune produit lors de la dégradation des globules rouges.
Elle existe sous deux formes : la bilirubine conjuguée et la bilirubine non conjuguée (ou
indirecte). La bilirubine non conjuguée est insoluble dans 1’eau et doit étre transformée
dans le foie en bilirubine conjuguée, qui est ensuite excrétée dans la bile et éliminée de
I’organise par voies biliaires. La présence de niveaux élevés de bilirubine conjuguée ou non
conjuguée dans le sang peut indiquer des troubles hépatiques ou des dysfonctionnements
de la voie biliaire. Ces variations anormales de bilirubine sanguine peuvent étre un

indicateur de problemes de santé liés au foie ou a la fonction biliaire (Vitek, 2012).
4.2. L’alanine amino-transférase et I’aspartate amino-transphérase :

L'alanine aminotransférase (ALAT) et lI'aspartate aminotransférase (ASAT) sont deux
enzymes hépatiques couramment utilisées comme marqueurs de la fonction hépatique.
L'ALAT est principalement présente dans les hépatocytes (cellules du foie), tandis que
I'ASAT se trouve également dans d'autres tissus, tels que le cceur, les muscles et les reins.
Des taux élevés d'ALAT et d'ASAT dans le sang peuvent indiquer des Iésions ou une

inflammation du foie, comme dans le cas de I'hépatite ou de la cirrhose (Lazo, 2008).
4.3. Phosphate alcaline :

On peut évaluer la fonction hépatique et la santé des voies biliaires en mesurant les taux
de phosphatase alcaline dans le sang. La présence d'une obstruction ou d'une anomalie des
voies biliaires, comme une obstruction des canaux biliaires par des calculs biliaires ou une
tumeur, peut étre indiquée par des niveaux €leves de phosphatase alcaline. Ces niveaux
élevés peuvent également étre observés dans des conditions hépatiques telles que I'népatite,

la cirrhose ou une maladie hépatique alcoolique (Fernandez, 2007).
4.4. Gamma-glutamyl transférase :

La gamma-glutamyl transférase (GGT) est une enzyme présente principalement dans
les cellules du foie, ainsi que dans d'autres tissus du corps. La mesure des taux de GGT

dans le sang peut étre utilisée comme un marqueur de la fonction hépatique et de la santé
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des voies biliaires. Des niveaux élevés de GGT peuvent indiquer une atteinte hépatique,

telle que I'népatite, la cirrhose ou une maladie du foie liee a I'alcool (Whitfield, 2001).
4.5. Albumines :

L'albumine est une protéine produite par le foie et présente dans le sang. Elle remplit
plusieurs fonctions essentielles dans I'organisme, notamment le maintien de la pression
osmotique, le transport des hormones, des médicaments et d'autres substances dans le sang,
ainsi que la régulation de I'équilibre acido-basique. La mesure du taux d'albumine dans le
sang peut étre utilisée comme un marqueur de la fonction hépatique. Des niveaux bas
d'albumine peuvent indiquer une diminution de la production hépatique ou une perte

excessive de protéines (Peters, 1995).
4.6. Facteur V :

Le facteur V, egalement connu sous le nom de proaccélérine, Des mutations génetiques
ou des déficiences du facteur V peuvent entrainer des troubles de la coagulation, tels que
la thrombophilie, une condition caractérisée par une tendance accrue a former des caillots

sanguins.
4.7. Lactate déshydrogénase :

Des niveaux élevés de LDH peuvent étre observés dans différentes conditions, telles que
les lésions tissulaires, I'inflammation, les maladies hépatiques, les maladies cardiaques, les

troubles musculaires et certains types de cancers.
5. Pathologie hépatique :

Le foie, un organe complexe aux multiples réles dans le fonctionnement de notre corps,
peut également étre affecté par différentes affections et maladies. Ces pathologies
hépatiques peuvent entrainer des conséquences variées, certaines pouvant étre extrémement

graves. Voici un apercu de quelques-unes de ces hépato pathologies.
5.1. Hépatites :

L’hépatite B, 'hépatite C et I'hépatite A sont des infections virales qui peuvent causer

une inflammation du foie.
5.2. Cirrhose :

La cirrhose est une affection chronique du foie qui se caractérise par une cicatrisation

progressive et une altération de sa fonction. Elle peut étre causée par différents facteurs tels
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que la consommation excessive d'alcool, I'népatite chronique, la stéatose hépatique non
alcoolique, et d'autres encore. Au fil du temps, la cicatrisation entraine une détérioration de
la structure du foie, ce qui peut compromettre son fonctionnement normal (Whitfield,
2001).

5.3. Stéatose hépatique :

Une accumulation excessive de graisse dans les cellules du foie, souvent associée a

I'obésité, au diabete, a I'alcoolisme ou a des facteurs métaboliques.
5.4. HEmochromatose :

L'hémochromatose est une maladie du foie caractérisée par une accumulation excessive
de fer dans l'organisme. Elle se produit lorsque le corps absorbe et stocke trop de fer
provenant de l'alimentation, entrainant une surcharge progressive de fer dans les tissus, y
compris le foie. Cette accumulation de fer peut endommager les cellules hépatiques et
altérer la fonction hépatique. L'hnémochromatose peut étre d'origine génétique ou acquise,

et ses symptomes peuvent varier en fonction de la gravité de la maladie (Bacon, 2011).
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Materiel et Méethodes :
L'objectif :

Nous avons effectué les différentes expérimentations de notre étude au niveau de
I’animalerie Du département des sciences de la nature et de la vie de 1’Université 20 aout 1955
Skikda. Pendant une période de 4 semaine, et dans le laboratoire de biochimie au niveau du hall
technologie, ainsi que dans un autre laboratoire dans la commune d'Elhrrouch (Laboratoire
d'analyses médicales Dr Bouhdjila.F EP Bouaninba), Ces différents structures disposent de

matériel nécessaire qui nous permettre d’effectuer notre recherche dans meilleures conditions.

l. Matériel :

% Notre étude expérimentale est divisée en deux parties :

e Premiere partie qui traité le dosage de polyphénols et 1’activité antioxydante de notre
plante.

e Deuxiéme partie qui étudie le traitement des rats Wistar albinos par 1’oxyde
d’aluminium et I’extrait de Rhamnus alaternus. L

1. Matériel chimique :

Dans ce travail, nous avons utilisé un produit nanoparticule d'oxyde d'aluminium pour le
traitement des rats sous forme de poudre soluble dans I'eau distillée, pour une dose de
50mg/kg/jour. La solution obtenue a été conservée a une température ambiante dans un flacon
en verre a labri de la lumiére vive durant la période de l'utilisation. Le choix de la dose est basé

sur des études précédentes (figure 12).

& ALUMINUM T
OXI~DE I Ib.

50 MICRON WHITE

Figure 12 : Oxyde Aluminium (photo originale, 2023)
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2. Materiel biologique:
2.1. Materiel végetal :

Le matériel végétal utilisé est constitué la patie aérienne (feuilles) de Rhamnus alaternus

.L récolté dans une forét (figurel3,14) située dans la commune de Zardaza daira de

Elharouch, wilaya de Skikda, au cours du mois de fin Février début Mars.

Figure 13 : photo originale,2023 du la région Figure 14 : Carte géographique montant la région
de La plante Rhamnus alaternus (zerdaza) de Zardaza, Skikda (Google Maps, 2023)

2.2. Matériel animal :

Les expériences ont été menées sur des rats femelle Wistar albinos (figurel5) en raison de
leurs similitudes biologiques avec les humains, de leur facilité de manipulation en laboratoire ,
permettant des études rapides et économiques. Toutefois, il convient de souligner que
I'utilisation de ces animaux est réglementée afin d'assurer le respect des normes éthiques.Ces

rats ages de huit semaines et ayant un poids corporel entre 90 et 120 g.

Figure 15 : les rats Wistar albinos (photo original, 2023)
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2.3.  Matériel et produit de laboratoire utiliser :

Les matériaux et les produits utilisés dans notre expérimentation seront cités au fur et a

mesure de leurs utilisations.

. Meéthodes

1. Récolte , séchage , broyage

Pour péparer la partie aérienne de la plante en vue de son broyage, les parties appropriées
(les feuilles) sont récoltées et soigneusement nettoyées pour éliminer les impuretés. Ensuite,
elles sont sechées a température ambiante et a I'ombre pour conserver leurs propriétés pendant
une durée de trois 3 semaines. Une fois séches, ensuit broyés a I'aide d’un moulin a café pour

avoir une poudre qui est stockées dans des boites fermés et placée dans un endroit a 1’abri de la

lumiere et de la chaleur jusqu’a son utilisation (figure 16).

Figure 16 : la récolte, la séchage, poudre (photo originale, 2023)

2. Préparation de I’extrait :

2.1. Macération

La macération est une technique d'extraction des composés solubles d'une plante en la
laissant reposer dans un solvant a froid, tout en agitant le mélange a l'aide d'un barreau
magnétique. Ce procédé permet d'extraire de maniére plus efficace les arémes et les principes
actifs présents dans la plante. L'agitation favorise la diffusion des composés solubles dans le
solvant, accélérant ainsi le processus d'extraction. Aprés avoir pesé 100 grammes de poudre
seche a l'aide d'une balance, celle-ci a été placée dans un bécher. Ensuite, elle a été mélangee

avec une solution hydroalcoolique composée de 400 ml de méthanol 70% .

Le melange a été agité manuellement pendant 5 minutes (figure 17) , puis laissé en
macération pendant 24 heures, a l'abri de la lumiére. Le lendemain, le macérat a été filtré a

I'aide d'une pompe a vide, d'un entonnoir et d'un papier filtre.
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Cette opération a été réalisée trois fois afin d'obtenir les filtrats 1, 2 et 3. Aprés chaque
filtration (figure 17) , les filtrats obtenus ont été conservés a I'abri de la lumiére.Ces derniers

en était mélangé et utilisé pour I'évaporation ultérieure.

Figure 17 : I’agitation, la filtration (photo original, 2023).

2.2. Evaporation

Les filtrats sont évaporés a sec a I'aide d'un évaporateur rotatif (figure 18) a une température
de 65°C, en fonction du volume de I'extrait (filtrat) contenu dans le ballon de I'évaporateur

rotatif.

Figure 18 : la méthode d’évaporation (photo original, 2023).
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2.3. Séchage de I’extrait brut :

L'extrait brut obtenu a été collecté dans des boites (figurel19) de pétries et ensuite conservé
dans 1’étuve pour le séchage. Aprées le séchage, les boites de pétri ont été conservées au étuve

jusqu’a la stabilisation du poids.

Figure 19 : I’extrait (photo originale, 2023)

3. Infusion:

La technique d'infusion implique de verser de I'eau chaude sur une substance végétale, la
poudre seche des feuilles dans notre cas, puis de laisser reposer pendant 24 heures avec agitation
magnétique. Deux doses ont été préparées en utilisant I'infusion. Pour la premiére dose, 7 g de
la poudre séche ont été pesés sur une balance, puis ajoutés a 300 ml d'eau distillée, ce qui donne
une concentration de 250 mg/kg/jour . Pour la deuxiéme dose, 15 g de la poudre séche ont été

pesés, ce qui correspond a une concentration de 500 mg/kg/jour.

Le résultat de I'infusion était ensuite filtré plusieurs fois a I'aide d'une passoire pour obtenir

le filtrat qui serait administré aux rats par gavage (figure 20).

Figure 20 : la filtration (photo originale, 2023)
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4. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite
par (Wong et al,. 2006).

4.1. Principe de la réaction :

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040 ) et d’acide
phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols dans un milieu
basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (WsO23) et de molybdéne (MOgO23). La
coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques et posséde

une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.
4.2. Mode opératoire :

Il consiste a mélanger 200 pul de chaque extrait (0.5 mg d’extrait dilué dans 1ml méthanol)
avec 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans I’cau distillé). Les solutions ont été
mélangées et incubées pendant 4 minutes. Apreés I’incubation, 800 pl de la solution de carbonate
de sodium Na>CO 3 (759 /) a été ajoutée dans 1’eau distilée . Le développement d’une couleur
bleue est obtenu aprés incubation a 1’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures.
Aprés incubation, 1’absorbance est mesuré par un spectrophotometre a 765 nm. Le blanc de la
réaction ne contenant pas de polyphénols est réalisé comme le point 0 en mg/ml. Note : Le

blanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnelle sauf I’extrait de la plante.
4.3. Expression des résultats :

La concentration en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
linéaire de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique (10-200
ug/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait

(LgEAG/mg E).
5. Dosage des flavonoides totaux :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI 3) cité par (Djeridane et al., 2006) est utilisée

pour quantifier les flavonoides.
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5.1. Principe de la réaction :

Cette technique est basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure

d’aluminium et les atomes d’oxygéene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.
5.2. Mode opératoire :

Brievement, 1 ml de chaque extrait et du standard (0.5 mg d’extrait ou standard dissous
dans 1ml Méthanol) a été ajouté a 1ml de solution d’AIC1 3 (2% dans le méthanol). Le mélange

a été vigoureusement agité et absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes d’incubation.

> Note : Le blanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnelle sauf I’extrait de la

plante.
5.3. Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction ;une courbe ;étalonnage linéaire
(y =ax + b) réalisé par un standard étalon (la quercétine); a différentes concentrations (2.5-40
ug/ml) dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg E).

6. Activité anti-oxydante des extraits organiques de Rhamnus alaternus L.

par le radicale libre DPPH :

C’est une activité du balayage des radicaux libres qui a été mesurée en employant le radical
libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH : C1gH12NsOs) ¢’est 1’unes Principaux essais
employés pour explorer 1’utilisation des extraits d’herbe comme Antioxydants (Markowicz et
al.,2007).

6.1. Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH 2.2 diphenyl 1 picryle hydrazyl de
couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picrylhydrazine de couleur jaune (Maataoui et
al.,2006) Selon (Turkmen et al., 2005) 2 mL de DPPH (0,15 mmol / L) sont mélangés avec 1
mL de chaque extrait. L’ensemble est mélangé a 1’aide d’un vortex pendant 30 s, puis porté a
L’obscurité a température du laboratoire pendant 20 min. Apres cette durée, 1’absorbance est
Mesurée a 517 nm. L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage d’inhibition de

DPPH selon I’équation suivante :

1% = Abs de blanc—abs de 'extrait/Abs blanc x 100
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6.2. Mode opératoire :
Préparation de la DPPH :

Dissoudre 4 mg de DPPH dans un volume de 100 mL de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et conservé a -20°C dans 1'obscurité. L'absorbance mesurée par
spectrophotométrie est de 0,5 nm a une longueur d'onde de 517 nm.

Procédure :

Dans notre étude on a suivi la procédure comme elle est décrite en dessous : 400ul de chaque
solution méthanolique des extraits a mélangé a 1600 pl d’une solution méthanolique du DPPH.
Apres agitation, les tubes ont €té placés a 1’obscurité a une température ambiante, et incubés
pendant 30 minutes, puis on a mesuré 'absorbance a 517 nm. Le banc contient 400ul du
méthanol et 1600ul de DPPH et il est incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon (Blois,

1958).
7. Traitement des rats :

Dans cette expérience, un groupe de 42 rats (femelles) a été soigneusement sélectionné et
divisé en six groupes en fonction de leur poids corporel (7 rats pour chague groupe). Apres une
période d'adaptation de dix jours pour permettre aux rats de s'habituer a leur environnement, un
traitement par gavage a été effectué pendant quatre semaines. Le gavage a été réalisé a l'aide
d'une sonde spécifique, ce qui implique I'administration contrdlée du traitement directement

dans I'estomac des rats pour assurer son effet ciblé

e Groupe 1: ¢’est le groupe témoin qui n’a pas pris aucun traitement.

e Groupe 2 : c’est le groupe traité par la dose (1), 250mg/kg/jour de I’extrait de la plante
(Rhamnus alaternus).

e Groupe 3 : c’est le groupe traité par la dose (2), 500mg/kg/jour de I’extrait de la plante.

e Groupe 4: c’est le groupe qui est administré par une dose de 50mg/kg/jour par 1’oxyde
d’aluminium (Al>O3) dissoute dans I’eau distillée.

e Groupe 5 : c’est le groupe traité par la combinaison d’oxide d’aluminium de dose et la dose
(01) de I’extrait de la plante.

e Groupe 6 : c’est le groupe traité par la combinaison d’oxide d’aluminium de dose et la dose

(02) de I’extrait de la plante.
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10 Jours
d’adaptation

Oxyde
Aluminium +
plante D2 7 rats

Oxyde
Aluminium +
plante D1 7 rats

Plante dose
(02) 7 rats

Oxyde
aluminium 7 rats

!

Apres 4 semaines
de traitements

! !

La dissection

Plante dose
(02) 7 rats

Témoin 7
rats

Prélevement du sang

Prélévement d’organe (foie)
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Par ponction cardiaque
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Parameétres Parametres Les métabolites Etude hlsto_loglque
C , - ) du foie.
Biochimiques : Hématologiques :
Glucose, protéines Globules blancs,
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TGP, PAL, Hématocrite
Cholestérol, TG

Figure 21

: Le protocole d’expérimentation
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8. Préparation des animaux :

La pesée des rats est effectué tous les 3 jours, a partir du premier jour de traitement jusqu’ a
la fin du mois, Cela permet de suivi I’évolution du poids moyenne de chaque groupe et ajuster

la dose d’administration

Pendant les jours ou les rats recevaient leur dose quotidienne, I'extrait aqueux de la plante
était renouvelé 2 fois chaque semaine. Cette mesure de précaution était mise en place pour

éviter les risques de contamination et préserver l'intégrité de I'expérimentation.

On a assuré I’isolement de toute rats présentant des signes d'empoisonnement ou de maladie
lors d'études sur des rats pour éviter la propagation de maladies et infections au sein de ces

groupes.

On a fourni aussi une bonne alimentation et un eau potable propre et fraiche en quantités

adéquates pour répondre aux besoins nutritionnels des rats.

La manipulation des rats été mise en place avec précaution et compétence afin de minimiser

le stress et les traumatismes.

Ces mesures visent a garantir le respect et le bien-étre des animaux utilisés dans les études

sur les rats, tout en surveillant a la validité scientifique des résultats obtenus.
8.1. Prélévement sanguin :

Pendant une période de quatre semaines, nous avons minutieusement suivi un groupe de 42
rats qui ont été soumises a ce traitement, apres la période de traitement initiale, les rats ont été
soumis a un jedne la veille du prélevement prévu. Cette mesure vise a assurer des conditions

standardisées avant I'anesthésie et le prélevement des échantillons.

Le jour de prélevement, les rats sont anesthésiés a l'aide de chloroforme, cette mesure assure

la stabilité des rats pendant les prélevements.
Cette méthode est utilisée conformément aux protocoles éthiques et de bien-étre animal.

Aprées une dissection réalisée a I'aide d’un bistouri et utilisant une seringue propre le sang

est prélevé par ponction a partir du cceur des rats.

Cette procédure, connue sous le nom de ponction cardiaque, permet d'obtenir des
échantillons de sang directement du cceur, offrant ainsi une source fiable de matériel biologique

pour les analyses ultérieures.
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Le sang préleve et recueilli dans des tubes spécifiques. Un tube contient un anticoagulant,
I'EDTA, tandis que l'autre est héparine, les tubes été transportés dans une glaciére au laboratoire

pour la numeérisation de la formule sanguine.
8.2. Prélevement d’organes :

Immédiatement aprés le prélevement du sang, les organes ont été soigneusement disséqués
et lavés avec une solution saline a 0,9% (NaCl) pour éliminer les impuretés. L’organe spécifique

concerne était le foie, qui est d'une importance vitale pour cette étude.

Apreés la dissection du foie, il est possible de prélever une petite portion de cet organe pour
effectuer des dosages des lipides, des protéines et des glucides. Ces analyses permettent de

déterminer les quantités de ces différents composants présents dans les tissus organique.

Une fois lavés, I’organe été placés sur une balance de précision pour étre pesé avec une

grande minutie.
Apres la pesée, ’organe été conservé dans une solution de formol a 10%.

Cette solution fixative permet de stabiliser les tissus biologiques et de les préparer pour les

coupes histologiques ultérieures.
9. Dosage des parametres biochimique :

Le dosage des parametre biochimiques est une pratique courante qui sert a évaluer diverses
substances pensent dans le corps humain, Le dosage de ces parametres a été réalisé au
laboratoire d’analyse médicale privé situé a EL-Harrouch, tous les parametres ont été dosés

automatiquement sur un automate Biosystéme, I’un de ces paramétres biochimiques sont :

9.1. TGO/TGP :

Le dosage de I'AST (TGO) et de I'ALT (TGP) est couramment utilisé pour évaluer la
fonction hépatique, ainsi pour détecter d'éventuelles Iésions hépatiques.

Les méthodes de dosage couramment utilisées pour ces enzymes sont des dosages

colorimétriques ou enzymatiques.

Des niveaux élevés de ces parameétres biochimiques peuvent indiquer des dommage ou une

inflammation au niveau du foie.

9.2. Bilirubine : La mesure des bilirubines est essentiel pour évaluer la fonction hépatique
et diagnostiquer des troubles liées a la production, métabolisation et I’élimination de cette

pigment.

34



Matériel et méthodes

Le dosage est principalement effectué a partir du sang, en utilisant une réaction chimique
qui convertit la bilirubine en une forme mesurable, suivie de la mesure de I'absorbance de cette
réaction a une longueur d'onde spécifique. La mesure est faite sur deux formes de

bilirubine, notamment le bilirubine indirect (non conjugué) et le bilirubine direct(conjugué).
10. Parametres métaboliques :

IIs évaluent le métabolisme corporel, Ces parametres fournissent des informations sur la
facon dont le corps utilise et transforme les nutriments et autres substances pour maintenir ses

fonctions vitales, telles que :
10.1. Glucose :

Le dosage du glucose peut étre réalis¢ de différentes manieres, 1’un des manicres est la

mesure enzymatique de la réaction de I'enzyme glucose oxydase.
10.2. Triglycéride :

Le dosage des triglycérides et généralement effectuée a partir d’un échantillon de sang
prélevé a jeun, ainsi la méthode de dosage couramment utilisé est le dosage enzymatique

colorimétrique.
10.3. Cholestérol totale :

C’est un parameétre biochimique qui mesure la concentration totale de cholestérol dans le
sang, ou des réactifs enzymatiques réagissent avec le cholestérol pour former un produit colore,

dont l'intensité est mesurée pour déterminer la concentration de cholestérol.
10.4. Protéines totales et fractions (albumine) :

Le dosage des protéines totales est une mesure courante en biochimie clinique pour évaluer
la concentration totale de protéines présentes dans un échantillon biologique, généralement le
sérum ou le plasma sanguin. Les protéines totales comprennent toutes les classes de protéines
présentes dans I'échantillon, telles que I'albumine, les globulines, les enzymes, les facteurs de

coagulation, etc.
10.5. Parameétres hématologiques :

Ces parameétres évaluent les cellules sanguines, notamment le nombre de globules rouges,

de globules blancs, I'némoglobine, I'nématocrite.
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11. Parameétre biochimique :

11.1. Extraction et dosage des métabolites :

L'extraction des différents métabolites été réalisée le procédeé de ( Shibko et al ., 1966 ) .et
les principales étapes sont résumées dans la ( figure 21). Les échantillons de foie sont broyés
dans l'acide trichloracétique ( TCA) a 20 % ( <1mg d'organe Iml de TCA ) . Aprés une premiere
centrifugation ( 5000 tours / min , pendant 10min ) , le surnageant | obtenu est utilisé pour le
dosage des glucides totaux selon la méthode de.Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther /
chloroforme ( 1V / 1V) et aprés une seconde centrifugation ( 5000 tours / mn , pendant 10mn )
, on obtient le surnageant Il et le culot 11, le surnagent 11 sera utilisé pour le dosage des lipides.
et le culot I, dissout dans la NaOH ( 0,1 N ), servira au dosage des protéines.
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Fragment de foie
+1m de TCA

Broyage mécanique

Centrifugation (500
tours/min, 10min)

Surnageant | Culot I

+ 1ml d’éther / chloroforme (v/v)

Centrifugation (5000
tours/min ,10 mn)

Surnageant |1 Culot Il + Iml Na
OH (0.1N)
Dosage Dosage Dosage
des des lipides des
glucides protéines
Duchateau & Glords worthy Bradford (1976)
Florkin (1959) etal. (1972)

Figure 22: Principales étapes d’extraction des métabolites : protéines, glucides, lipides
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11.2. Dosage des glucides :

Le dosage des glucides a été réalisé selon (Duchateau et Florkin ,1959). Cette méthode
utilise I’anthrone comme réactif (150mg d’anthrone, 75ml d’acide sulfurique et 25ml d’eau
distillée) et le glucose comme standard. La gamme d’étalonnage a été réalisée a partir d’une

solution mere de glucose (1g/l).

Apreés I’addition du réactif, un chauffage au bain marie & 80°C pendant 10 min permet
I’obtention d’une coloration verte. Le dosage des glucides a été effectué¢ dans une fraction

aliquote (100ul).

Les absorbances ont été obtenues grace a un spectrophotomeétre et la lecture a été réalisée a

une longueur d’onde de 620 nm contre un blanc de gamme (Tableau 01).

Tableau 01: Dosage des glucides: réalisation de la gamme d’étalonnage :

Tube 1 2 3 4 5 6
Glucose (nl) 0 100 200 300 400 500

Eau distilée (ul) 500 400 300 200 100 0

Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

11.3. Dosage des protéines :

Les protéines contenues dans le foie ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976)
qui utilise le bleu brillant de coomassie G 250 (BBC) comme réactif (100mg de BBC+50ml
d’éthanol. Agitation pendant deux heures + 100ml d’acide orthophosphorique + H2O distillée

1000ml) et I’albumine de sérum de boeuf (BSA) comme standard.

Le dosage des protéines a ¢té effectué dans une fraction aliquote (100ul). Les absorbances
ont été obtenues grace a un spectrophotometre et la lecture a été réalisée a une longueur d’onde

de 595nm contre un blanc de gamme (Tableau 02).

Tableau 02: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des protéines.

Tube 1 2 3 4 5 6

BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distilée (ul) | 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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11.4. Dosage des lipides :

La concentration des lipides totaux a été estimée selon Goldsworthyet al.,(1972)utilisant le
réactif sulfophosphovanillinique (0,38 g de vanilline, 55ml d’eau distillée et 195ml d’acide
orthophosphorique a 85%). La solution mere des lipides est préparée en utilisant 1’huile de table
(Cevital) selon la procédure suivante: 25mg d’huile de table pesés dans un tube eppendorf; cette

quantité est ensuite reprise dans 10ml du mélange (éther / chloroforme) (1V/1V) (Tableau 03)

Tableau 03:Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des lipides.

Tube 1 2 3 4 5 6
Solution mére lipide(ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant 100 80 60 40 20 0
ether/chloroforme (ul)
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Apres évaporation des prises aliquotes de 100ul de surnageant I1 dans un bain a sec a 40°C,
on additionne 1ml d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont agités et chauffés
dans un bain a sec a 100°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, on préléve 200ul de
chaque tube auxquels on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique et on agite. Aprés
30 minutes a I’obscurité, le complexe se colore en rose. La densité optique est lue dans un

spectrophotométre (Jenway 6300) a une longueur d’onde de 530 nm.
12. 1’étude histologique :

Aprés le prélévement des organes 1’é¢tude histo-pathologique a établie au service de
I’anatomie pathologique de I’hopital des fréres Saad Guermeche de Skikda selon le protocole

expérimental du laboratoire.
12.1. Fixation :

Dans le but de conservation des structures et le durcissement des pieces. La fixation doit se
faire immediatement apres le prélévement, par immersion du mateériel dans un grand volume de

liquide fixateur. Dans notre étude les organes a été conservée dans le formol dilué a 10%.
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12.2. La préparation des cassettes des tissus :

Les morceaux sont coupés par un quéteur a des pieces de petites tailles pour faciliter la
pénétration rapide du fixateur, et sont mis en totalités dans des cassettes en plastiques sur

lesquelles sont mentionnées les informations nécessaires.
12.3. La circulation :

Elle se réalisée a 1’aide d’un automate qui contient une série du solvant selon les étapes

suivantes :

e La1%®étape on les met les cassettes dans le formol qui est indispensable pour conservera
morphologie cellulaire.

e La 2°™ étape a la 7°™ étape : la déshydratation dans I’alcool
(70%,80%,90%,100%,100%,100%).

o La 8% étape : poser les cassettes dans 12 alcool et 12 xyléne .

o La9®™ et la 10°™ étape : posé dans I’xyléne pour la fixation de la paraffine avec le
tissu lors de I’enrobage.

e La11°m et la 12°™ étape : les paniers contenant les cassettes se trouvent dans un bain
deparaffine chaude (liquide). Ils sont égouttés avant d’€tre transférés dans le bac

d’attente du poste d’inclusion.
12.4. Inclusion :

Leur principe consiste en un enrobage des pieces par la paraffine liquide qui permet ainsi
de conserver les rapports architecturaux des structures les unes par rapport aux autres et de lui
fournir un support externe a la fois pendant et apres la coupe. Les blocs en attente de coupe sont

stockés dans un congélateur a -2°C. Les étapes de 1’enrobage sont:

A. On verse la paraffine liquide (T° entre 56-60) dans le moule.

B. On met le morceau de tissu dans le moule et on la poussé.

C. Onrecouvre la piece par la cassette.

D. On verse la paraffine, Enfin le refroidissement du moule a une température de -2°C, on

obtenir un bloc de Paraffine dur qui contient la piece prélevée.
12.5. Les coupes :

> Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser
des tranches de sections (coupes) de 2 a S5um d’épaisseur.

> Les coupes sont recueillies sur des lames en verre.
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12.6. Coloration :

» Séchage des lames : pour faciliter I’adhérence des coupes sur la lame de verre avant le
déparaffinage, les lames doivent étre « cuites » ; Il est réalisé dans 1’étuve a 135°C
pendant 1h.

» Déparaffinage : pour la coloration d’une coupe histologique est d’éliminer la paraffine
du tissu a 1’aide d’un solvant (xyléne) puis une réhydratation qui consiste a amener a
I’eau.

» Coloration : La coloration est basée principalement sur 1’utilisation d’hématoxyline
d’Harris qui colore le noyau a une couleur move foncé presque noir et 1’¢osine qui
colore le cytoplasme en rose ou rouge. Cette méthode de coloration dure 45min (figure
26, voir I’annexe).

» Déshydrations : elle consiste a retirer I’eau des coupes par des bains successifs d’éthanol
absolu puis a un éclaircissement dans des bains des xylenes. Protocole de coloration des

lames .
12.7. Montage :

Aprés coloration une goutte d’Eukitt de montage (colle a base de résine) est disposée sur la
coupe, une lamelle est appliquée de facon a ce que la résine recouvre 1’ensemble de la coupe.

Lors de la manipulation aucune bulle d’air ne doit s’insérer entre la lame et lamelle .
10.8. Lecture :

L’observation de la lame se réalisée au niveau de laboratoire du département d’agronomie
de T'université de Skikda a I’aide d’un microscope. Cette étape permet d'apprécier les

éventuelles lésions ou anomalies au sein du tissu & analysés (figure 23).

Figure 23 : Les étapes de montage (photos originales, 2023).
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12.9. Etude statistique :

Les données obtenues a partir des mesures des analyses biochimique et hématologique ont
été exprimées en moyenne avec 1’écart type (Moy + écart-type) les résultats représentés sous

forme des histogrammes 1’analyse statistique a été réalisé a I’aide du logiciel minitab® 17.

La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée par une analyse de variance
(ANOVA). Et la comparaison de deux moyennes qui est effectué par un test t tukey. La
différence entre deux moyennes comparees est significative si la probabilité P est inférieure a

0.05 ainsi le degré de signification est comme suite :

e P <0.05 la différence est significative.
e P <0.01 la différence est hautement significative.

e P <0.001 la différence est trés hautement significative.
* : Différence significative a G2,G3,G4,G5,G6 comparativement au témoin (P < 0.05).
** . Différence hautement significative a G2,G3,G4,G5,G6 comparativement au témoin
(P <0.01).

* . Différence trés hautement significative a G2,G3,G4,G5,G6 comparativement au témoin (P
<0.001).

& : Différence significative comparant le G3 au G2(P < 0.05).

&& : Différence hautement significative comparant G3 au G2 (P <0.01).

&&&: Différence trés hautement significative comparant G3 au G2 (P <0.001).

#: Différence significative a G5,G6 comparativement aux G4 (P < 0.05).

##: Différence hautement significative G5,G6 comparativement aux G4 (P <0.01).

###: Différence trés hautement significative & G5,G6 comparativement aux G4 (P <0.001).
+ : Différence significative a G5 comparant au G6 (P < 0.05).

++ : Différence hautement significative a G5 comparant au G6 (P <0.01).

+++: Différence treés hautement significative G5 comparant au G6 (P <0.001).

P : Seuil de signification.
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Résultats et discussion

Cette étude est pour déterminer l'effet de la plante médicinale Rhamnus alaternus L. sur
I'amélioration de la fonction hépatique chez des rats intoxiqués par les nanoparticules d'oxyde
d'aluminium et ainsi d’évaluer la teneur de certains composés phénoliques et déterminer
l'activité antioxydante de cette plante (méthode DPPH), les changements de poids, les
parametres biochimiques ; glycémie, TGO, TGP et PAL, bilirubine totale et directe, cholestérols
et triglycérides, protéines, albumines. De plus les métabolites du foie ainsi que les parametres
hématologiques tels que le nombre de globules blancs, de globules rouges, 1'hémoglobine et

I'hématocrite. Enfin, une étude histologique du foie a été réalisée.

1. Teneur en composant phénoliques :

1.1. Teneur en polyphénols totaux :

Les composés phénoliques constituent une classe principale des antioxydants présents dans
les plants en raison de leur activité de piégeage des radicaux libres ou de leur capacité de

chélation des métaux (Benchehiha, 2015).

Apres 1’addition de la solution de carbonate de sodium (Na>COs3) et le réactif de Folin-
Ciocalteu a I’extrait des feuilles de Rhamnus alaternus L. une couleur bleue est obtenue, cette
coloration varie en fonction de la concentration des polyphénols. Donc les feuilles de R.

alaternus sont riches en composés phénolique.

Afin de doser les polyphénols d’un extrait, on a réalis¢ une gamme d’étalonnage d’acide
gallique de concentration (6,25-200 pg/ml) dans le méthanol. Les différentes concentrations
des polyphénols totaux sont calculées a partir de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide
gallique, la formule de la régression lin€aire de cette courbe est de : y = 0.011x +0.347 avec un
facteur de corrélation R? égale a 0.976 (Figure24) Les résultats sont exprimés en pg EAG/mg
ES.

y=0,011x+ 0,374
R%?=0,9765

absorbance

0 50 100 150 200 250
acide galique (pg/ ml)

Figure24: Courbe d'étalonnage d'acide gallique.
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» La teneur en polyphénols totaux dans notre extrait est 13 ug EAG/mg ES.

Nos résultats ressemblent a ceux trouvés par (Ben ammar et al., 2008) sur la méme plante.
En effet, ils ont déterminé 13 mg EAG/ g de maticre fraiche pour un extraits méthanoliques
suivie par une extraction dans le butanol saturé en eau des feuilles, mais supérieur a une teneur
de 7mg EAG/ g d’un extrait méthanolique suivi aussi par une extraction dans le butanol saturé
en eau des écorces des racines (Ben ammar et al., 2008). Dans d’autres résultats (en prenant le
méthanol comme solvant), (Kosalec et al., 2013) ont eu une quantité des polyphénols totaux
¢gale a 38,4 + 1,56 mg EAG/g d’extrait. Ainsi, (Boussahel et al., 2013) ont obtenu 33,65 +2,5
mg EAG/g d’extrait. Ces résultats sont supérieurs a nos résultats Tandis que (Ben ammar et
al., 2007) ont dévoilé que I’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient
environ 138 + 9 mg EAG/ g d’extrait. Ces résultats sont notamment supérieurs a nos résultats.
Cette différence pourrait s’expliquer par la région dans laquelle la plante est cultivée, ainsi que
la période de la récolte. La méthode d’extraction (Pandey et Tripathi, 2014). La solubilité des
composés phénoliques est en fonction de leur degré de polymérisation, et ainsi lié¢ a la

distribution des métabolites secondaires. (Rezagui et al., 2020).

1.2. Teneur des flavonoides :

Lors du dosage des flavonoides, apres 1’addition d’AlCl3 et aprés incubation une couleur
jaunatre est obtenue dont 1’intensité est proportionnelle a la concentration des flavonoides, ce
qui confirment la présence des flavonoides dans I’extrait des feuilles de R. alaternus. Les
différentes concentrations des flavonoides sont calculées a partir de la gamme détalonnages

¢établis avec la quercitrine de concentration (2.5-40 pg/ml) (figure25).

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 ®

y =0,0136x+ 0,109
R?=0,9782

Absorbance

0 10 20 30 40 50

Quercitine (Lig / ml)

Figure 25 : courbe d'étalonnage du Quercitine.
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La formule de la régression linéaire de cette courbe est de : Y = 0.013X+0.109 avec un
facteur de corrélation R2 égale a 0.978 (figure 20). Les résultats sont exprimés en ug/mg de

Quercétine.

La teneur en flavonoides montre que 1’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus
contient environ 27.76 ng EQ/mg d’extrait sec. Donc, les feuilles de R. alaternus sont trés riches
en flavonoides, ce résultat obtenu est nettement supérieur aux résultats trouvés par (Ben ammar
et al.,2007) qui sont respectivement 28 et 21 mg EQ/100g de maniéré fraiche pour les extraits
méthanolique et aqueux des feuillets de la méme espece de la région da la Tunisie. Et aussi
supérieur aux résultats trouvés par (Ben ammar et al.,2008) soit des teneurs de 15 et 20 mg
EQ/g de mati¢re fraiche pour des extraits méthaniques des écorces et des feuillets
respectivement. Cette différence pourrait s’expliquer par la région dans laquelle la plante est
cultivée, ainsi que la période de la récolte et les changements climatique (Hechache et

Khelloufi. 2013).

2. L’activité antioxydante :

2.1. Ladétermination de l'activité anti-radicalaire au radical DPPH :

Le DPPH est un radical libre stable et violet qui transforme en jaune lorsqu'il est réduit par

un antioxydant et ce qui est remarqué au cours de la réalisation de se teste.

L'activité antioxydante d'un extrait a été¢ évaluée en utilisant le calcul de la valeur IC50.
Cette valeur représente la concentration nécessaire de 1'extrait pour inhiber 50% du radical libre
DPPH, il est noté que plus la concentration de l'extrait est faible, plus I'extrait est considéré
comme un bon antioxydant.La comparaison entre les résultats de DPPH et de la plante permet

d’évaluer I’efficacité de notre échantillon (figure26).

% d'inihibition
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Concentration pg/ml

Figure 26 : Effet antioxydante contre le radical DPPH de I’extrait méthanolique De R. alaternus a
différentes concentrations.
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Inhibition max
(%) IC 50 (nug/ml)
Les résultats du vitamine ¢ 87 24
Les résultats de la plante 75 140

Les résultats de l'é¢tude comparative montrent que l'extrait méthanolique de la partie
aérienne des R. alaternus L. a une activité antioxydante différente de celle de la vitamine C
utilisée comme standard (IC 50 = 24 pg/ml) et (IC50 de la plante est 140ug/ml).

Cela indique que l'activité antioxydante de l'extrait méthanolique de la plante est moins
puissante que celle de la vitamine C.

Cette valeur obtenue est €levée par rapport a celles rapportées dans les études réalisées sur
I’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus L. de Tunisie qui est de I’ordre de 25,38 ug/ml
(Ben ammar et al., 2005), et la valeur de I’ICso calculé pour I’extrait de R. alaternus était de
37,97ng/ml dans I’étude de (Hechache et Khelloufi. 2013).

Cette différence pourrait varier en fonction de plusieurs facteurs, tels que les méthodes
d'extraction, les conditions expérimentales, les protocoles d'essai ou par la nature des composés
phénoliques contenus dans I’extrait qui est influencé par la période de récolte, Comme elle
pourrait s’expliquer aussi par la différence des conditions climatique et celles du sol ou la plante

est cultivée. (Hechache et Khelloufi. 2013).
3. Gain du poids :

La figure suivante démontre les variations du poids chez les différents groupes des rats :
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Figure 27 : Variations du poids corporel chez les différents groupes étudi€s apres 4 semaines

de traitement.

Les résultats présentés dans la (figure 27) indique une diminution significative (p<0.001)

du poids des rats traités par I’oxyde d’aluminium par rapport au témoin.
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Cette diminution est conforme avec les résultats obtenus par 1’étude de (Cheltit, 2021 ;

Ghellab, 2021).

Cependant le poids des deux groupes traités par la combinaison de 1’oxyde aluminium et
les doses (250 et 500mg/kg/jour) de I’extrait de la plante augmente significativement (p<0.001)
par rapport au groupe traité par I’oxyde aluminium seulement, en revanche en remarque aucune

différence significative du gain de poids en comparaison au groupe témoin.

Les deux groupes traités par la dose (250 et 500mg/kg/jour) de I’extrait de la plante montrent

une augmentation significative (p<0.001) par rapport au groupe témoin.

Ces résultats ne sont pas conformes avec 1'étude de (Aoughlis et Mazari, 2014) ou l'on a

noté aucune augmentation du poids des rats traités par la plante.

La diminution du poids corporel peut résulter de 1'anorexie observée chez les animaux a la
suite d’une exposition prolongée a des xénobiotiques, ainsi que de I'état de stress dans lequel

ils se trouvent pendant cette période d'exposition (Viviana, 2015).

4. Parametre biochimique
4.1. Laglycémie :

Les résultats de ce parameétre sont mentionnés dans la figure suivante :

1,6
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Figure 28 : La variation de la concentration du glucose chez les rats témoins et les
Rats traités apres 4 semaines de traitement.

Les résultats de la (figure 28) indiquent une augmentation significative (P < 0.001) du taux
de glucose (hyperglycémie) chez les rats traités par I'oxyde d'aluminium par rapport aux rats
témoins. Cela suggere que l'exposition a I'oxyde d'aluminium peut avoir un impact sur le

métabolisme du glucose.
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Ainsi, Les résultats montrent une diminution non significative pour les rats traités par la
combinaison d’oxyde et dose (250mg/kg/jour) de la plante et une diminution significative (P <
0.001) du taux de glucose chez les rats traités par la combinaison de I'oxyde d'aluminium et la
deuxiéme dose (500mg/kg/jour) de la plante Rhamnus alaternus par rapport aux rats traités par

l'oxyde d'aluminium.

Ces observations suggérent que l'administration de la plante Rhamnus alaternus par la dose
(500mg/kg/jour) peut potentiellement moduler le métabolisme du glucose de maniére
bénéfique. Cette plante semble induire une diminution significative des niveaux de glucose chez

les rats traités par la combinaison par rapport au groupe traité avec 1'oxyde d'aluminium seul.

Ce résultat est en accord avec les travaux des (Stefan, et al. 2008) qui trouvé que le stress
oxydatif peut induire une résistance a l'insuline, une condition dans laquelle les cellules du

corps deviennent moins réceptives aux effets de l'insuline provoquant une hyperglycémie.

Ce résultat est en accord avec les travaux des (Khengui et Kimfoko, 2022). Qui trouvé que

L’espeéce Rhamnus alaternus peut étre dotée d’une activité antidiabétique.

Une autre recherche faite par (B. Khettal, et al., 2014) indique que la plante Rhamnus
alaternus présente un effet inhibiteur de I’absorption intestinale des lipides et des carbohydrates

par inhibition de la lipase et de 1’glucosidase, cela signifie le taux diminué de glucose.
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Résultats et discussion

4.2. TGP, TGO et PAL:

Figure 29 : Variations de I’activité enzymatique TGO, TGP et PAL chez les rats témoins et les

rats traités apres 4 semaines de traitement.

Les résultats de notre étude révelent une augmentation significative de 'activité de la TGP
(p<0,001),de 1la TGO (p <0,001) et de 1a phosphatase alcaline (PAL) (p <0,001) chez les rats

traités par I'oxyde d'aluminium par rapport au groupe témoin.

L’augmentation de I’activité enzymatique de ces enzymes est en accord avec les résultats

de (Cheltit, 2021 ; Ghellab, 2021).

Le groupe traité par la combinaison de I'oxyde d'aluminium et les deux doses de 1’extrait de

la plante (250 et 500 mg/kg/jour) ont montré une diminution significative de 1'activité TGP et
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la PAL (p<0.001) par rapport aux rats traités par I’oxyde aluminium, en revanche on a remarqué

une augmentation significative (p<0.001) de ces deux dernier par rapport au groupe témoins.

En ce qui concerne l'activité TGO, une diminution non significative a été observée dans le
groupe traité par la combinaison de 1'oxyde d'aluminium a une dose de (250 mg/kg/jour), tandis
qu'une diminution significative (p<0.01) a été observée dans le groupe traité par l'oxyde
d'aluminium a une dose de (500 mg/kg/jour) par rapport au groupe traité par I’oxyde. Cependant
les résultats des deux groupes montrent une augmentation significative (p<0.001) par rapport

au groupe témoin.

Le groupe 6 montre une diminution significative (p<0.001) de ’activité TGP et la PAL par
rapport au groupe 5, aucune différence significative n’a été observée sur les résultats de

Iactivité TGO.

Les rats traités par la dose (500mg/kg/jours) de I’extrait de la plante montre une augmentation
significative (p<0.001) de I’activité enzymatique TGP et PAL par rapport aux témoins et aux
rats traités par la dose (250mg/kg/jours) de I’extrait de la plante. Cependant le groupe traité par
la dose (250mg/kg/jours) montre aucun changement significatif des résultats par rapport au

témoin.

L’augmentation de D’activit¢ enzymatique de TGP chez les rats traités par la dose
(500mg/kg/jours) est conforme avec les résultats de (Aoughlis et Mazari, 2014) qui ont
travaillés avec un extrait méthanolique de la plante, mais ne sont pas conformes avec 1I’enzyme

TGO ou il y’avais pas une diminution significative.

L'augmentation des transaminases et la phosphatase alcaline indique une lésion ou une
inflammation hépatique chez les rats traités avec les nanoparticules d’oxyde aluminium, ce qui
peut étre expliqué par la fuite des enzymes du tissu hépatique vers le plasma en raison de
l'altération de la perméabilité membranaire (Lazo et Clark, 2008). Cette augmentation des

transaminases est un indicateur fiable de 'hépatotoxicité.
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4.3. Bilirubine totale et bilirubine direct :

Les résultats de ce parametre sont mentionnés dans les figures suivants (figure30):
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Figure 30 : les variations de la concentration sérique de la bilirubine totale et la bilirubine

directe chez les rats témoins et les rats traités apres 4 semaines de traitement.

L’exposition des rats a 1’oxyde d’aluminium a induit une augmentation significative
(p<0.001) de la bilirubine totale et aucune différence significative du taux de la bilirubine

directe en comparaison avec le groupe témoin.
Les résultats de la bilirubine totale sont conformes avec les résultats de (Yousef ez al., 2019).

Le groupe traité par la combinaison de 1I’oxyde d’aluminium et la dose (250mg/kg/jours) de
I’extrait de la plante montre une diminution significative (p<0.05) de la bilirubine totale, en
revanche le groupe traité par la combinaison I’oxyde d’aluminium et la dose (500mg/kg/jours)
de la plante indique aucune différence significative par rapport au groupe traité par 1’oxyde

aluminium uniquement.

Aucune différence significative du taux de la bilirubine directe du groupe traités par la
combinaison de I’oxyde d’aluminium et les deux doses de la plante comparativement au groupe

traité par I’oxyde d’aluminium.

Les résultats de la bilirubine totale et directe montrent aucune différence significative entre
les groupes traités par la combinaison de 1’oxyde d’aluminium et les deux doses de la plante

par rapport au groupe témoin.
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Toutefois aucune différence significative n’a été constaté sur les mesures de bilirubine totale
et directe des groupes traités par les deux doses de la plante seul (250 et 500 mg/kg/jours)

respectivement en comparaison avec le groupe témoin.
L’absence de différence est en accord avec les résultats de (Aoughlis et Mazari., 2014).

L’augmentation de la bilirubine totale chez les rats peut étre attribué a I’augmentation de la
bilirubine indirecte dans le sang par I’inhibition de la conjugaison de ces derniers. Les radicaux
libres généré par les nanoparticules d’oxyde aluminium peuvent endommager les cellules du
foie, y compris les cellules responsables de la transformation de la bilirubine indirecte en
bilirubine directe ce qui peut expliquer la haute quantité de bilirubine total chez les rats traités

par oxyde d’aluminium. (Li et al., 2015).

L’effet toxique de ’oxyde aluminium a été diminuer chez les rats traités avec Rhamnus
alaternus, ce qui est prouvé par la diminution de la bilirubine totale par rapport aux rats traités
uniquement avec I’oxyde aluminium. La diminution du taux de la bilirubine totale peut étre

attribué a I’effet amélioratif de I’extrait de la plante Rhamnus alaternus L.

4.4. Le triglycéride et le cholestérol :

Les résultats de ce parametre sont mentionnés dans les figures suivants(figure31) :
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Figure 31 : Les variations de la concentration de triglycérides et des cholestérols chez les différents
groupes des rats apres 4 semaines de traitement.
Les résultats indiquent une augmentation significative (p<0.001) du taux de triglycérides et
de cholestérol chez les rats intoxiqués par 1’oxyde d’aluminium par rapport au groupe témoin.

Cette augmentation est conforme au résultat trouvé par (Cheltit, 2021).

52



Résultats et discussion

Les résultats du groupe traités avec la combinaison d'oxyde d'aluminium et les deux doses
de la plante (250 et 500mg/kg/jour) montrent qu'il y a une diminution significative (P < 0.01)
et (P < 0.001) respectivement du taux de triglycéride par rapport au groupe 1’oxyde

d’aluminium.

Ainsi, on remarque que ces deux groupes montrent a une diminution significative (P <0.001)
du taux de cholestérol par rapport au groupe traité par 1’oxyde d’aluminium. Ce résultat est en

accord avec les travaux des (Khengui et Kimfoko, 2022).

Les résultats du groupe traités avec les deux doses de plante de (250 et 500mg/kg/jour)
montrent qu'il n’y a aucune différence significative par rapport au groupe témoin. Les
recherches de (Ribeiro et al.,, 2017). Montrent que le stress oxydatif peut contribuer au
développement de maladies métaboliques. Cela suggére que l'intoxication par I’aluminium peut
avoir un effet sur le métabolisme des lipides chez les rats, entrainant une augmentation de leur
concentration dans le sang. Cette perturbation (stress oxydatif) peut potentiellement interférer
avec les processus métaboliques impliqués dans la régulation des lipides dans I'organisme. La
diminution du triglycéride et le cholestérol chez les deux groupes traites avec les nanoparticules
et la plante par rapport au groupe traité par 1’oxyde aluminium pourrait indiquer que la plante
a une influence sur la réduction des taux de triglycérides et de cholestérol augmenté par I'oxyde
d'aluminium seulement. La plante Rhamnus alaternus. L peut avoir un effet bénéfique sur les

taux de triglycérides et de cholestérol chez les rats traités avec I'oxyde d'aluminium.

4.5. Protéine et Albumine :

Les résultats de ce paramétre sont mentionnés dans 1’histogramme suivant (figure32):
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Figure 32: Les variations de la concentration sérique du taux des protéines et I’albumine
(g/L) chez les rats témoins et les rats traités apres 4 semaines de traitement.

53



Résultats et discussion

Nos résultats montrent une diminution significative (p<0.001) du taux de protéine et de

I’albumine chez les rats traités par 1’oxyde aluminium par rapport aux témoins.

La diminution de taux de protéine n’est pas conforme aux résultats de (Ghellab, 2021), ou
elle a marqué une augmentation mais elle est conforme aux résultats de (Bensidhoum et

Brahmi, 2014) ils ont travaillé sur un extrait méthanoliques.

Le groupe traité par la combinaison de 1’oxyde d’aluminium et la dose (250 mg/kg/jours)
présente une augmentation significative (p<0.05) du taux de protéine cependant le groupe traité
par les nano particules d’oxyde d’aluminium et la dose (500 mg/kg/jours) de la plante montre
une augmentation significative (p<0.01) par rapport au témoin et une augmentation
significative (p<0.001) du taux de protéine par rapport au témoin traité par l’oxyde
d’aluminium, en revanche le taux d’albumine s’augmente significativement (p<0.001) pour les
deux groupes traités par la combinaison de I’oxyde d’aluminium et les deux dose par rapport
au groupe traité par I’oxyde d’aluminium et on remarque aucune différence significative avec

le groupe témoin.

Les deux groupes traités par les deux doses (250 et 500 mg/kg/jours) montrent une
augmentation significative (p<0.001) du taux de protéine et aucune différence significative du

taux d’albumine.

L’augmentation de taux de protéine est conforme aux résultats de (Bensidhoum et Brahmi.,

2014).

La diminution des taux de protéine et d’albumine chez les rats traités par I’oxyde
aluminium, pouvait étre attribué a des modification causé sur la fonction hépatique en
interférent avec les processus métaboliques et enzymatiques dans le foie, ainsi la synthése et

le métabolisme des protéines. (Abbassy et Mossa., 2012)

Cette réduction peut étre provoqué par les espéces réactives de 1’oxygene, telles que les
radicaux libres générer par I’oxyde aluminium (Elkhadrawey et al., 2021). Ces especes
réactives peuvent causer des dommages oxydatifs aux cellules hépatique (Rolland, 2004) et
perturber les fonctions cellulaires normales, y compris la synthése et la régulation des protéines

plasmique et I’albumine.

Le traitement des rats avec Rhamnus alaternus diminue l'effet toxique de 1'oxyde
d'aluminium, ce qui est confirmé par 1'augmentation des taux de protéines et d’albumines par

rapport aux rats traités uniquement avec l'oxyde d'aluminium. Cette augmentation peut étre
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attribuée a 'utilisation de Rhamnus alaternus L. en tant que molécule hépato-protectrice, ce qui

a amélioré efficacement les taux de protéines.

5. Effet du ’Al>O;3 sur les métabolites du foie :
5.1. [Effet sur le taux des glucides hépatiques :

Les résultats de ce parametre sont mentionnés dans la figure suivante(figure33) :
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Figure 33 : Variation du taux des Glucides hépatiques chez les rats témoins et les autres
groupes traités aprés 4 semaines de traitement.

Le résultat obtenu montre que les rats traités par 1’oxyde aluminium en subis une réduction

significative (p <0.001) du niveau de glucides en comparaison avec rats témoins.

Cette diminution n’est pas en accord avec les résultats obtenus par (Ghellab, 2021) Qui ont
trouvé une augmentation significative (p <0.001). En revanche, ces résultats sont cohérents avec

ceux obtenus par (Cheltit, 2021) qui a également mené des études sur le ceeur des rats.

On enregistre également une augmentation significative (p <0.001) de la teneur hépatique
en glucides chez les groupes traités par la combinaison d’oxyde et les deux doses (250 et 500

mg/kg/jour), par rapport au groupe témoin et au groupe traité par I'oxyde d'aluminium.

Cependant les rats traités par la dose (250 mg/kg/jour) de I’extrait de la plante, indique une
diminution significative (p <0.001) de la teneur hépatique en glucides, en revanche on signale
aucune différence significative chez les rats traités par la dose (500 mg/kg/jours) en référence

au groupe témoin.

Le groupe traité par la dose (500mg/kg/jours) de plante seule montre une augmentation (p

<0.001) du taux de glucide par rapport au groupe traité par la dose (250mg/kg/jours)
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Les glucides, également connus sous le nom de sucres ou hydrates de carbone, ils sont
composés de molécules de carbone et d’hydrogéne. Les glucides sont une source d’énergie
essentielle pour le corps humain. Ils se présentent sous différentes formes, notamment les sucres

simples comme le glucose et le fructose. (Nelson et al., 2017)

Cette diminution peut €tre justifiée par la fuite de ces métabolites des cellules hépatiques
endommagées par les radicaux libres, ainsi que par une diminution de la capacité de synthése
des glucides de ces cellules altérées (Rolland, 2004 ; Postic et al., 2004). Ou bien en raison de
la peroxydation des glucides causée par les especes réactives de I'oxygene (ROS) (Yadav et

Ramana, 2013).

5.2. [Effet sur le taux des lipides hépatiques :

Les résultats de ce parametre sont mentionnés dans la figure suivante (figure34):
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Figure 34 : Variation du taux des lipides (ug/ml) chez les rats témoins et traités apres 4
semaines de traitement.

Les résultats montrent une diminution significative (P < 0.05) de la teneur hépatique en
lipides chez les rats traités par les nanoparticules de 1’oxyde d’aluminium seulement par rapport

au témoin.

Cette diminution est cohérente avec les résultats de I'é¢tude menée par (Cheltit., 2021), qui a

porté sur le systéme cardiovasculaire.

Les résultats montrent une augmentation significative (P <0.01) et (P < 0.05) chez les deux

groupes traités par la combinaison des nano particule d’oxyde d’aluminium et les deux doses
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de plante (250 et 500 mg/kg/jours) respectivement par rapport au groupe traité par les nano

particules d’oxyde aluminium.

La diminution des lipides chez les rats traités par les nanoparticules de I’oxyde d’aluminium
peut s’expliqué par la dégradation des lipides hépatiques par 1’activation de la peroxydation

lipidique (Yadav et Ramana, 2013).

L’¢tude de (Fu et al., 2014) confirme que I’exposition aux nanoparticules augmente
significativement la production des radicaux libres. Ces derniers peuvent interagir avec les
lipides qui sont abondamment présents dans les biomembranes, entrainant la peroxydation des

produits lipidiques associés.

5.3. Effet sur le taux des protéines hépatiques :

Les résultats de ce parametre sont mentionnés dans la figure suivante (figure35):
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Figure 35: Variation du taux des protéines hépatiques chez les rats témoins et traités aprés 4
semaines de traitement.

Les résultats montrent une diminution significative (P < 0.01) de la teneur hépatique en
protéines chez les rats traités par les nanoparticules de I’oxyde d’aluminium seulement. Par

rapport au témoin.

Les résultats montrent une augmentation significative (P < 0.05) des taux de protéines dans
le foie chez les rats du groupe 5 et une augmentation significative (P < 0.001) chez les rats du

groupe 6 par rapport aux rats traité par I’oxyde aluminium seulement.
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Cette diminution chez les groupes traités par les nanoparticules d’oxyde aluminium est
expliquée par la peroxydation des protéines du foie due a 1'exposition aux radicaux libres, qui
ont la capacité d’endommager les protéines présentes dans les cellules hépatiques (Yadav et

Ramana, 2013).
6. Paramétres hématologiques :

Les résultats de ces parametres sont mentionnés dans les histogrammes suivants (figure36):
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Figure 36: Variation du taux des protéines chez les rats témoins et traités apres 4 semaines de

traitement.

L’exposition des rats a l'oxyde d'aluminium a induit des changements au niveau des
parameétres hématologiques par une augmentation significative du nombre de globules blancs
(GB) (P <0.001), et une diminution significative du nombre de globules rouge (GR) (P<0.001),
du pourcentage d'hématocrite (HT) (P<0.001), et diminution significative aussi du taux

d'hémoglobine (HB) (P<0.001) par rapport aux témoins.

Cependant, on remarque une augmentation significative du nombre de GR(P<0.001)
yHB(P<0.001) et HT(P<0.001) et une diminution significative du nombre de GB (P< 0.001)
chez les rats traités par I'oxyde d'aluminium et la dose (250mg/kg/jour) de I’extrait de la plante

par rapport au groupe traité par les nanoparticules oxyde d’aluminium.
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On observe une augmentation significative du nombre de GR(P<0.01), pourcentage de HT
(P <0.001) et du taux de HB (P <0.01) et une diminution significative de GB (P<0.001) chez
les rats trait¢ par la combinaison de nanoparticules d'oxyde d'aluminium et la dose (500
mg/kg/jours) par rapport au groupe oxyde, par contre aucune différence significative de ces
parametres hématologique chez les deux groupes traités par la combinaisons de 1’oxyde et les
deux doses de la plante par rapport au témoin sauf le nombre de GB entrainé une augmentation
significative (P<0.001) chez les deux groupes Traite par la combinaison de nano particule

d’oxyde aluminium et les deux doses (250 et 500 mg/kg/jours) par rapport aux témoins.

Le traitement par la dose (250mg/kg/jour) de la plante a entrainé une diminution significative
du nombre de GB et GR (P <0.001) tandis qu’il y a aucune différence significative du nombre
de HB et le pourcentage de HT par rapport aux témoins Ainsi, en observe aucune différence
significative de ces parameétres hématologique aprés le traitement par la dose (500mg/kg/jour)
de D’extrait de la plante par rapport aux témoins. On remarque aussi une augmentation
significative de nombre de GB et le nombre de GR (P<0.001) de (G3) par rapport au lot (G2)

et aucune différence significative pour les autres parametres.

L'administration d'oxyde d'aluminium aux rats, provoque une augmentation du nombre des
globules blancs refléte la présence d'cedéme et d'inflammation au niveau tissulaire (réponse
pathologique). Nos résultats sont en accord avec 1’étude de (Farina et al., 2005) qui ont montré
que le traitement des rats par le nitrate d'aluminium a entrainé une augmentation du nombre des
globules blancs. Plusieurs études ont montré que le traitement avec I'aluminium augmente les
mécanismes de défense du systéme immunitaire de 1’animal. Le traitement des rats par I'oxyde
d'aluminium provoque aussi une hémato toxicité, il s'agit de la diminution du nombre des
globules rouges, du taux d'hémoglobine et d'hématocrites. Cette réduction explique par
I’inhibition de I’érythropoiese et ’hémosynthese et a une augmentation du taux de destruction

d’érythrocytes des organes hématopoiétiques (Merrouche et Belgharbi 2021).
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7. Etude histologique :

SEYEEE

Figure37: Les cellules du foie sous microscope (normal/influencé par 1’oxyde aluminium)
Grossissement X40

Pour confirmer les résultats biochimiques obtenus, on a réalis¢ des coupes histologiques (au
niveau des tissus du foie), qui permette d’avoir une idée générale sur le pouvoir améliorative
des substances actives de 1’espéce Rhamnus alaternus L. vis-a-vis de 1’intoxication provoqué

par I’oxyde aluminium (figure37).

Le foie des rats témoins présente un aspect normal sans modification hépatique, avec un
parenchyme d’architecture lobée. Chaque lobe est constitué d’hépatocytes agencés en travées
de Remak disposé autour d’une veine centrale appelée veine centro-lobulaire qui regoit le sang
a partir du parenchyme hépatique au contact des sinusoides. Les travées de Remak sont
constituées d’hépatocytes empilés en lames épithéliales d’une seule cellule d’épaisseur alors

que les sinusoides occupent les espaces entre les travées.
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L’observation des coupes du groupe témoin traités par 1’oxyde d’aluminium seulement,
nous réveles des hépatocytes nécrosés ainsi que des inflammations, surtout au tour des viens

portes, les viens centro-lobulaires sont dilatées avec des formes irrégulicres.

Chez le groupe traité par la dose (250 et 500 mg/kg/jour) de 1’extrait de Rhamnus alaternus
L. et les groupes traités par 1’oxyde aluminium plus les doses de (250 et 500mg/kg/jour) de
I’extrait de Rhamnus alaternus L. On observe des cellules hépatiques bien définis avec des
noyaux basophiles de couleur bleu violacé, donc les coupes ne montrent aucun changement

significatif (G2), et présente un parenchyme hépatique normal par rapport au groupe témoin.

Les coupes histologiques présentent les mémes structures hépatiques que le lot témoin, avec
des 1ésions au niveau des tissus hépatiques (figure38), (G3). On observe aussi des nécroses
entourées par des inflammations au niveau du tissu hépatique (G5) et aussi des Iésions
seulement au niveau des tissus des groupes traités par 1’oxyde aluminium et la dose de 500

mg/kg/jour de I’extrait (G6).

[ T R 5

Clarification des hapatocytes

Clajr’

Figure 38 : Les coupes histologiques du foie des rats témoins et les rats traités aprés 30
iours de traitement. Grossissement X10
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L’analyse histologique du foie affirme nos résultats, ou on note que 1’oxyde aluminium a
induit des modifications structurales remarquables, qui ont mené a des perturbations des
parametres biochimique (Kumari et al., 2016). Ces derniers sont la vacuolisation
cytoplasmique des hépatocytes, une nécrose, une abondance remarquable d’infiltrations
leucocytaires, congestion des vaisseaux sanguines et d’infiltration graisseuse. Des observations
similaires ont ét¢ observées dans le foie des rats exposés aux nanoparticules d’oxyde
d’aluminium et les nanoparticules de 1’oxyde de zinc (Yousefa er al., 2019) et les
nanoparticules d’oxyde d’argent (Ali et al., 2022 ; Yousof et al., 2022). Ces ¢études indiquent
que les nanoparticules d’oxyde aluminium, les nanoparticules d’oxyde d’argent et d’oxyde de
zinc ont des effets néfastes sur les tissues du foie.

Les résultats de I’étude histologique ont révélé ’existence des 1ésions légeére congestive et
de nature dégénérative ont €té observé chez les deux groupes traités par 1’extrait de la plante
dose (250 et 500mg/kg/jours) mais elles sont non significatives. Ces résultats sont conformes a

celle obtenus par (Aoughlis et Mazari., 2014).
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Conclusion générale :

La plante Rhamnus alaternus L. est une espece de plante qui fait partie de la famille des
Rhamnaceae, abondamment présente dans la région méditerranéenne, reconnue pour ses

nombreux effets médicinaux.

Ce travail est pour étudier la capacité améliorative de la fonction hépatique de I’extrait
méthanolique de la plante Rhamnus alaternus L. chez des rats (Wistar albinos) exposés aux
nanoparticules d’oxyde aluminium et évaluer différents paramétres métaboliques, biochimique
(protéines totales et albumines, TGP, TGO et PAL, le triglycéride et cholestérol, glycemie, la
bilirubine total et directe) et quelques paramétres hématologiques (globule rouge, globule

blancs, hémoglobine, hématocrite).

L’analyse phytochimique des feuilles de Rhamnus alaternus L. a montré une concentration en
composes phénoliques est environs 13,009 ug EAG/mg ES et la concentration en flavonoides
est 27,76 ug EAG/mg.

Enfin I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait de la plante par le piégeage du radical

libre DPPH a donné une valeur de IC50 est 140pug/ml.

Aprés 4 semaines successifs du traitement par gavage avec une dose de 50mg/kg/jours
d’oxyde aluminium et 250 et 500mg/kg/jours de 1’extrait méthanolique de la plante, on a fait
un prélévement sanguin pour 1’étude biochimique et hématologiques. A la base des résultats

obtenus on peut conclure que ces parametres ont subis des perturbations.
Les résultats montrent les changements suivants :
En ce qui concerne le poids corporel, nos résultats montrent que :

» Les nanoparticules d'oxyde d'aluminium ont entrainé une diminution du poids corporel,
tandis que I'extrait de la plante a provoqué une augmentation de celui-ci.

» Des perturbations de poids ont été observees chez les lots traités avec les deux doses de
I'extrait de la plante, que ce soit seules ou en combinaison avec les nanoparticules

d’oxyde aluminium.
Concernant I'étude biochimique et hématologique, nos résultats indiquent que :

» Les nanoparticules d'oxyde d'aluminium ont provoqué une augmentation significative
de la concentration sérique de la glycémie, des triglycérides, du cholestérol, des
transaminases TGO, TGP et de la phosphatase alcaline (PAL), ainsi que de la bilirubine

totale. En revanche, une diminution des taux de protéine et d'aloumine et aucune
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différence significative des taux de bilirubine direct, ainsi qu’une diminution des taux

de glucides, protéines et lipides dans le foie, a été observée. Tandis que chez les rats
traités par les deux doses, aucune différence significative n'a été observée pour la
majorité des parametres, a I'exception de I'augmentation de la concentration sérique des
protéines, de la TGP et de la PAL et de la diminution des taux de glucides dans le foie.

» Une diminution des taux de globules blancs et rouges a été observée chez les rats traités
avec la dose de 250 mg/kg/jour, tandis qu'aucun changement n'a été remarqueé chez les
rats traités avec la dose de 500 mg/kg/jour tandis qu’une augmentation des globules
blancs a été observée chez tous les rats traités avec I'oxyde d'aluminium. Cependant,
une diminution des autres parametres hématologiques a été noté chez les rats traités avec
I'oxyde d'aluminium uniquement.

» L’étude histologique confirme que les rats traités avec les nanoparticules d’oxyde
d’aluminium présentaient des nécroses entourées d’inflammations, tandis qu’aucun
changement n’a ét¢ observé chez les rats traités avec la plante seule. De plus des lésions

Iégeres non grave ont été observé chez les rats traités par la combinaison.

Ce travail marque le début de recherches futures sur les effets des extraits du Rhamnus

alaternus L. En termes de perspectives, les propositions sont les suivantes :

v Augmenter le nombre des rats.

v' Envisager l'utilisation d'autres espéces animales et de modeles expérimentaux.

v' Analyser d’autres enzymes hépatiques telles que la SOD, le glutathion, et la
catalase...

v' Etendre le champ de recherche pour explorer d'autres activités, telles que I'activité
antimicrobienne, antivirale, anti enzymatique, antidiabétique et cytotoxique.

v Explorer d'autres zones de récolte de la plante.
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