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Résumé

Résumé :

Cette ¢tude a été menée pour évaluer I’effet de deuxcolorants cosmétiques chimiques rouges de type
azoique et un colorant végétal a la base du jus de betterave surquelques parameétres liés a la fonction
hépatique chez les rats Wistar. L’étude a été conduite sur 38 rats femelles de la lignée Wistar. Ces
rats sont répartis en 4 groupes de 8 a 10 rats pour chacun. Le ler groupe est servi comme témoin, le
2éme traité par une émulsion sans colorant, le 3éme groupe traité par émulsion en colorant végétale
et le 4°™ groupe traité par émulsion en colorant chimique. L’administration des colorants était sous
forme une émulsion par application cutanée Chaque jour pendant 25 jours. Le dosage du quelques
paramétres biochimique : TGO, TGP, phosphatase alcaline,bilirubine total et directe et
I’étudeanatomo-pathologique du foie ont étaient estimés. Les résultats obtenus montrent une
augmentation dans le taux de TGO chez les rats traités par émulsion en colorant chimique tandis
que le colorant végétal n’a induit aucune altération.Les résultats de 1’étude anatomo-pathologique
montre que les rats traités par le colorant végétal souffrent moins de 1’inflammation mais sans un

degré de signification.

Mots clés : colorant azoique, jus de betterave, foie, inflammation.



Abstract
Abstract:

This study was conducted to evaluate the effect of two azoic-type red chemical cosmetic dyes and a
vegetable dye based on beet juice on some parameters related to liver function in Wistar rats. The
study was conducted on 38 female Wistar rats. These rats were divided into 4 groups of 8 to 10 rats
each. The 1% group served as a control, the 2" was treated with a dye-free emulsion, the 3"with a
vegetable dye emulsion and the 4™ with a chemical dye emulsion. The day was administered in the
form of an emulsion by cutaneous application daily for 25 days. A number of biochemical
parameters were measured : TGO, TGP, alkaline phosphatase, total and direct bilirubin and
ananatomo-pathological study of the liver was carried out. The results obtained showed an increase
in TGO level in rats treated with chemical dye emulsion, whereas vegetable dye induced no
alteration. The results of the anatomo-pathological study showed that rats treated with vegetable dye

suffered less from inflammation, but not a significant degree.

Keywords: azo dye, beet juice, liver, inflammation.
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Abréviation

% : pourcentage.

°C : dégree celsius.

ALAT : Alanine Amino Transférase.
ASAT : Aspartate Amino Transferase.
Ca2+ : calcium.

CC : colorant chimique.

ClI : Color Index.

ClI- : chlore.

Cm : centimétre.

CV : colorant végétal.

DMSO : diméthylsulfoxide.

ERO : espéces reactives oxygenee.
ERO : espéces réactives oxygénée.
FDA : Food and Drug Administration.
HE : hématoxyline d'Harris Eosine.
INCI : International Nomenclature for Cosmetic Ingredients.
IPM : Myristate d'isopropyle.

K+ : potassium.

Kg : kilo gramme.

LDH : lactate déshydrogénase.

MDH: Malate deshydrogénase.

Mg/L : miligrame /Litre.

MI : millilitre.

Na+ : sodium.

NaCl : chlorure de soudium.

Nm : nanometre.

NS : Non significatif.

OR : odds ratio.

PAL : phosphatase alcaline.



Abréviation

SC : san colorant.
T : témoin.

U/L : Mcro/Litre.






Introduction

Introduction

L’utilisation des premiers produits cosmétiques datant de 1’ Antiquité, les Egyptiens se souciant de
I’hygiéne et de 1’apparence, et ils ont été les premiers a utiliser des parfums, puis du maquillage

pour le visage (Nardello, 2008).

De nos jours, les produits cosmétiques font partie de la vie quotidienne de la population (Hafner et
al., 2020), dans le but de nettoyer, parfumer, améliorer ou modifier I’apparence des individus et

maintenir les parties du corps en bon état (Farzana, 2020 ; Mahieu et Moucheron,2003).

La cosmétologie, qui repose sur des faits précis d'ordre biologique et physico-chimique, a connu
une évolution significative au cours des dernieres années. La consommation de produits de beauté
est en plein essor, et chaque individu utilise de multiples produits de beauté différents tout au long
de la journée (Laheux, 2016).

Les produits cosmétiques ont généralement de trois types d’ingrédients : les excipients qui
soutiennent les actifs, les actifs qui fournissent les propriétés du produit, et les additifs qui
améliorent sa conservation, son odeur et sa couleur. Cette derniere (la couleur) en particulier joue
un rdéle important dans le déclenchement de [’achat, car les repérés visuels sont souvent

déterminants pour les consommateurs (Mardari, 2021).

Les colorants sont généralement classés en deux catégories en fonction de leur origine : naturelle ou
synthétique (Keck et al., 2015 ; Wargala et al., 2021). Sur la base de leur structure chimique et du
groupe chromophore qu’ils contiennent, ils sont subdivisés en plusieurs groupes tels que

lexanthéne, 1’azoique et le triarylméthane ... etc (Vazquo et Ortega, 2020).

Certains des premiers colorants organiques étaient des composés azoiques, et aujourd'hui encore, de
nouveaux composés azoiques sont introduits sur le marché comme colorants (Mgller etWallin,
2000).

Vraisemblablement, plus de 2 000 colorants azoiques différents sont actuellement utilisés et plus de
7 x 10° tonnes de ces colorants sont produites dans le monde. Plus de 3 000 tonnes de colorants
azoiques ont été certifiées en 1991 par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis pour
leur utilisation dans les aliments, les médicaments et les produits chimiques et produits de beauté.

Ces colorants constituent le groupe majeur de colorants certifies FDA (Chung, 2016).

Depuis des décennies la toxicité de ces produits a était discutée, plusieurs études expérimentales sur
des modeles d’animaux ont accumulé, cependant les données sont contradictoires pour leur

majorite.
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Les ingrédients botaniques sont 1’'une des principales sources de matériaux utilisés dans les
industries cosmétique et pharmaceutique. Ces dernieres années, on a assisté a un intérét croissant
pour les produits dermocosmeétiques et cosméceutiques produits a partir de matiéres végetales. 1l y a
eu un plus grand intérét pour les produits a base de plantes ayant des propriétés de soin de la peau
(Michalak, 2023).Non seulement les soins mais aussi comme additifs, fragrances et colorants,

parmi eux en trouve le colorant a base du concentré du jus de betterave issu de Beta vulgaris.

De nombreuses applications, sites d’information et articles de presse alertent les consommateurs sur
les risques liés aux cosmeétiques. Cette information est nécessaire, mais elle est largement diffusée,
sans grande explication, ce qui conduit les consommateurs a se tourner par exemple vers des
produits considérés comme naturels et gu'ils estiment moins nocifs pour eux que les produits
cosmétiques classiques. Toutefois, certains produits naturels peuvent egalement étre nocifs pour la
santé (Barbaud et Lafforgue, 2021).

De plus, plusieurs de producteur et industriels des produits naturels déclarent que leurs produits ne

sont pas testés sur les animaux sous prétexte de soutient de la cause animale.

Ces derniéres années, le nombre de produits cosmétiques « naturels » ou « biologiques » arrives sur
le marché a considérablement augmenté. Selon le Reglement REACH (Réglement EC1907/2006 du
18 décembre 2006), les produits naturels sont des « substances présentes dans la nature » : « une
substance naturelle, a I'état naturel, non traitée ou traitée uniquement par des moyens manuels,
mécaniques ou gravitationnels, par dissolution dans I'eau, par flottation, par extraction par I'eau, par
distillation a la vapeur ou par chauffage uniquement pour éliminer I'eau, ou qui est extraite de I'air
par un quelconque moyen." Le terme « naturel » n’est donc pas synonyme de « d’origine végétale »

ou « inoffensif » (Barbaud etLafforgue, 2021).

Cela nous amené a poser la question sur la sécurité des produits naturelles toute en les comparants a
des produits synthétiques. Par exemple, le colorant a base du concentré du jus de betterave vs les

colorants azoiques.

Le foie est un organe métabolique important avec un réle de détoxification majeur. Cela nous a
conduit de poser la problématique suivante : les colorants d’origines végétales affectent —ils la

fonction hépatique ? Et quel est leur impacte par rapport aux colorants chimiques in vivo ?

La premiere partie de ce mémoire est consacrée a la synthese bibliographique, elle comporte deux

chapitres : Le premier traite, et Le deuxiéme développe les colorants cosmétiques.
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La deuxiéme partie est consacrée a la description de la partie expérimentale et est partagée en deux
chapitres : Le premier chapitre décrit le matériel et méthode utilisée durant ce travail. Le deuxiéme

chapitre résume les résultats obtenus et la discussion.

Finalement une conclusion sera tirée a la lumiére de nos résultats.
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| -1 Définition

Un colorant est défini comme étant un produit capable de teindre une substance d’une maniére
durable (Capon et al., 1993). Il est étant une teinture soluble dans un solvant ou une gamme de

solvants (y compris I'eau) (Riley, 2000).

Un agent colorant peut étre ajouté aux cosmétiques afin de colorer le produit lui-méme ou une
partie du corps (peau, cheveux, ongles ou cils) par absorption ou réflexion de la lumiére visible
(Amberg et Fogarassy, 2019; Guerra et al., 2015; Guerra et al., 2018).

I -2 Structure chimique

De maniere générale les colorants possedent des groupements qui lui conférent la couleur appelés

chromophores et des groupements qui permettent sa fixation auxochromes(Capon et al., 1993).

Les chromophores sont des groupes aromatiques, conjugues, comportant des doublets non liants ou
des complexes des métaux de transition. Un auxochromes est dans une molécule, un groupement

d’atomes éolisables pouvant changer la fréquence d’adsorption d’un chromophore (tableau 1).

Ces groupes auxochromes augmentent la délocalisation électronique, modifiant ainsi les énergies
d’adsorption donc les coefficients d’extinction molaires et les fréquences d’adsorption (Merzoug,

2014).

Tableau 1 : principaux groupements chromophores et auxochromes (Yahiaoui, 2013).

Groupements chromophores Groupements auxochromes
Az0 (-N=N-) Amino (-NH2)
Nitozo (-NO ou —N-OH) Méthylamino(-NHCH3)
Carbonyl (=C=0) Diméthylamino (-N(CH3)2)
Vinyl (-C=C-) Hydroxyle (-OH)
Nitro (-NO2 ou =NO-OH) Alkoxyl (-OR)
Sulphure (>C=S) Groupement donneurs d’électrons

| -3 Codification

Aux Etats-Unis, les fabricants de cosmétiques sont tenus d'adopter le systtme (International
Nomenclature for Cosmetic Ingredients) « INCI » pour répertorier les ingrédients utilisés.
(Ahmed et Laeba, 2018).
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On retrouve les colorants sous la dénomination CI suivie d’un chiffre compris entre 10 000 et
80 000, chaque dizaine de mille est équivalente a une classe chimique différente (Lacharme,
2011).

Il s'agit d'un systeme international de dénomination des couleurs, en fonction de leur structure
chimique. Chaque couleur a son propre numéro de base a cing chiffres et les dérivés utilisent le
méme numeéro de base avec un suffixe aprés deux points (Gurses et al., 2016; Riley, 2000).

Les deux premiers chiffres indiquent la catégorie structurelle du colorant. Parfois, ils sont
également associés a un code E, ce qui signifie qu'ils peuvent étre utilisés comme additifs
alimentaires (Guerra et al., 2018).

| -4 Classification des colorants

Les colorants peuvent étre classés en fonction de leur structure, de leur source, de leur couleur,
de leur solubilité et de leurs méthodes application (figure08) (Amberg et Fogarassy, 2019 ;
Guerraet al., 2018 ; Gurses et al., 2016).

En fonction de leur solubilité, les colorants peuvent étre classés en deux catégories : les

colorants et les pigments (Amberg et Fogarassy, 2019).

Les colorants : sont des composes hydrosolubles ou liposolubles et qui sont utilisés pour
colorer des produits cosmétiques tels que les soins de la peau ou les produits de toilette.

Les pigments : sont pratiqguement insolubles, ils restent sous forme de particules Ils se divisent
en pigments minéraux et organiques, et sont utilisés pour le maquillage, par exemple, mais aussi
pour la fabrication de Produits cosmétiques, comme les dentifrices, les savons et les masques de
beauté (Amberg et Fogarassy, 2019 ; Valet et al., 2007 ; Vazquez-Ortega et al., 2020 ;
Wargala et al., 2021).

En fonction de leur couleur formé avec divers colorants naturels, étre classés en deux groupes a

savoir :

» Monogénétique : ne produit qu’une seule couleur, quel que soit le mordant présent dans la
fibre.
» Les colorants naturels polygéniques produisent différentes couleurs avec mordant différent

(par exemple bois de campanule, fustique et cochenille) (Affat, 2021).

En fonction de leur origine, les colorants cosmétiques sont préparés a partir des sources

naturelles ou sont synthétisés artificiellement (Keck et al., 2015 ; Wargala et al.,2021).
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Figure 01 : Classification schématique des colorants (Valet et al., 2007).
| -4-1 Les colorants naturels

Les colorants naturels sont extraits des plantes, des fruits, des arbres, des lichens, des insectes ou
des mollusques par des procédés simples comme le chauffage ou le broyage (Alaounia, 2009).
Les colorants naturels peuvent étre subdivisés en colorants naturels d’origine minérale, animale ou

végétale.
| -4-1-1 Colorants d’origine minérale

Les colorants d’origine minérale, sont principalement utilisés dans les lotions et préparations
externes (Ramesh et Muthuraman,2018). Ces colorants inorganiques se caractérisent
généralement par leur stabilité a la lumiére et pour certains, par leur opacité. La gamme de couleurs

obtenue avec ces substances est inférieure a celle des colorants organiques (Sulekova M, 2017).

Les colorants minéraux sont assez faciles a repérer dans la liste INCI, leur couleur index

commence par Cl 77XXX. Voici les principaux utilisés en cosmétique (Jean,2020) :

Cl 77891 Blanc (Dioxide de titane); Cl 77491 Rouge (Trioxyde de fer); CI 77499 Noir
(Tétraoxyde de fer) ; Cl 77019 Mica blanc ; Cl 77007 Bleu (Lazurite) ; Cl 77492 Jaune (Oxyde de
fer).
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| -4-1-2 Colorants d’origine animale

Ils sont beaucoup moins nombreux par rapport aux autres types de colorants naturels.
Généralement, ces colorants sont obtenus a partir d’insectes séchés comme c’est le cas avec l'acide
carminique, un colorant rouge anthraquinonique (CI 75810), extrait a partir de la femelle du
cochenille (Dactylopius coccus) (Rowe, 2009).
| -4-1-3 Colorants d’origine végétale
Sont des colorants organiques et s’extraient a partir de feuilles, racines ou écorces de plantes
tinctoriales.

Parmi les colorants d’origine végétale on distingue, 1’alizarine et la purpurine qui sont des
substances colorantes rouges extraites des racines de Rubia tinctorum plus connue sous le nom de
garance qui est une plante herbacée des régions chaudes et tempérées. D’autres colorants rouges
sont tirés de plantes comme la betterave, certains arbres ou lichens (Chetioui, 2010).

e Cas du Rouge de betterave

Le rouge de betterave est un extrait aqueux de la racine de la betterave (Beta vulgaris)obtenu par
pression des betteraves écrasées jusqu’a l’obtention d’un jus, ou par extraction aqueuse de
betteraves réduites en morceaux enrichies ultérieurement en principe actif. La principale matiére
colorante est constituée de bétacyanines (rouges), dont 75 a 95 % de bétanine donnant une couleur
pourpre foncée. Le rouge de betterave permet de colorer les aliments en masse et en surface
(uniformément) mais a I’inconvénient de ne pas étre stable. Son principe actif est le D-
glucopyranoside de bétanine (Arden et Marie, 1988 ; Hanssen, 1988). Ce colorant est admispour

tous les produits cosmétiques.

Figure 02 : Structures de la bétanine (Sadowska-Bartoszet, Bartosz, 2021).

| -4-2 Les colorants synthétiques

Ces colorants synthétisent principalement a partir des produits pétroliers notamment du benzéne

et de ses dérivés (toluene, naphtaléne, xyléne et anthracene). lls représentent un groupe relativement
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large de composés chimiques organiques rencontrés dans pratiquement toutes les sphéres de notre
vie quotidiennes (Desa et al., 2013 ; Peternel et al., 2007).

Le groupe chromophore est responsable du processus d’absorption du rayonnement
électromagnétique dans les régions UV et visible, ce qui leur permet d’agir comme des molécules
photo sensibilisatrices (Maiti et al., 2020 ; Vazquez et al., 2020 ; Wargala et al., 2021).

Egalement ; les colorants cosmétiques peuvent étre classés selon leurs structures chimiques et du
groupe chromophore qu’ils contiennent, en cing groupes principaux : azoique, triarylméthane,

xanthénes, indigoide et quinoléine.
| -4-2-1 Les colorants azoiques :

Sont des molécules synthétiques caractérisées par une ou plusieurs doubles liaisons réunissant
deux atomes d’azote (N=N). Ces atomes sont liés a un nombre varié de noyaux aromatiques plus ou
moins substitués suivant la nature des groupes substituant les colorants sont hydro ou liposolubles
(Robert et al.,1973).
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Figure 03 : Structure des colorants azoiques (Benkhaya et al., 2020).

Catégorie de colorant la plus répondue actuellement sur le plan de I’application (Tarnow et al
.,2020), puisque il représente plus de 60% de la production mondiale de matiére colorante
(Benkhaya et al., 2020 ; Chung, 2016).Cela est d a la facilité et la rapidité de leur production et

aussi de leur grand variété de couleurs, en comparaison avec les colorants naturels (Milia, 2009).

Ces structures qui reposent généralement sur le squelette de 1’azobenzéne, sont des systemes

aromatiques ou pseudo aromatiques liés par un groupe chromophore azo (khan et Benerjee ,2010).
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Les colorants azoiques sont classés en fonction du nombre de liaisons azoiques (-N=N-)

présentes dans leur structure moléculaire. On distingue ainsi les colorants monoazoiques Cl 15510

(oronge), diazoiques CI 20170 (oronge), triazoiques et polyazoiques (tableau 02).

Dans le systeme de classification Color Index (CI), les colorants azoiques sont humérotés de 11

000 a 39 999 en fonction de leur structure chimique spécifique. Ce systéme de numérotation a été

développé par la Society of Dyers and Colourists pour permettre une classification detaillée des

différents colorants (chung, 2016).

Tableau 02 : Classification des colorants azoiques en fonction de I’index de couleur (Bafana et al.,

2011 ; Benkhaya et al., 2020 ; Gurses et al., 2016).

Classe chimique

Groupement CI

Monoazoique
Diazoiques
Triazoiques
Polyazoiques

Azoiques

11000-19999
20000-29999
30000-34999
35000-36999
37000-39999

| -4-2-2 Les colorants anthraquinoniques

Ils sont les plus importants aprés les colorants azoiques. Leur formule générale drivée de

I'anthracene prouve que le chromophore est un noyau quinonique sur lequel peuvent s'attacher des

groupes hydroxyles ou amino. Leurs chromophores sont des groupes carbonyles >C=0. On les

obtient par la substitution de I’atome d’hydrogéne H par des groupements hydroxyles et amino

(Chetioui, 2010).
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Figure 04 : Formule développée de I’anthraquinonine.
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| -4-2-3 Les colorants xanthanes

Sont des composes qui constituant de les dérives de la fluorescence halogénée, ils sont dotés
d’une intense fluorescence. Leur propriété démarqueurs lors d’accident maritime ou de traceurs
d’écoulement pour des riviéres souterraines est malgré tout bien établie. Ils sont aussi utilises

comme colorant en alimentaire, cosmétique, textiles et impression (Lamri , 2010).

r =1

O

Figure05 : Formule développée de 1’ xanthane.
| -4-2-4 Autres colorants synthétique
A. Les colorants indigoides

Les colorants indigoides tirent leur appellation de 1’indigo dont ils dérivent provoquent

d’importants effets hypochromes avec des coloris pouvant aller de I’orange au turquoise (Walace,
2001).

B.Les colorants triphénylméthane
Sont des composés organiques colorés avec une structure de base comprenant trois cycles phényle
liés a un carbone central large gamme de nuances (Lamri, 2010).
C.Les colorants quinoléiques
La structure principale des colorants quinoléiques est basée sur les aryles substitués de n-
quinoléines et n-quilondiamines. (Perrin et Scharef, 1995).
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Il -1 Définition

Le foie est un organe essentiel du corps humain, il constitue la plus volumineuse glande
(pesant en moyenne 1.5 kg), représente environ 2 % du poids corporel d’un adulte (Arjun et al.,
2023). Situé entre I’intestin et le ceeur (auxquels il est relié d’une part par le systéme veineux porte
d’autre part par les veines sus-hépatiques et la veine cave inferieure) (Florin et al., 2005), sous le
diaphragme et au-dessus du rein droit et les intestins (figure 06), dans la partie supérieur droite de

la cavité gastrique (Olivia, 2022).

De plus, ¢’est une petite usine de transformation chimique qui préserve les organismes et protege

le systéme immunitaire contre le risque de sur charge (Lukas, 2013).

Figure 06 : La position du foie dans le corps (Oriana et al., 2015).

Il -2 Anatomie du foie

Le foie est un organe glandulaire impair, sa taille de 28 cm en largeur, 8 cm en hauteur et 16
cm en profondeur, lisse et souple de couleur rouge- brun, et de consistance assez ferme (Tamini,
1990).

Il -2-1 Anatomie externe

Le foie a la forme d’un demi-avoide horizontale a grosse extrémité droit allongé transversalement
sous le diaphragme (Mellal, 2010).

Depuis, il est constitué de deux parties, le lobe gauche (1/3 du volume) et le lobedroit (2/3 du
volume), séparés par le ligament falciforme (Malarkey et al., 2005).

Le foie permet de décrire trois faces : supérieure, inferieure et postérieure.

11
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Il -2-1-1 La face supérieure ou diaphragmatique

La face supérieure est moulée sur le diaphragme large dans sa partie droite progressivement
effilée vers la gauche, elle présente a 1’'union de ses deux tiers droits et de son tiers gauche,
I’insertion du ligament falciforme, repli péritonéal sagittal, pratiquement médian, tendu entre le
foie et le diaphragme. En avant, ce ligament se prolonge entre le ligament rond et la paroi
abdominale antérieure En arricre, ses deux feuillets s’écartent progressivement pour entourer la
veine cave inferieure sus-hépatique. 1l sépare le foie en deux lobes : le droit volumineux et le

gauche plus petit (Denis et al., 2006) (Figure 07).

Diaphragme

Ligament triangulaire
gauche

Lobe gauche du foie

Partie antérieure du
ligament coronaire

Ligament falciforme

Bord inférieur du foie

ine ombilicale

Lobe droit du foie

Vveésicule biliaire

Figure 07 : Face supérieure du foie (Lounis, 2024).

11-1-2 La face inférieure ou viscérale

Elle est parcourue par trois sillons qui dessinent grossiérement la lettre H, deux sillions antéro
postérieurs (gauche et droit) et un sillon transversal, le sillon antéro-postérieur gauche est plus étroit
mais coupe profondément la surface inférieur du foie, le sillon droit correspond a la fosse de la
vésicule biliaire et le sillon transversal relie les deux sillons sagittaux constituant le hile hépatique

(Barone,1984) (figure 08 ).
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Ligament de la veine
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Figure 08 : Face inférieure du foie (Lounis,2024).

Ces trois sillons de la face inférieure foie découpent sur cette face quatre zones distinctes
appelées lobes qui sont définies la portion de parenchyme : lobe gauche, le lobe droit, le lobe carré,

et le lobe de spiegel (Henri, 2002).

» Une partie droite correspondant seulement a la partie du lobe droit située a droite de la
vesicule biliaire.

» Une partie centrale antérieure le lobe carré limité par le sillon ombilical a gauche, le lit
vésiculaire a droite et le hile en arriére appartenant au lobe droit (Denis et al., 2022).

» Une partie gauche correspondant au lobe gauche situé en dehors du sillon antéropostérieur
gauche (Casting et veilhan, 2006).

» Une partie central postérieure, le lobe de spiegel au lobe caudé qui appartient du foie situé
entre la veine cave inferieure en arriere et le hile en avant (Denis et al., 2022).

11-1-3 Face postérieure

Elle est pratiquement verticale et se moule sur la face intérieur et la veine cave et sur la
convexiteé de la colonne vertébrale (Casing et veilhan, 2008). Elle marquee par la présence de deux

sillon :

» Un sillon verticale droit, ou se loge la veine cave inferieure amarrée au foie par les

veines sus-hépatiques.
» Unssillon verticale gauche, qui prolonge le sillon d’Arantius (Mellal, 2010).
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Figure 09 : Face postérieure du foie (Lounis, 2024).
Il -2-2 Anatomie interne

Le foie est un organe complexe composé de plusieurs types de tissus qui lui conferent ses fonctions

spécifiques.

IL est entouré particllement de péritoine et enveloppé d’une capsule fibreuse mince et
résistance, la capsule de Glisson, qui se prolonge a l'intérieur du foie, forme des cloisons qui
séparent les lobules hépatiques et fournissent un soutien structurel (Castiang et Veilhan, 2006).

> Les lobules hépatiques sont I'unité anatomique et fonctionnelle du foie, ils se présent
comme une structure hexagonale. Chaque lobule hépatique est entouré par des tracts portaux,
qui contiennent des vaisseaux sanguins, des tissues conjonctif et descanaux biliaires
(Grisham, 2009). Au sein d’un lobule, les lames d’hépatocytes sont disposées de fagon
radiaire autour d’une veine centro-lobulaire vers laquelle convergent les sinusoides pour s’y
aboucher par de large fenétres. Les angles des lobules hépatiques délimitent les espaces
portes ou espaces de kiernan .Ces espaces ont une forme arrondie ou triangulaire et
contiennent la triade porte préterminale, composée d’une artére, veine porte et canal biliaire.
Les cotés des lobules forment les cloisons péri-lobulaires dans lesquelles cheminent les
structures biliaires avec les branches terminales des vaisseaux portes (Figure 10) (Martin et
Feldmann, 1983).
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Figure 10 : Schéma de la structure d’un lobule hépatique (Brik et Kahli, 2020).
Il -3 Segmentation

La segmentation hépatique est une segmentation fonctionnelle basée sur la distribution intra-
hépatique des éléments du pédicule hépatique, dont la veine porte constitue 1’élément directeur, elle

peut étre portale ou sus-hépatique (Henri et al., 2002).

» Segmentation portale: est la segmentation la plus importante du point de vue
chirurgicale permette de divisé le foie en un foie gauche et un foie droit correspondant
au ramification de la veine porte.

> Segmentation sus-hépatique : Basée sur la disposition des veines sus-hépatiques
(mellal, 2010).

La distribution du pédicule hépatique comprend cing secteurs : le secteur dorsal qui séparé les deux
foies, les quatre autres, paramédians et latéraux forment le foie gauche et droit. Ces secteurs se
divisent en deux segments, a 1’exception du secteur dorsal et latéral gauche qui reste mono-
segmentaire. Ainsi, il ya huit segments numérotés de 1a 8 sur la face inférieure du foie, en suivant
le tronc porte dans le sens inverse des aiguilles d’une montre, le huitieme segment n’étant visible
que sur la face dorsale .Chaque segment posséde son propre systéme de vascularisation et de

drainage biliaire :

» Le segment 1 correspond au lobe caudé et a la partie du foie en avant de la veine cave.

» Le segment 2 correspondant au secteur postérieur gauche.

» Les segments 3 et 4 constituant le secteur antérieur gauche, et siégeant 1'un a gauche
(Segment 3) et I’autre a droite (segment 4) de la fissure ombilicale et du ligament rond.

» Le segment 5 correspondant a la partie inférieure et le segment 8 a la partie supérieure du
secteur antérieur droit.
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» Le segment 6 correspondant a la partie inférieure et le segment 7 a la partie supérieure du
secteur postérieur droit (Couinaud, 1993) (figure 11).
Le foie gauche est composé des segments 4,3 et 2, tendis que le foie droit est constitué des
segment 8, 7,6 et 5 (Couinaud, 1981).

Veine sus-hepatique ) Veine sus-hépatique
sagittale (dans la i gauche
grande scissure) 4

Veine sus-hépatique z n -
droite y ’,—':=='-—-‘-ﬂ.-¢
- —

Canal hépatique
gauche

Canal latéral droit

Canal hépatique
droit

Canal paramédian

Ligament rond
prolongeant
le récessus de Rex

Vésicule

=

FOIE DROIT FOIE GAUCHE
11 |

LOBE DROIT LOBE GAUCHE

Figure 11 : Segmentation hépatique (Frexinos et al., 1988).

Il -4 Vascularisation

Le foie est un organe hautement vascularisé dans le corps humain, représente plus de 10% du
volume sanguin total et environ 1,4 litre de sang le traverse chaque minute chez un adulte moyen
(Oriana et Denis, 2015). Il posséde une double vascularisation a la fois fonctionnelle est assurée

par la veine port, et a la fois nutritive assurée par ’artére hépatique, (Figure 12) (Mellal, 2010).

La circulation du sang et de la bile dans le foie

wararse b patsgue

segMmMments

canal cholddogue

artece hépatigue
VA DO Te

vescule biawre

Figure 12 : Systeme de vaisseaux et conduits intra —hépatiques (Gosling et al., 2003).
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Il -5 Les cellules hépatiques :

Le foie est compose de deux types de cellules : les parenchymateuses (hépatocytes), et de
quatre cellules non parenchymateuses qui contribuent a la diversité cellulaire de cet organe
(Benhamou et Erlinger, 2008).

11 -5-1 Les cellules parenchymateuses (hépatocytes)

L’unité fonctionnelle du foie, représente environ 70% des cellules hépatiques (Rosenbaum,
1991). Sont étroitement associés aux sinusoides pour permettre des échanges avec le sang a travers
I’espace de Disse. A 1’un de leurs pdles, ils forment avec un hépatocyte voisin un canalicule biliaire

(Stevens et Lowe, 2006).

Il -5-2 Les cellules non parenchymateuses

A coté des cellules hépatiques parenchymateuses, on peut distinguer d’autres types cellulaires
(Brik et Kahli, 2020) :
»Les cellules endothéliales sinusoidales : sont les cellules qui entourent la sinusoide, ontune
structure lache (pas de membrane basale) qui facilite les échanges de petites moléculesentre le sang
et les hépatocytes (Benhamou et Erling, 2008 ;Dooley et al., 2011).

»Les cellules péri-sinusoidales stellaires : sont les cellules riches en graisses (cellules d’Ito),
constituent 5% des cellules hépatiques et se situent dans I’espace péri sinusoidal entre la surface bas
latérale des hépatocytes et le c6té anti-liminal descellules endothéliales sinusoidales (Lecluyse et

al., 2012), elles sont des resserves rétinoides tels que la vitamine A (Senoo, 2004).

»Les cellules de kupffer : sont des macrophages tissulaires résidant dans le foie, représentent 5 a
10% des cellules hépatiques et habituellement localisées a I’intérieur de la micro-vascularisation

sinusoidale en contact avec les cellules endothéliales (Dooley et al., 2011).

Les cellules de kupfffer peuvent moduler les activités métaboliques des hépatocytes en produisant
le cytokine (Morgan, 2009).

»Les cellules épithéliales biliaires polarisées : sont les cellules polarisée présentes dans le canal

biliaire et sont responsables de la production de la bile (Benhamou et Erling, 2008).
I1 -6 Physiologie du foie

Le foie est un organe polyvalent occupant diverses fonctions vitales :
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Il -6-1 Production de la bile

La sécrétion biliaire constituée I'une des fonctions les plus importantes du foie. La bile est
unliquide biologique jaune-verdatre secrétée de maniére continue et a raison de 800 a 1000 ml par
jour pres de la moitié de cette production est stockée et concentrée dans la vésicule biliaire,
principalement la nuit et I’autre moitié est directement déversée dans le duodénum, la bile est
composée a 95% d’eau ;mais également d’électrolytes non organique (Na*, k™, Ca™,CI"), des sels
biliaire ,d’acide biliaire , de cholestérol, des pigment biliaires, et des phospholipides (Olivia,
2022). Apres la sécretion de la bile elle subit une circulation entéro-hépatique ou elle accomplit son

travaille dans I’intestin (Arjun et al.,2023).
11 -6-2 Stockage et métabolisme hépatique

Le foie possede de nombreuses fonctions métaboliques qui peuvent étre regroupées en trois

fonctions principales : métabolisme des glucides, lipides et protéines.
11 -6-3 Métabolisme des glucides

Le foie préléve le glucose et d’autres monosaccharides du plasma pour les stocker sous forme
de glucogéne ou les convertir en acides gras. En cas de baisse de la glycémie, le foie libere du
glycose en dégradant les réserves de glycogéne. Si ces réserves sont épuisées, le glucose peut étre
synthétisé par néoglucogenése a partir de lactate, de glycérol ou du squelette carboné des acides

aminés (Koolman et Rohm, 2004).
Il -6-4 Métabolisme des lipides

Le foie est essentiel dans le métabolisme des lipides. Il est capable de synthétisé, de secrété
dans la bile et dans le plasma et de dégradé une grande quantité des graisses (Carol et al., 1975).Le
foie peut assemblé les acides gras et le glycérol en triglycéride, qui sont conditionnés avec des
particules de lipoprotéines de tres faible densité pour la sécrétion des hépatocytes dans la circulation

sanguine.
11 -6-5 Métabolisme des protéines

Les protéines sont apportées par I’alimentation, puis dégradés en acides aminés et transportées
vers le foie via la veine porte. A partir de ces protéines, le foie crée I’albumine essentiellement
responsable de la pression oncotique ; c'est-a-dire en maintient la quantité de liquide dans le secteur
vasculaire. Le foie crée les protéines pro-coagulation et anti-pro-coagulation en quantité équivalent

pour garantir un équilibre en cas de besoin.
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Les cellules hépatiques fabriquent la protéine plasmatique issue du fibrinogene soluble pour devenir
des brins de fibrine insoluble contribuant a former le callot sanguin, jouant un réle de catalyseur

impliqué dans la réaction de coagulation (Gorzkowski, 2023).
Il -6-6 La detoxification hépatique

La détoxification hépatique est une succession de réactions visant a éliminer les toxiques de

I’organisme, notamment 1’alcool, les drogues, I’ammoniaque, les pesticides et les métaux lourds.

Le foie possede des cellules de kupffer se trouvant le long des vaisseaux hépatiques qui liberent
le sang de toutes les substances étrangeres comme les bactéries. Elles ont la capacité de trier les
globules rouge défectueux ou trop anciens en les envoyant vers la rate pour étre éliminés par les
macrophages. Le foie favorise la transformation de la bilirubine libre qui est toxique en bilirubine
conjuguée. Cette bilirubine est le résultat de la dégradation des globules rouge dans la rate
(Gorzkowski, 2023).

Il -6-7 Epuration

Les produits de dégradation peu solubles dans le sang, seront rejetée dans les canalicules
biliaires par la face d’hépatocytes oppos€e aux capillaires sinusoides; et grdce a [’action
émulsifiante des acides biliaires, ils peuvent étre mis en solution dans la bile et parvenir dans
I’intestin avec cette derniére. Ils seront alors éliminée dans les selles (Baudin, 2021 ; Bessaguet et

Desmouliére, 2021).
Il -7 Les marqueurs biochimiques mesurent I’activité hépatique
Il -7-1Transaminases :

Impliqués dans larecherche d’une hépatite cytolytique virale, médicamenteuse ou toxique

modérément augmentée.

Les transaminases (ou amino-tranférases ) sont des enzymes hépatocytaires dont la fonction est

de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha-cétonique.

Il existe deux transaminases: ASAT = Aspartate Amino Transferase ou SGOT (Serum-
Glutamate-Transaminase). ALAT=Alanine Amino Transférase ou SGPT (Serum-Glutamyl-

Pyruvate Transaminase) (Guyader, 2005).

Le cceur, le foie et les muscles squelettiques sont riche en L’ASAT, tandis que L’ALAT est

principalement présente dans les hépatocytes (cellules du foie) (Lazo, 2008).
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11 -7-2 Phosphatase alcaline (PAL)

Les phosphatases alcalines sont des enzymes présentes dans de nombreux tissus de 1’organisme,
notamment le foie, le pancréas et os. Elles hydrolysent les organophosphorés et liberent les
phosphates minéraux insolubles essentiels pour la calcification et la minéralisation des os du
squelette et jouent également un role de “transporteur” du phosphate et d'autres substances (lipides

et Ca* au niveau intestinal) (Chevrot, 2017).
Il -7-3 La bilirubine

La bilirubine est un pigment biliaire jaune rougeatre issu de la dégradation de I’hémoglobine du
sang (Hunter, 2006). On distingue la bilirubine indirecte (non-conjuguée) et directe (conjuguée)
avec du glucuronate (Gilles et al., 2006). La bilirubine non conjuguée est insoluble dans I’eau et
doit étre transformée dans le foie en bilirubine conjuguée soluble dans 1’eau, qui est ensuite excrétée

dans la bile et éliminée de I’organise par voies biliaires (Vitek, 2012).
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Il -1 Matériels utilisés

La préparation du traitement a été effectuée dans le laboratoire de biochimie au niveau du hall
technologique, ainsi, 1’élevage et le traitement des animaux a été réalisé au niveau de lI'animalerie

du département d’ Agronomie de la faculté des sciences de 1'université de 20 aout 1955 Skikda.
Il -1-1 Matériel biologique

Des rats femelles blancs de la souche Wistar albinos, ont été commandés de I’institut Pasteur
(Centre EL Koubba, Alger) fin de février. A leur arrivée ces rats étaient agés de 5 a 6 semaines d’un
poids corporal compris entre (130 a 200 g).Les rats ont subi une période d’adaptation de 15 jours

suivie par une période de traitement de 25 jours.

Figure 13: Rats Wister (photo original).

Il -1-2 Conditions d’élevage
Les condition d’élevage sont résumées dans le tableau 03 et illustrées dans la figure

Tableau 03 : Condition d’élevage des rat.

Condition Description

Période d’adaptation 15 jours

Température 20 a 23°c

Lumiére Du jour

Aération Naturelle

Cage Plastique transparent, grillagée

Litiére copeaux de bois

Nourriture aliment standard sous forme des croquettes
Eau Filtrée, du robinet

Nettoyage Quotidien avec changement de la litiére
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Figure 14 : Conditions d’¢levage des rats (photo originale)

11 -1.3 Matériel de préparation de I’émulsion
Dans cette étude, on a traité les rats en utilisant des colorants cosmétiques de deux origines :
chimique de nature azoique et végétal naturel type jus de betterave. Ces deux colorants ont était
incorporés séparément dans des émulsions a application dermique. La matiere primaire est la
suivante :

e La phase aqueuse :

> Eau distillée.

» Agent humectant : la Glycérine végétale.

» Agent épaississant : Gomme xanthane.

Figurel5 : La gomme xanthane. Figurel6 : La glycérine végétale.
e Laphase huileuse :

Huile végétale : huile d'amande douce.

Agent émulsifiant : Cire émulsifiante n°3.

Agent émollient : Myristate d'isopropyle (IPM).

Conservateur : le Cosgard.

Colorant chimique azoique rouge.

YV V. V V V V

Colorant végétal (jus de betterave).
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AROMA =ZONe

Figure 20 : Conservateur. Figure 21 : Jus de betterave.  Figure 22 :Colorant chimique.

La majorit¢ des produits utilisés dans la fabrication de I’émulsion et selon le
fabriquant(Aromazone) sont d’origine végétale, issus d’une agriculture biologique etcertifiés
par Ecocert Greenlife. Le choix de ces produits a pour but d’’éviter une possibleinterférence
avec notre objectif d’étude.

Il -1-3-1Materiels d'étude au laboratoire :

L’ensemble du matériel et produits utilisés dans notre expérience sont :

-Becher.

-Une balance de précision.

-Spatule.

-Fouets.

-Papier ph métre.

-Deux plaques chauffantes .

- Flacon en verre stérile.

- Une petite cuillere.

- Thermometre.

-Bols pour bain marie.
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Il -2-Méthode :
Il -2-1Préparation de I’émulsion :
Principe :

Une émulsion est formée de deux phases liquides non miscibles : ’'une est lipophile, I’autre est
hydrophile, liée par une émulsifiant pour assurer la stabilité¢ (Caullet et al., 2018).

Phase aqueuse + phase huileuse + Cire émulsifiante n°3 = Emulsion (créme, lait corporel...)

Il -2-1-2Formule de I’émulsion :

Trois émulsion ont été préparées : émulsion sans colorant, émulsion avec colorant rouge azoique,

émulsion avec colorant végeétal rouge jus de betterave.
Le dosage de chaque composant est mentionné dans le tableau 04

Tableau 04 : Dosage des ingrédients de 1’émulsion

Dosage
Ingrédient Sans Colorant Colorant

colorant chimique Végétale
Eau distillées 77,4%=77,49 | 77,4%=77,49 | 77,4%=77,49
Glycérine végétale 3,5%=3,5¢ 3,5%=3 ,5¢ 3,5%=3,5¢
Gomme xanthane 1%=1g 1%=1g 1%=1g
Huile d’amande douce 9,5%=9,5¢ 9%=9¢g 9%=9¢g
Cire émulsifiante 5%=5¢q 5%=5¢g 5%=5¢
Mpyristate disopropyle (IPM) 3%=3¢ 3%=3¢ 3%=3g
Conservateur 0,6%=0,69 0,6%=0,69 0,6%=0,69
Colorant chimique / / /
Colorant végétale / / 0,5%=0,5g

Il -2-1-3Mode opératoire :

e Préparation de la phase aqueuse :
Les ingrédients de la phase aqueuse sont ajoutés 1’un apres 1’autre dans un récipient : I’eau distillée,
glycérine et la gomme xanthane. Agitation des ingrédients en utilisant un fouet pour dissoudre la

gomme xanthane.

Figure 23:Préparation de la phase aqueuse (photos originales).
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e Préparation de la phase huileuse :

Les ingrédients de la phase huileuse sont ajoutés et agités I'un aprés 1’autre dans un récipient :

I’huile végétal, la cire émulsifiante et I’IPM.

Figure 24 : Préparation de la phase huileuse (photo originale)

» Deux bains marie sont préparés simultanément, I’un pour la phase aqueuse et 1’autre pour la
phase huileuse.

» Les deux phases sont agitées continuellement La température dans les deux bols ne doit pas
dépasser 70°c.

» Apres dissolutions de la cire émulsifiante les deux bols sont retirés du bain marie.

La phase aqueuse est versée sur la phase huileuse, le mélange est agité pendant 03 minutes jusqu’a

obtention d’une émulsion (ressemble a un lait).

» Apres refroidissement (35°C -45°C), le conservateur est ajouté.
Le colorant est ajouté, dans le cas ou I’émulsion contient un des deux de ce dernier.
Le pH de la préparation finale est vérifié. C’est une émulsion a pH neutre (pH=7).

» Chaque émulsion est transférée dans un flacon stérile en verre.

Figure26 : Emulsion en colorant jus de betterave. Figure 27 : Emulsion avec colorant chimique
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Il -2-1-4Mesure de pH

Par un pH meétre, on mesure le pH de chaque émulsion.

a)Emulsion sans colorant b) émulsion avec colorant c) émulsion avec colorant
Ph=7 végétale pH=7 chimique pH=7

Figure28 : Mesure de pH des émulsions.
Il -3- Protocole expérimental
Il -3.1. Répartition et traitement des rats :

Apres une période d’adaptions de 15 jours pour permettre aux rats de s’habituer a leur
environnement, les rats ont été répartis aléatoirement en 4 groupes de 8 a 10 rats chacun. Les

groupes sont :

Groupe 01(T) : 8 rats, c’est le groupe de témoin, qui n’a pas pris aucun traitement.
Groupe 02 (SC) : 10 rats, traités par I’émulsion sans colorant

Groupe 03 (CV) : 10 rats, traités par I’émulsion en colorant végétal (jus de betterave).
Groupe 04 (CC) : 10 rats, traités par I’émulsion en colorant chimique azoique.

Il -3-2 Pesage des rats :

La mesure du poids est effectuée a I’aide d’une balance électronique. Sur les rats pendant la durée
d’élevage, soit au cours de l’adaptation (pour 1’évaluation des changements possibles par la
nourriture ou les facteurs externe), ou au cours de traitement (pour évaluer les effets des émulsions

appliquees).
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Figure 29 : Mesure du poids des rats.

Il -3-3 Traitement des rats par les émulsions :

A T’exception du lot témoin, les rats de trois autre lot, on désinfecte la zone abdominale de chaque
rat avec une dose de 0,1 g de I’eau oxygéné (6%) a I’aide d’un coton, Ensuite les rat ont regus la

méme dose de (0,1 g) de I’émulsion de la méme maniére que 1’application du I’eau oxygénée en

utilisant une spatule stérile, pendant 25jour.

Figure 30 : Application abdominale de 1’émulsion (photo originale).
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Il -4- Protocole expérimentale de I’étude

38 rats (apres I’adaptation 15 jours)

Répartis en 4 groupes

l l l l

8 rats : pas pris 10 rats : Traité par 10 rats : Traité 10rats : Traité

aucun I’émulsion sans par I’émulsion par I’émulsion

traitement. colorant. en colorant en colorant
végeétal. chimique

Aprés 25 jours du traitement

Sacrifice

Préléveme Prélevement
nt du sang des organes

\ "

Dosages des parametres
biochimiques :

» TGO, TGP Coupe histologique du
Bilirubine total foie
Bilirubine directe

Phosphatase

alcaline

Y V V

Figure 31: Protocole expérimentale de 1’étude.
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11 -5-Prélevement sanguin

Pendant une période de 25 jours, nous avons minutieusement suivi un groupe de 38 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 prélévement des échantillons.

Les rats a jeun sont anesthésiés par le chloroforme pour assurer la stabilité des rats pendant les
prélevements, cette méthode est utilisee conformément aux protocoles éthiques et de bien-étre

animal.

Le prélévement sanguin a été effectué au niveau cceur fermé en utilisant une seringue jetable
propre. Le sang recueilli (environ 5 ml) est placé dans des tubes héparine pour le dosage des
parameétres biochimiques sanguins (AST, ALAT, ALP, et bilirubine).

Figure 32 : Prélevement du sang au niveau du cceur fermé. (Photo original)
11 -5-1 Dosage des parametres biochimiques

Le dosage des parametres biochimiques a été effectué par un automate modéle biochimique
BECKMAN COULTER AU480.

Figure 33 : Automate des analyses biochimique modéle BECKMEN COULTER-AU480 (photo

originale).
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» Dosage d’Alanine Amino Transférase (ALAT ou TGP)

C’est une technique fait a 1’aide de Kit d’Alanine Amino Transférase selon les réactions suivante.

(Kaplan et al, 1984 ; Young, 1995).

ALAT

L-Alanine + 2-Oxoglutarate » Pyruvate + L-Glutamate
LDH
Pyruvate + NADH + H* » L-lactate + NAD*

La diminution de I’absorbance proportionnelle a I’activité ALT, est mesurée a 340 nm (Henry et
al., 1960 ; Bergmery et al., 1978).

L’Aspartate-Aminotransférase (ASAT/TGO) :

La détermination cinétique de 1’activité Aspertate-Aminotransférase se fait par la réaction chimique

suivante :
TGO

-2-oxoglutarate + Aspartate » Glutamate + oxaloacétate
MDH

Oxaloacétate + NADH + H* » |- Malate + NAD*

Le taux de la diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a l'activité

I’ Aspartate-Aminotransférase dans I'échantillon (Bergmyer et Horder, 1980).
» Dosage de phosphatase alcaline (ALP)

La phosphatase alcaline est présente dans de nombreux tissus incluant le foie et les 0s. La
détermination colorimétrique de I’activité phosphatase alcaline selon la réaction suivant : (Belfield
et Glodberg, 1971).

ALP
Phénylphosphate » Phénol +Phosphate

> Bilirubine totale

La bilirubine réagit avec 1’acide sulfanilique diazoté a pH acide pour produirel’azobilirubine. Cette
réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine conjuguée), parcontre avec la
bilirubine totale (bilirubine non conjuguée) elle est indirecte et nécessite la solubilisation par le

diméthylsulfoxide (DMSO). (En absence de DMSO, seule la bilirubine directe réagit). L’intensité
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de la coloration est proportionnelle a la concentration de la bilirubine dans 1’échantillon (Malloy et
al., 1937 ; Kaplan et al., 1984).

Il -6- Préparation des coupes histologiques
Il -6-1 Dissection et préléevement des organes

Le foie été rapidement prélevée rincé avec une solution saline (NaCl0.9%) pour éliminer les
impuretés, Ensuite ils sont pesés et conservés dans une solution de formol a 10%. Cette solution

fixative permet de stabiliser les tissus biologiques, pour réaliser I'étude histologique.

Figure 34 : Dissection d’un rat (photo originale).

11 -6-2 Etude histologique :

Les coupes histologiques sont biopsies (prélévement d’un tissu de petite taille), qui ont été réalisés

suivant la technique classique de Houlot, (1984) qui comporte les étapes suivantes :
e Préparation des cassettes :

Le foie prélevé est découpé avec un quéteuse en fragment de 3 mm d’épaisseur, puis on les met
dans les cassettes plastique codifies (portant le code d’identification pour chaque rat) et placés dans

le formole pendant 24h.

Figure 35 : Préparation des cassettes (photo originale).
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e Circulation :

Elle est realisée a 1’aide d’un automate pendant 16h qui effectuée la déshydratation par passage
dans une série des bains d’éthanol & concentrations croissantes (80%, 95% et 100%). La 2°™ étape

consiste en un nettoyage dans le xyléne suive par une infiltration par la paraffine chaude.

Figure 36 : Automate pour la circulation (photo originale).
e Inclusion:

Dans un moule métallique placé a 1’étuve a 56°C, on verse au fond quelques gouttes de paraffine
liquide, puis mettre I’organe en veillant au sens pour obtenir une coupe de tous les tissus, recouvrer

la piece par la cassette, puis rajouter de nouveau de la paraffine liquide.

Apreés le refroidissement du moule a une température de -2°C, on obtient un bloc de paraffine dur
qui contient la piece prélevée.

Figure 37 : Préparation des blocs (photo originale).

e Coupe (Microtomie) :

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant d’étre réduits en coupes microscopiques de 5
um d’épaisseur a 1’aide d’un microtome, les coupes sont ensuite étalées dans un bain marie a 50°C

pour décontracter la paraffine. On prend la section de I'eau a l'aide d'une lame. L'adhérence des
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coupes sur les lames est faite par une étuve a une température de a 60°C pendant 45 min

(élimination des particules d'eau par évaporation et le déparaffinage).

Figure 38 : Les blocs aprées le refroidissement. Figure39 : Microtom (photo originale).
(photo originale)

e Coloration hématoxyline d'Harris Eosine (HE) :

L’hématoxyline d’Harris colore le noyau en move foncé presque noir et 1’éosine colore le

cytoplasme en rose ou rouge. La technique dure 45min.

Figure 40 : Coloration hematpxyline d’Harris Eosine (HE) (photo originale).

e Montage :

Apres l'enlévement des lames d'xyléne on fait le montage .La lame est humidifiée par I'xyléne avant

I’application de la colle spécifique (I'EUKIT) qui permet de coller correctement la lame avec la

lamelle et aussi de donner une observation tres claire et transparente.

Mettre la lamelle, et presser pour enlever le reste d'air, a la fin, les lames doivent étre laissé jusqu'au
séchage avant d'étre placées dans la porte lame.
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Figure 41 : Montage d’une lame (photo originale).

e Observation microscopique :

Les coupes histologiques ont été observées sous un microscope optique (Leica) avec un

grossissement de 100 suivie par un autre de 400.

Figure 42 : microscope optique (photo originale).
» Analyses statistiques

L'analyse des données a été réalisée a l'aide de tests statistiques non parametriques. Les résultats

sont présentés sous forme de médiane (amplitude).

Les comparaisons des médianes des données quantitatives ont été effectuees a l'aide du test de
Kruskal-Wallis, suivi du test de Dunn pour les comparaisons multiples. Pour les comparaisons des
données qualitatives, le test exact de Fisher a été utilisé. Les résultats sont jugés significatifs lorsque

p <0,05(*), p<0,01 (**) et p<0,001 (***).

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 7.00

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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I11-1 Variations des parameétres biochimiques
I11-1-2 Variation des taux de TGO

Le tableau 05 montre les valeurs médianes et les amplitudes des niveaux de TGO pour les groupes

témoin, sans colorant, végétal et chimique.

Tableau 05 : Statistique descriptive de TGO.

Lot Témoin Sans colorant Végétal Chimique

Meédiane 93,5 101,3 1445 169,6
(Amplitude) U/L | (78,2-249,3) | (78,2-249,3) | (95,6-694,0) | (130,6-273,7)

Le test de Kruskal-Wallis a révélé une différence significative entre les lots (p= 0,0032**).

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative dans 1’activité enzymatique du
TGOplasmatiques chez les rats traitées par la creme avec colorant azoique rapport aux individus
témoins[169.6(130.6-273.7) vs 93.5(78.2-249.3)] U/L(p=0.0135*) et aux rats du lot «sans
colorant » [169.6 (130.6-273.7) vs 101,3(78,2-249,3)] U/L p=0,0147* (figure 43).

A noter que le groupe traité par le colorant jus de betterave présente également des valeurs
médianes plus élevées par rapport aux lots témoins et « sans colorant » mais plus bas que le lot
« colorant chimique », cependant, les différences ne sont pas statistiguementmises en évidence par

les tests fournis.
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Figure 43 : Comparaison des concentrations de TGO entre les différents groupes.
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111-1-3 Variation des taux de TGP

Le Tableau 06 montre les valeurs médianes et les amplitudes des taux de TGP pour les groupes

témoin, sans colorant, végétale et chimique.

Tableau 06 : Statistique descriptive de TGP.

Lot Témoin Sans colorant Végétal Chimique

Meédiane 56,40 52,90 51,20 59,95
(Amplitude) U/L | (48,70 -67,70) | (38,10 - 64,80) | (45,80 - 145,8) | (45,70 - 72,80)

Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative (p=0.293) des niveaux de TGP
entre les différents groupes (figure 44)Cela suggére que les traitements appliqués (sans colorant,

végétal, chimique) n’ont pas d’effet sur les niveaux de TGP par rapport au groupe témoin.
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Figure 44 : Comparaison des concentrations de TGP entre les différents groupes.
I11-1-4 Variation du taux de phosphatase alcaline :

Le tableau 07 montre les valeurs médianes et les amplitudes des niveaux de phosphatase alcaline

pour les quatre groupes témoin, sans colorant, végétale et chimique.

Tableau 07 : Statistique descriptive de la phosphatase alcaline.

Lot Témoin Sans colorant Végetal Chimique

Meédiane 1258 144.2 1239 1259
(Amplitude) U/L | (94,7-163,1) | (126,1-184,2) | (86,5-166,3) (91,1- 188,2)
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Les résultats montrent que les niveaux de phosphatase alcaline ne différent pas de maniére
significative (p=0.095) entre les différents groupes (Témoin, Sans colorant, végétal et Chimique)
(figure 45). Cela suggére que les traitements appliqués n’ont pas d’effet significatif sur les niveaux

de cette enzyme par rapport au groupe témoin.
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Figure 45 : Comparaison des concentrations de phosphatase alcaline entre les différents groupes.
1-5- Variation du taux de Bilirubine totale

Le tableau 08 montre les valeurs médianes et les amplitudes (plages) des niveaux de bilirubine

totale pour les groupes : Témoin, Sans colorant, végétale et Chimique

Tableau 08 : Statistique descriptive de la Bilirubine totale

Lot Témoin Sans colorant Végétal Chimique
Médiane 1,26 1,29 1,01 1,18
(Amplitude) mg/L | (0,84-1,83) | (0,65- 6,25) (0,14-11,60) (0,51-1,81)

La valeur p est de 0,858, indiquant que les différences de niveaux de bilirubine totale entre les

groupes ne sont pas statistiquement significatives (figure 46).

Les niveaux de bilirubine totale ne présentent pas de différences significatives entre les groupes.
Cela indique que les taux plasmatique de la bilirubine ne sont pas affétés par les traitent chimiques

ou végétaux.
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Résultats

Figure 46 : Comparaison des concentrations de bilirubine totale entre les différents groupes.

I11-1-6 Variation de taux de Bilirubine directe :

Le tableau 09 montre les valeurs médianes et les amplitudes (plages) des niveaux de bilirubine

directe pour les groupes : Témoin, Sans colorant, végétale et Chimique.

Tableau 09 : Statistique descriptive de la Bilirubine directe.

Lot Témoin Sans colorant Végétal Chimique
Médiane 0,51 0,49 0,46 0,46
(Amplitude) mg/L | (0,42 -0,98) (0,35-1,14) (0,30-0,88) (0,35-0,61)

Les niveaux de bilirubine directe ne différent pas significativement (p=0,375) entre les groupes.

Du méme, le test de Dunn de la comparaison multiple n’a pas abouti a une différence significative

(figure 47).
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Figure 47 : Comparaison des concentrations de bilirubine directe entre les différents groupes.
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Dans les deux cas (bilirubine directe et totale), les résultats montrent que les traitements testés n’ont

pas d’effet statistiquement significatif sur les niveaux de bilirubine, que ce soit directe ou totale.
111-2 Résultats de I’étude histologique

Pour confirmer les résultats des parametres biochimiques, nous avons fait une procédure du test
histologique sur le foie de différents groupes des rats expérimentaux.

L’observation microscopique des coupes histologiques des rats Wistar montre la présence
d’inflammation lobulaire et portale chronique chez quelques rats des groupes traités par

I’émulsion en « colorant chimique », « sans colorant » et « colorant végétale » Dans cd dernierla

présence de I’inflammation est rare. Quelques clichés des coupes histologiques sont montré dans
lesfigures 48, 49,50

Figure 48 : Coupe histologique d’un rat. Figure 49 : Coupe histologique du foie d’un rat

témoin. traité par colorant chimique (inflammation chronique ).

Figure 50 : Coupe histologique du foie d’un rat traité par colorant végétal (inflammation lobulaire).

Pour vérifier la signification de nos résultats, le test Fisher exacte été appliqué pour comparer entre
les nombres de cas d’inflammation hépatique dans les 04 lots. Le tableau 10 montre les valeurs de
p et lesrapports de cotes « odds ratio »(OR) avec les intervalles de confiance a 95%.
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Tableau 10 : Résultats de comparaison de nombres des tissus souffrant d’une inflammation.

Groupes comparés OR [IC 95%] P

Témoin (T) vs Sans Colorant (SC) 0.33[0.05-2.24] | 0.37 NS
Témoin (T) vs Colorant Végétal (CV) 0.78 [0.11-4.98] | >0.99 NS
Témoin (T) vs Colorant Chimique (CC) 0.56 [0.08 —3.79] | >0.99 NS
Sans Colorant (SC) vs Colorant Végétal (CV) 2.33[0.44-11.72] | 0.65 NS
Sans Colorant (SC) vs Colorant Chimique (CC) 1.67[0.27 -8.90] | 0.66 NS
Colorant Vegétal (CV) vs Colorant Chimique (CC) | 0.71[0.13-7.98] | >0.99 NS

NS : Non significatif

La Figure 51 montre les résultats de comparaison de nombre de rat selon la présence ou I’absence
de I’inflammation hépatique.

Les rapports de cotes (OR) montrent des tendances, mais aucune d’entre elles n’est
significativement différente, ce qui indique qu’il n’y a pas d’augmentation ou de diminution notable
de I’inflammation hépatique dans les groupes exposés aux colorants par rapport aux groupes
témoins. Par exemple, I’OR de 0.33, IC [0.05 — 2.24] pour le groupe témoin vs. Le groupe sans
colorant indique une tendance non significative vers moins d’inflammation dans le groupe témoin,

mais cette différence n’est pas statistiquement significative (p= 0.37).

La comparaison entre les groupes « sans colorant » et ceux avec colorant jus de betterave (OR =
2.33, IC [0.44-11.72]) ou colorant azoique (OR = 1.67, IC [0.27 —8.90]) montre des tendances vers
une augmentation de I’inflammation avec les colorants, mais encore une fois, ces différences ne

sont pas statistiquement significatives (p > 0.65 et p > 0.66 respectivement).

Les résultats montrent que les différences entre les groupes ne sont pas statistiquement
significatives cela suggere que ni les colorants végétaux ni les colorants chimiques n’ont induit une

inflammation hépatique significative par rapport au groupe témoin ou au groupe sans colorant.
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Discussion

Dans cette étude expérimentale, en a évalué I’impact de deux colorants sur la fonction hépatique des
rats femelles Wistar. Ces deux colorants sont utilisés dans la cosmétique, le colorant
chimiqueazoique du couleur rouge et un colorant végétal rouge foncé constitué principalement de
concentré du jus de betterave (Beta vulgaris) et secondairement de concentré du jus de citron pour
préserver la couleur de I'oxydation.

Pour les paramétres biochimiques, les seuls différences significatives ont été observés dans les
concentrations plasmatiques de TGO (Transaminase glutamique oxalacétique) ou encore appelé
ASAT (Aspartate aminotransférase). Ces derniers ont été élevés dans le lot qui a subi un traitement
chimique par rapport aux lots« témoins » et « sans colorant ».

En ce qui concerne les autres molécules c- a-d les TGP (Transaminase glutamique pyruvique)
appelés aussi ALAT (Alanine aminotransférase), les phosphatases alcalines, la bilirubine totale et la
bilirubine directe, les différences entre les quatre lots n’été pas significatives. Mais en remarque que
le lot « colorant végétal » a les taux plasmatiques les plus bas de ces margqueurs biochimiques.

Peu d’études qui ont comparé entre des types différents des colorants. Dans une étude
expérimentale sur des rats Albinos (Amine et al., 2010). Ont testé I'effet de deux colorants
azoiques, la tétrazine et la carmoisine, administrés par voie orale, sur les parametres biochimiques
hépatiques en utilisant deux doses, basse et élevée pendant 30 jours. Les deux transaminases (TGO
et TGP) et la phosphatase alcaline ont étais sensiblement plus élevées chez les rats traités par les
deux doses par rapport aux témoins.

L'élévation des aminotransférases dans le sérum peut étre due a des lésions tissulaires, hépatiques
(Varely et al., 1988), et une perméabilité accrue de la membrane cellulaire ou une synthése accrue
ou une diminution du catabolisme des transaminases (Malik et al., 1980). Ainsi que (Westlake et
al., 1981)ont mentionné que la libération de niveaux anormalement élevés d'enzymes tissulaires
spécifiques dans la circulation sanguine dépend a la fois du degré et du type de dommages exercés
par I'administration du composeé toxique.

De ce fait, notre étude histologique n'a révelé aucune différence significative entre les lots
comparés, malgré ¢a le nombre des rats présentant des tissus normaux c'est a dire sans atteinte
inflammatoire ou fibrose et remarquablement élevé dans les lots ou les rats traitées par le concentré
du jus de betterave.

Par ailleurs, des études ultérieures ont démontré l'altération des tissus hépatiques des animaux
traités par des colorants a azoiques par administration orale. Par exemple des nodules neoplasique
ont était repérées dans les rats males suite au traitement par le pigment Red 53:1 mais pas chez les

femelles (National Toxicology Program, 1982).
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Ainsi des expériences ont prévu que le foie métabolise les colorants azoiques par des
azoréductasesqui on était détectés dans les fractions microsomiales du foie des rats (Hernandez et
al., 1967). En outre, le foie et parmi les rares organes qui ont une activité oxydatif vis-a-vis les
pigments (Mglleret Wallin, 2000).

L'extrait du jus de betterave figure parmi les peux pigments et colorants d'origine végétale
disponibles. Les pigments de la betterave sont les Betalainsprésents dans les vacuoles des cellules
épidermiques et subépidermiques des plantes notamment les Beta vulgaris(Wink, 1997).

Les Beta vulgarissontriches en bétanines appartenant a la classe des bétacyaninesl'un des deux types
de Betalains(l'autre étant les bétaxanthines) (Michalak, 2023).

Il s'avérait que lesBetalainsont un pouvoir antioxydant (Krishnaiah et al., 2014) en neutralisant les
especes réactives oxygénée (ERO) au niveau hépatique. Ces pigments sont untraitement efficaces
contre la stéatohépatite (Yahaghi et al., 2020) et ils sont aussi considérés comme des agents
détoxifiants par 1’activation des quinone réductase ainsi ils améliorent la fonction mitochondriale
d'ou ils sont considérés comme deshépatoprotecteurs(Wettasinghe et al., 2002).En plus ils ont un
effet anti-cancéreux et qui peut étre dd a la modifications de I'expression de certains géenes liés a la
croissance et a I’apoptose (Zou et al., 2005).

Tousces biens faits de Betalains peuvent expliquer les valeurs bas des médianes de différents
paramétres biochimiques ainsi que le nombre limités des cas d'inflammation hépatique chez les rats
chez les rats du lot« colorant végétal ».

Dans notre étude, nous avons administré des colorants par voie cutanée a travers un massage. Les
colorants ont été véhiculés a I'aide d'une émulsion. L'utilisation d'émulsions telles que les cremes et
les laits corporels est une pratique courante dans les soins quotidiens de I'hnomme, et ces produits ne
sont généralement pas ingérés, ce qui justifie notre choix de cette voie d'administration. Cependant,
la dose de colorants utilisée était presque dix fois supérieure a celle recommandée en raison de la
courte durée d'administration (4 semaines).

La perturbation des paramétres biologiques par les produits cosmétiques, en particulier les colorants
et les pigments, dépend de leur absorption cutanée. L'absorption cutanée de certains colorants
azoiques a été mesurée jusqu'a 32,8 % chez les souris et 26,4 % chez I'étre humain. Ces taux
d'absorption ont été observés sur une période de traitement de 18 mois, sans qu'aucune néoplasie ne
soit détectée chez les souris, ce qui corrobore les conclusions de (Carson, 1984) et nos propres
résultats.

Malheureusement il n'y a pas de données informative sur le niveau d'absorption cutanée des
colorants Betalainsmais en général I'utilisation des émulsions favorisent l'absorption des colorants
(Bennat et al., 2000).
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L’émulsion utilisée a été ¢laborée a partir d'une matiére premiére végétale provenant de cultures
biologiques, ce qui a peut-étre contribué a atténuer un éventuel effet toxique des colorants
chimiques sur la fonction hépatique.

L'impossibilite de quantifier précisément Il'absorption effective des colorants et de I'émulsion
représente une contrainte majeure de cette recherche. De plus, le manque de connaissance du nom
chimique du colorant azoique constitue une autre limitation significative. Cette lacune a mis en
lumiere la pratique de la vente de ces produits sans étiquetage, ce qui pourrait étre considéré comme

une problématique de santé publique.
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Conclusion et perspectives

S’assurer qu’un produit cosmétique ou un ingrédient entre dans sa constitution est siir et ne présente
pas de menace pour la santé humaine est devenu plus que nécessaire.

Dans notre étude, la comparaison entre deux colorants cosmétiques, 1’un chimique de type azoique
et ’autre végétale constitué du concentré du jus de betterave, sur les parametres biochimiques et la
structure tissulaires hépatique a conclu que seules les Transaminase glutamique oxalacétique (TGO)
sont les parametres modifiables par [’utilisation des colorants chimiques. Alors que I’atteinte
tissulaire ne semble pas affectée par 1’usage de I’un ou 1’autre des colorants.

L’application cutanée des produits cosmétiques notamment les colorants sur les animaux donne une
idée meilleure de leur impact sur la physiologie hépatique puisque c’est la fagon dont ils sont
utilisés par 1’étre humain.

L’abondance des Bétanines dans le jus de betterave a peut étre constitué un facteur protecteur du
foie méme par usage cutané.

Sur la lumiere de ces résultats en peut déduire que 1’utilisation des émulsions dont les ingrédients
sont biologiques et spécifiquement végétales donne plus de sureté vis-a-vis la physiologie des
organes internes comme le foie.

Dans un monde qui s’accélére vers 1’industrie cosmétologique biologiques, 1I’expérimentation in
Vivo reste parmi les moyens les plus informatives non seulement pour s’assurer de 1’efficacité d’un
produit quelconque mais aussi pour confirmer ou nier un effet bénéfique et/ ou délétére sur les
différents fonctions biologiques.

La richesse de la tradition Algérienne en matiere de fabrication des produits de soins quotidiens
basés sur une matieére primaire végétale est encourageante pour 1’exploitation dans des cultures
biologiques certifiées a 1’échelle internationale aussi bien qu’un investissement dans des pigments
d’origine végétale dans la cosmétologie et la pharmacologie suite a des projets scientifiques les plus

ambitieuses.
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