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Résumé

Résumé

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits des baies de
Juniperus phoenicea ainsi que ’effet protecteur de ’extrait aqueux de cette derniere contre le
stress oxydatif induit par le tétrachlorure de carbone (CCl,) chez les rats males de la souche
Wistar. L’extraction des composés phénoliques de cette plante a été réalisée par le méthanol a
85% pour obtenir I’extrait brut (EBr) contenant les phénols totaux. Alors que I’extraction des
flavonoides a été réalisée par I’utilisation des solvants organiques a savoir: 1’éther diéthylique,
I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Le dosage des polyphénols, des flavonoides et des tannins a
été effectué par des méthodes utilisant le réactif de Folin-Ciocaleu, trichlorure d’aluminium et
la vanilline respectivement. Les résultats obtenus montrent la richesse des extraits de Juniperus
phoenicea en polyphénols, tanins et en flavonoides. Les activités antioxydantes de tous les
extraits de Juniperus phoenicea, réalisées par la méthode de réduction du radical libre DPPH,
sont inférieures a celle de 1’acide ascorbique (ICs0 = 0,26mg/ml). L’EBr, I’EAc et ’EA sont les
plus actifs, avec des ICso de I’ordre de 2,13, 3,38 et 3,71mg/ml respectivement.

L’étude biologique in vivo, effectuée sur 24 rats répartis en quatre lots de six individus chacun:
rats normaux sains; rats intoxiqués par le CCl, a une dose de 1ml/kg de pc (v/v dans I’huile
d’olive) par voie intrapéritonéale; rats intoxiqués par le CCl, et traités par ’EAJP a une dose
de 250 mg/kg de pc; rats normaux sains ayant regus I’EAJP (250 mg/kg pc). Le résultat a montré
que le CCl, a provoqué des altérations graves au niveau des biomarqueurs hépatiques (ASAT,
ALAT, PAL, LDH, protéines totales, albumine et la bilirubine totale), rénales (créatinine, urée
et acide urique), hématologiques (globules blancs, globules rouges, hématocrite, VGM,
hémoglobine et plaquettes) et métaboliques (glucose).

D’autre part, ces altérations ont été confirmées par 1’augmentation du taux de MDA, la
diminution du taux de GSH réduit et des activités enzymatiques de la GPx et la GST au niveau
du foie et des reins ainsi que 1’étude histologique de ces derniers. Cependant, nos résultats
révelent que le traitement des rats par I’EAJP pendant 12 jours a amélioré ces perturbations et

par conséquence a atténué I’intensité du stress oxydatif induit par le CCly.

Mots-clés : Stress oxydatif, Phytothérapie, Juniperus phoenicea, Antioxydant, polyphénols,
CCl,.



Abstract

Abstract

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of Juniperus phoenicea berries
extracts and the protective effect of the aqueous extract of Juniperus phoenicea berries against
CCly-induced oxidative damage in rats. The extraction of the phenolic compounds from this
plant was carried out with methanol (85%) to obtain the crude extract (EBr) containing the total
phenols. While flavonoids were extracted successively with : diethyl ether, ethyl acetate and n-

butanol.

The amount of phenolics content, total flavonoids and total condensed tannins were determined
by folin ciocalteu, aluminium chloride and vanillin methods, respectively. The results showed
that Juniperus phoenicea extracts contained high level of total phenolic compounds, tannins
and flavonoids. The antioxidant activities of Juniperus phoenicea extracts evaluated by
(DPPH) radical scavenging method, are lower than that of ascorbic acid (ICso = 0,26 mg / ml).
EBr, EAc and EA are the most active, with 1Cso values were 2,13, 3,38 and 3,71 mg/ml,

respectively.

The in vivo biological study was carried out on 24 rats, were divided in to four groups
where each group consisted of six animals: Animals served as normal control; animals received
intraperitoneal administration of CCl, (1ml/kg bw, 1/1 in olive oil); rats received CCl, were
also treated with AEJP at a dose of 250 mg/kg bw; rats received AEJP alone (250 mg/kg bw).
The result showed that CCl, provoked severe alterations in hepatic biomarkers (ASAT, ALT,
PAL, LDH, total protein, albumin and total bilirubin), renal (creatinine, urea and uric acid),
hematological (white blood cells, red blood cells, hematocrit, VGM, hemoglobin and platelets)

and metabolic (glucose).

On the other hand, these alterations were confirmed by the increase in the level of MDA, the
reduction of the reduced GSH level and the activities of the GPx and GST in both hepatic and
renal tissues as well as the histological study of these latter. However, our results revealed that
the treatment of the rats by the EAJP for 12 days improved these disturbances and consequently

reduced the intensity of oxidative stress induced by the CCly.

Keywords: Oxidative stress, Phytotherapy, Total phenols, Antioxidant, Juniperus phoenicea,
CCl,.
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Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du «stress oxydant». Plusieurs recherches ont mis en évidence le rdle
tragique du processus oxydatif incontrlable induit par les especes réactives oxygénées (ERO)
(Attia et al., 2012). Ces dernieres sont a I’origine directe de différents états pathologiques tels
que le diabete, 1a maladie d’ Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Yurt
et Celik, 2011). Vu la diversité et la gravité des maladies qu’induit le stress oxydant, plusieurs
équipes de chercheurs se sont investis dans la recherche de nouveaux antioxydants en vue de

lutter contre le stress oxydant et ses pathologies associées (Bidie et al., 2011).

Le stress oxydant peut étre induit par plusieurs facteurs tels que la pollution, le tabagisme,
le vieillissement et le stress psychologique mais surtout I’intoxication par des xénobiotiques
(Boelsterli, 2007; Lodovici et Bigagli, 2011; Verschuere et al., 2012; Aschbacher et al.,
2013; Siriwardena, 2014). Parmi ces xénobiotiques on peut citer les dérivés halogénés qui
constituent la classe des composés organiques dont les applications sont diverses dans les
domaines agricole, industriel, médical et domestique (Boust, 2011). Le tétrachlorure de carbone
(CCl4) est un composé halogéné qui a été largement utilis€ comme solvant dans plusieurs
industries, il peut également induire un stress oxydatif chez les animaux de laboratoire
(Zimmerman, 1999; Ranjbar et al., 2014). Bien que la plupart des données publiées sur la
toxicité du CCly portent sur les 1€sions hépatiques, des études récentes montrent que le foie
n’est pas le seul organe cible pour le CCls, mais aussi d’autres organes tels que les reins, les
poumons, le ceeur et les testicules peuvent étre cités comme des cibles bioaccumulateurs de ce
xénobiotique, ce qui mene vers une implication toxique signalée au niveau de ces organes (Rai,
2012; Wassan et Arrack, 2014; Sahreen et al., 2014). Pour faire face a ces intoxications,
plusieurs travaux ont avancé des études sur 1’exploration des effets protecteurs de nombreuses
molécules antioxydantes contre les dommages induits par diverses substances toxiques en

particulier le CCls (Joseph el al., 2015; Wu et al., 2017).

Ces derniéres années, 1’intérét porté¢ aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Les antioxydants jouent un rdle
important pour la santé, puisqu'ils sont capables de réduire ou de neutraliser les dommages

causés par les radicaux libres dans l'organisme. Des recherches scientifiques dans diverses
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spécialités ont été¢ développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces

composés a partir de plantes médicinales (Popovici et al., 2009; Bourgou et al., 2016).

Parmi les substances naturelles issues des végétaux, on retrouve les composés
phénoliques, appartenant a la classe des composés dits de métabolisme secondaire, manifestent
un spectre de propriétés pharmacologiques telles que: antibactériennes, anti-allergiques, anti-
inflammatoires, anti-cancérigénes et cardioprotectives et vasodilatoires ( Ladoh Yemeda et al.,
2014). IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la régulation de la croissance cellulaire, la rhizogenése et I’interaction
des plantes avec l’environnement biotique et abiotique. Les plus représentés sont les

anthocyanes, les flavonoides et les tannins (Macheix et al., 2005; Boizot et Charpentier, 2006).

En Afrique, les plantes médicinales sont largement utilisées pour la prévention et le
traitement de diverses maladies (Sangare et al., 2012). La flore algérienne regorge de plusieurs
especes de plantes encore peu ou pas étudiées, mais dotées de réelles propriétés
pharmacologiques (Boulaacheb et al., 2007). Juniperus phoenicea est une plante de la famille
des Cupressacées. Elle est tres utilisée en médecine traditionnelle Algérienne dans le traitement
du diabete, des affections broncho-pulmonaires, des maladies du foie et des voies biliaires
(Alejandro et al., 2004). Cependant, nous disposons de peu de travaux scientifiques ayant

validé ces propriétés.

De méme, Malgré 1'importance des polyphénols sur la santé, trés peu d’études ont été
effectuées sur les teneurs en composés phénoliques de Juniperus phoenicea, d’ou 1’objectif de
cette étude qui consiste, en premier lieu, un screening phytochimique sur la plante en question,
et évaluation de 1’activité antioxydante in vitro des extraits des baies de Juniperus phoenicea,
puis I’étude de I’effet protecteur de I’extrait aqueux de cette plante contre un polluant a savoir,

le tétrachlorure de carbone sur des rats intoxiqués par ce dernier.
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Pour ce faire, on a élaboré un plan de recherche s’articule sur trois parties :

La premiere partie est une synthese bibliographique, ol ont été abordées des notions sur
le stress oxydatif, des généralités sur la toxicité et I’utilisation des plantes médicinales en
phytothérapie, ainsi que des données sur 1’espece choisie «Juniperus phoenicea».

La deuxieme partie a été consacrée a I’extraction, la caractérisation et 1’évaluation de

I’activité antioxydante in vitro des extraits de Juniperus phoenicea.

La troisieme partie a été consacrée a I’étude expérimentale in vivo en explorant les effets
protecteurs de I’extrait aqueux de Juniperus phoenicea contre la toxicité du tétrachlorure du

carbone, au niveau des fonctions vitales étudiées (hématologique, hépatique et rénale) par :

» La détermination de quelques parametres de croissance.

» Le dosage des parametres biochimiques et hématologiques.

» L’évaluation des parametres de stress oxydant par la détermination des antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques.

» L’étude histologique de deux organes a savoir le foie et les reins.
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L. 1. Stress oxydatif

Dans une cellule eucaryote normale, 1’énergie nécessaire a son fonctionnement se fait
de fagon aérobie en utilisant des réactions d’oxydo-réduction. Ces réactions font intervenir des
oxydants ou des accepteurs d’¢électrons et des réducteurs ou donneurs d’¢électrons. Elles ont lieu
dans la chaine respiratoire de la mitochondrie qui fournit 90 % de 1’énergie nécessaire (Rolfe
et Brown, 1997). Dans cet organite intracellulaire, I’oxygéne est I’accepteur final d’électrons
aprés une cascade de réactions d’oxydo-réduction, faisant intervenir quatre complexes
protéiques. Lorsque 1’oxygene est transformé en molécule d’eau, cela permet de générer de
I’ATP (Adénosine triphosphate), molécule a haut potentiel énergique. Cependant 2 a 3 % de
I’oxygeéne n’est pas réduit en eau, il est dévié pour former des radicaux libres ou des especes

dérivés de I’oxygene tres réactives (Auberval, 2010).

A D’état physiologique on peut considérer qu’il existe un équilibre entre la production
des radicaux libres et les systemes anti-oxydants. Cependant, dans certaines conditions, il
apparait un déséquilibre provoqué par une production exagérée de radicaux libres ou par une
diminution des anti-oxydants (figure 1), ou encore par une association des deux phénomenes.
On parle alors de stress oxydant (Baudin, 2006). Celui-ci est a 1’origine de nombreux effets
tant au niveau moléculaire que cellulaire. Par exemple, il provoque des dommages vis-a-vis des
principales cibles moléculaires biologiques (lipides, protéines, acides nucléiques). Il est souvent

toxique pour les cellules, entrainant leur nécrose (Delattre et al., 2003).

Defenses

antioxvdantes

Agents ———/A—
oxvdants

Figure 1. Déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et les systemes de défense
antioxydant lors du stress oxydant (Auberval, 2010).
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I. 2. Radicaux libres
L. 2. 1. Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome qui possede un ou plusieurs électrons non
appariés ou cé¢libataires au niveau de ses orbitales externes. Il réagit spontanément avec d’autres
atomes ou molécules pour former un nouveau radical provoquant ainsi une réaction en chaine
qui n’est interrompue que lorsque deux radicaux libres réagissent entre eux. Les radicaux libres
sont des especes instables, trés réactives, et qui posseéde un temps de demi-vie extrémement
court : 10™. 107 sec (Delattre et al., 2003). On distingue deux grands groupes de molécules
réactives impliquées dans le stress oxydant : les especes radicalaires et les especes non-
radicalaires (tableau 1). Ces molécules, qui sont soit des radicaux libres (possédant un électron
non apparié), soit des especes non radicalaires, ont en commun un caractere oxydant et une

réactivité chimique élevée (Roberfroid et al., 2008).

Tableau 1 : Principales especes réactives dans les systemes biologiques (Yzydorczyk, 2011).

Radicaux libres Espéces non-radicalaires

ERO ERN ERO ERN

0" anion | *°NO : monoxyde | ONOO™ anion | ONOO™ anion

superoxide d'azote péroxynitrite péroxynitrite

*H,0 radical | °NO, : dioxide | OONOO™ : anion | OONOO™ : anion

hydroperoxyl d'azote péroxynitrate peroxynitrate

*OH: hydroxyl *NO; : nitrate H,0,, : peroxide | ONOOH acide

RO’ - d'hydrogene peroxynitreux

alkoxyl 0 oxygeéne | ROONO alkyl

ROO" . singulet peroxynitrate

alkoperoxyl 03 . 0zone llNOz acide

ROOH® : radical HOCI acide | Mreux

hydroxyperoxyl hypochloreux NO” cation
ROOH : peroxides | nitrosyl
organiques NO anion

nitrosyl
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I. 2. 2. Sources de radicaux libres
Les sources de production des radicaux libres sont multiples (figure 2), parmi lesquels
les systemes endogenes (Favier, 2006). Ces derniers se situent essentiellement au niveau des

chaines mitochondriales des cellules aérobies de 1’organisme (Hébuterne et al., 2009).

Déséquilibre 5
alimentaire

Tabac -

Figure 2. Principales sources de radicaux libres (Rondeau, 2009).

Les radicaux libres peuvent également étre formés au niveau du réticulum
endoplasmique via le transport d’électrons NADPH-dépendant du cytochrome P450
(Thiebauld et Sprumont, 1997).

Les peroxysomes sont aussi une importante source de production d' H2O: cellulaire
(Bauchart et picard, 2010). Ces organites sont particuliecrement nombreux dans les cellules du
foie et des reins, ou ils contribuent tres activement a la détoxification (Brooker, 2000 ; Marieb
et Hoehn, 2014). Toutefois, 1' H2O> est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale
(enzyme antioxydante) afin de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats

(Maurice, 2012). Selon la réaction de Fenton, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogene
(H20.), d'anion superoxyde (O*;") et de fer permet la production de radical hydroxyle (OHe)
(Lacolley, 2007).
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D’autres enzymes peuvent réduire Oz en O%. En particulier la NADPH oxydase,
activée par le processus phagocytaire des cellules (polynucléaires, neutrophiles,
monocytes/macrophages) en réponse a une agression bactérienne ou virale (Moussard, 2006 ;

Revuz, 2009 ; Clos, 2012).

NADPH oxydase
2 O2 + NADPH » 207%+NADP)*+H"

»

Le systeme enzymatique xanthine/xanthine oxydase intervient aussi dans la production
du superoxyde O au cours de 'oxydation de la xanthine en acide urique (Moussard, 2006 ;
Lacolley et al., 2007).

_ Xanthine oxydase ) )
Xanthine + 202 + H20 » Acide urique + 2 O + 2H*

De méme, la voie de synthese des prostaglandines catalysée par la lipoxygénase et la
cyclo-oxygénase, implique la production de radicaux libres (Jadot, 1994 ; Moussard, 2006).
D’autres enzymes, appelées NO synthases (constitutive et inductible) conduit a la formation, a
partir de I’acide aminé L- arginine de *NO (Demoly et Bousquet, 2002 ; Cano et al., 2006).
Le monoxyde d’azote est susceptible de régir avec d’autres radicaux libres pour former des
especes oxydantes. Il est capable de réagir avec O% pour donner le peroxynitrite ONOO™,
oxydant puissant vis-a-vis de nombreuses molécules biologiques (Delattre et al., 2003).

o _ NO synthase ) )
L-arginine +5 ¢ +2 O2 » Citrulline + 2 H20+ -NO

Une autre source de radicaux libres est liée a 1’auto-oxydation de certaines molécules
telles que la dopamine, 1'adrénaline, les flavines et les hydroquinones. Le produit direct de ces

auto- oxydations est souvent I’anion superoxyde O% (Garait, 2006).

Les principaux producteurs exogenes de radicaux libres sont les rayonnements ionisants
qui proviennent en grande partie de la radioactivité naturelle d’origine tellurique mais aussi les
rayonnements de plus faible énergie, tels que les ultraviolets ou méme la lumiere visible.
L’ozone lui-méme est un oxydant puissant également producteur de radicaux libres toxiques

(Thivolet et Claudy, 1999).
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L. 3. Systemes de défense antioxydants

Face a la production physiologique de ERO, I’organisme dispose de systémes de
protection (systemes de défense antioxydants) permettant de maintenir les radicaux libres a
faible concentration (Lacolley, 2007). Le terme antioxydant désigne toute substance qui est
présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxygene, retarde ou inhibe
significativement 1’oxydation du substrat (Auberval, 2010). Les systtmes de défense
antioxydants sont de deux types : enzymatiques ou non enzymatiques (figure 3). L’équilibre
existant entre la production de ERO et les défenses atioxydantes permettent de préserver

I’intégrité de la cellule (Lacolley, 2007).

Vitamine E Sipaiyis
dismutase
(ZnCn)

Superoxyde dismutase
(Mn)

Ubiquinone

Vitamine C

Figure 3. Antioxydants intracellulaires (Amzal, 2010).

1.3.1 Systeme de défense enzymatique
% Superoxydes dismutases
Les superoxydes dismutases (SOD) constituent la premiere ligne de protection contre

les dérivés radicalaires de I’oxygene. Elles catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde en

oxygene et en peroxyde d’hydrogéne: 20% +2H" — O, + H202, empéchant ainsi la
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coexistence de ces deux especes radicalaires, et par conséquent, la génération du radical
hydroxyle par la réaction d’Haber-Weiss. Il existe trois types de superoxydes dismutases ayant
une localisation différente : une SOD cytoplasmique dimérique a cuivre et zinc, une SOD
extracellulaire tétramérique a cuivre et zinc et une SOD mitochondriale tétramérique a
mangangse. L’action de la SOD doit &tre couplée a celles d’enzymes qui dégradent le peroxyde
d’hydrogene, comme une catalase ou une glutathion peroxydase, afin d’éviter I’augmentation
des concentrations en H2O2 qui peut induire la formation de radical hydroxyle en présence de

fer par la réaction de Fenton (figure 4) (Lacolley, 2007).

(' atalase

de di 1
O supera.“ e dismutase H 0
GSH peroxydase

GSH GSSG
GSH reductase
NADP" NADPH

Figure 4. Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Garait, 2006).

Rl

¢ Catalases

Les catalases sont des enzymes qui permettent de transformer le peroxyde d’hydrogene
en oxygene moléculaire et en eau : H202 + H202 — 2H20 + O2. Ces enzymes comportent quatre
sous-unités protéiques, chacune contenant une molécule d’héme et une molécule de NADPH.
Ces enzymes sont essentiellement présentes dans les peroxysomes et dans les hématies

(Delattre et al., 2003 ; Lacolley, 2007).

¢ Glutathion peroxydases (GPx)
Les glutathions peroxydases (GPx) sont des enzymes tétramériques a sélénium

cytoplasmiques et mitochondriales, qui peuvent réduire le peroxyde d’hydrogeéne en eau, en
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utilisant les capacités réductrices du couple glutathion/ glutathion disulfide (GSH/GSSG) :
H>02 + 2GSH — GSSG + 2 H20 (Russo-Marie, 1998 ; Lacolley, 2007). Les GPx permettent
également de limiter la propagation des réactions radicalaires en chaine en réduisant les
peroxydes instables en acides gras hydroxylés. Ce systeme ne fonctionne que si le GSSG formé
est continuellement réduit en GSH, ce qui est assuré par la glutathion réductase en présence de
NADPH selon la réaction suivante : GSSG + NADPH + H* — 2GSH+ NADP (Russo-Marie,
1998). Ce dernier pouvant étre lui-mé€me régénéré par 1’intermédiaire d’un couplage

métabolique avec la voie des pentoses phosphates.

I. 3.2. Systéme de défense non enzymatique
Divers piégeurs de radicaux libres non enzymatiques peuvent prendre en charge la
détoxification d’un grand nombre de radicaux libres. Ces composés sont facilement oxydables,
relativement stables et conduisent a des dismutations permettant 1’arrét des réactions
radicalaires en chaine. Ce systeme de protection peut €tre a la fois membranaire (vitamine E,

A), cytosolique et extracellulaire (glutathion, vitamine C, acide urique) (Lacolley, 2007).

% Vitamine E
La vitamine E, représente en majorité par I’ a-tocophérol (figure 5) est un composé
antioxydant puissant, notamment du fait de son caractere lipophile, qui lui permet d’agir au site
méme de la peroxydation lipidique membranaire. En échangeant un électron libre, le tocophérol
se transforme en radical tocophéroxyle, peu réactif de par sa structure cyclique. Le radical
tocophéroxyle peut étre régénéré par 1’ascorbate, qui devient alors radicalaire. Lors d’un stress
oxydatif, ces deux vitamines agissent conjointement en formant une chaine de détoxification

des radicaux libres (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

CH,

CH
HO | 3
-
‘}(ml;—{mz CH;—CH—CHy,—H
HC CH;3
CH,

Figure 5. Structure chimique de la vitamine E (Auberval, 2010).
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% Glutathion

Le glutathion est un tripeptide formé par la condensation d’acide glutamique, de
cystéine et de glycine : y-L-glutamyl cystéinyl glucine (figure 6) (Beaudeux et Durand, 2011).
C’est le thiol intracellulaire le plus abondant (Auberval, 2010), présent en concentrations
millimolaires (Dubois, 2015) dans de nombreux compartiments intracellulaires (cytosol,
noyau, mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH), soit sous sa forme oxydée (GSSG)
(Poisson, 2013). Les formes GSH (réduite) et GSSG (oxydée) forment un couple
d’oxydoréduction trés important dans la cellule car il permet les échanges d’électrons a
I’intérieur de celle-ci (Auberval, 2010). Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé
(GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d” H202
est important, plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé est augmenté
(Garait, 2006 ; Beaudeux et Durand, 2011). Le glutathion est considéré comme le principal
antioxydant non enzymatique intracellulaire. Sa capacité antioxydante réside dans la présence
d’un groupement thiol (—SH) présent sur la cystéine réduite. Le groupement thiol permet au
glutathion d’intervenir dans de nombreuses réactions de réduction (Dubois, 2015). I participe
a I'élimination du H202 et des LOOH, agit également comme cosubstrat d’enzymes
antioxydantes telles que la glutathion peroxydase, glutathion réductase et transférase. Il permet

aussi le maintien de certains composés sous leur forme réduite comme les vitamines C et E

(Lacolley, 2007).

o
A
o CH-—C
/4 b VA
o) (CHa}C, C—hH OH
W, / 5 /
C—HC NH—CH
I
HO MHo CHs
#
HS

Figure 6. Formule semi-développée du glutathion réduit (GSH) (Auberval, 2010).

s Acide urique
L’acide urique est le produit final inerte du métabolisme des purines. Un exces de sa

syntheése ou un défaut de son élimination urinaire conduit a 1I’hyperuricémie, qui est liée a
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I’apparition de plusieurs pathologies telles que le diabete, I’hypertension et la goutte (Sekli-
belaidi, 2011). L’acide urique possede une fonction de pi¢geur important vis-a-vis de certains
composés tres réactifs, comme 1’oxygeéne singulet, les radicaux peroxyles et hydroxyles, ainsi
que de I’acide hypochloreux produit par la myéloperoxydase (Lacolley, 2007). Il représente en

effet 60 % de la capacité anti-oxydante plasmatique (Poisson, 2013).

7

** Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est hydrosoluble et considérée comme étant 1’anti-
oxydant naturel le plus efficace dans le plasma humain (figure 7). Grace au faible potentiel
redox du couple ascorbate/radical ascorbyle, la vitamine C est capable de céder un électron a
pratiquement tous les radicaux libres pouvant intervenir dans un systeme biologique, comme
les radicaux superoxydes, hydroxyles et peroxyles (Lacolley, 2007). Elle peut aussi réduire le
radical a-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (Garait, 2006).

La vitamine C peut avoir un effet pro-oxydant et ainsi se lier avec des ions métalliques dont

Fe3* pour le réduire en Fe?* qui pourra ensuite catalyser différentes réactions dont celle de

Fenton : H202 + Fe2*— OHe + Fe3* + OH générant ainsi de nouvelles ERO (Poisson, 2013).

OH

o. O |
" —C—CH—OH
\—

/—\ H
OH OH

Figure 7. Structure de la vitamine C (Auberval, 2010).

I. 4. Le stress oxydant et les dégats cellulaires
Lorsque la production des espéces radicalaires n’est pas adéquatement contrdlée par les
mécanismes de protection ou de défense existants, il s’en suit un état de stress oxydant. Des
molécules biologiques importantes pour le fonctionnement cellulaire constituent des cibles

privilégiées des radicaux libres, en particulier les acides gras insaturés ( constituants des
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phospholipides membranaires), les groupes thiols, les acides ribonucléiques et

désoxyribonucléiques (figure 8) (Rilauwerys, 2007).

Espéces réactives de 'oxygéne

ADN ‘ Lipides | ' Protéines
Oxydation des acides Peroxydation lipidique | Oxydation des
nucléiques groupements soufrés

(sulfoxyls, sulfhydryls)
Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbationde I'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
genes | Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 8. Différentes cibles des espéces réactives de 1I’oxygene (Poisson, 2013).

I. 4. 1. Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés (AGPI), qu’ils soient sous forme non estérifi¢e (AGNE)
ou estérifiée (phospholipides, esters, cholestérol, triglycérides), sont la cible lipidique majeure
des radicaux libres. La peroxydation lipidique désigne la détérioration oxydative des acides gras
polyinsaturés (Delattre et al., 2003). Ce processus est maintenu par la génération continue
d’ hydroperoxides dont R* est le radical libre initiateur de la réaction. L’attaque initiale
s’effectue sur le groupement méthyléne séparant deux doubles liaisons de 1’acide gras. Le
radical lipidique ainsi formé subira une série de réactions en chaine dont la premiere est une
réaction avec l’oxygéne moléculaire. Une altération des membranes microsomiques,

mitochondriales et lysosomiales en résulte, entrainant finalement la mort cellulaire
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(Rilauwerys, 2007). La peroxydation lipidique fournit également une grande variété de
produits qui peuvent réagir avec les protéines et I'ADN (Garait, 2006). Parmi les produits
formés lors de ce processus, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxy-2- nonénal (4- HNE)
(Rilauwerys, 2007). Ces derniers ont été étudiés comme marqueur de la peroxydation lipidique.
La réaction en chaine peut étre interrompue par 1’association de deux radicaux libres et la
formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du radical avec une molécule

antioxydante (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

I. 4. 2. Oxydation des protéines
La production de radicaux libres peut mener a 1’oxydation des protéines et en particulier
a’oxydation des chaines latérales des acides aminés, a la formation de ponts entre les protéines,
ou a la fragmentation des protéines par 1’oxydation des liaisons peptidiques. Beaucoup
d’enzymes possedent des groupements thiols au niveau de leur site catalytique et I’attaque de

groupements thiols par les especes radicalaires inactive ces enzymes (Rilauwerys, 2007). Ces
réactions d’oxydation sont fréquemment influencées par les métaux de transition comme le Fe2+
ou le Cu?*. En présence de peroxyde d’hydrogéne (H202) ou d’hydroperoxydes (ROOH), il y’a
une décomposition de ces derniers et une production de différents types de radicaux libres (OHe,
ROQe¢). Ceux-ci réagissent préférentiellement avec I’acide aminé qui avait fixé le métal de
transition (Delattre et al,, 2003). L’oxydation des protéines est impliquée dans plusieurs
pathologies telles que I’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, le syndrome de

détresse respiratoire, la dystrophie musculaire, 1’ischémie-reperfusion cardiaque et le

vieillissement (Habbout, 2012).

I. 4. 3. Oxydation des acides nucléiques
Les acides ribo et désoxyribonucléiques (ARN, ADN) représentent des cibles
privilégiées pour les radicaux libres. Il a été constaté que I’ADN d’une cellule peut étre le sicge
de 10000 attaques radicalaires par jour (Delattre et al., 2003), dont I’une des conséquences est
la formation de 8-hydroxydeoxyguanosine (§OH-dG). Cette derniere résulte de I’attaque de de
la guanosine par le radical OHe. Dans I’ADN nucléaire, on estime qu’une guanosine sur
130 000 est oxydée sous la forme de 8-OH-dG qui peut notamment étre dosée dans 1’urine et

constitue un biomarqueur de 1€sion antioxydante de 1’ADN. Lorsque les modifications des
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bases nucléiques sont mal réparées, elles peuvent donner lieu a la formation des mutations qui

participeront éventuellement a un processus de cancérogénese (Rilauwerys, 2007).

I. 5. Les pathologies liées au stress oxydant

Des travaux récents ont mis en évidence que le stress oxydant est impliqué dans de
nombreuses pathologies, incluant le cancer (Lehucher-Michel, 2001), les maladies
neurodégénératives (Chemouny, 2012) et ’athérosclérose (Garnier, 2005 ; Baudin, 2006).
Le role du stress oxydant a été également évoqué dans I’installation des dysfonctionnements
importants au niveau du systéme cardiovasculaire, le vieillissement et I’obésité (Soares, 2005).
Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est secondaire a 1’établissement de la
pathologie, mais participe a ses complications immunitaires ou vasculaires. C’est le cas de
maladies infectieuses comme le sida, le choc septique, le diabete, la maladie de parkinson ou
I’insuffisance rénale (Favier, 2006). 11 a été démontré que certains composés bioactifs
possedent des propriétés antioxydantes permettant de lutter contre diverses maladies. Cet effet
protecteur est di essentiellement a I’activité antioxydante de ces composés qui neutralisent les
radicaux libres. L’augmentation de I’apport nutritionnel en antioxydants visera a prévenir la
survenue de ces maladies (Henanei et al. 2015). 1l semble donc important de tester 1’effet
thérapeutique des molécules antioxydantes naturelles ou de synthese qui peuvent agir dans la
prévention des maladies dégénératives a la condition d’étre apportées trés tot avant 1’apparition
de mécanismes induits irréversibles, et a doses modérées car la production basale de radicaux

libres est indispensable a de nombreuses fonctions et ne doit pas étre supprimée (Favier, 2006).
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I1.1. Définition
I1.1.1. Substance toxique
Une substance toxique se dit d’une substance lorsque, aprés pénétration dans
l'organisme, par quelque voie que ce soit, a une dose relativement élevée en une fois ou en
plusieurs fois trés rapprochées ou par petites doses longtemps répétées, elle provoque, dans
I'immédiat ou apres une phase de latence plus ou moins prolongée, de fagon passagere ou
durable, des troubles d'une ou de plusieurs fonctions de l'organisme pouvant aller jusqu'a leur

suppression complete et par la suite entrainer la mort (Gazengel et Orecchioni, 2013).

I1.1.2. Toxicité
La toxicité est la capacité intrinseque d’un agent chimique a avoir un effet nocif sur un

organisme. Il existe deux grands types de toxicité: la toxicité aigiie et la toxicité chronique
(Aiache et al., 2008).

s Toxicité aigué

La toxicité aigué résulte de I’absorption d’une dose élevée de toxique en une seule fois.
Les prises peuvent étre multiples mais rapprochées sur 24 heures. La probabilité d’apparition
de la toxicité aigué sera d’autant plus grande que la dose sera €levée. Elle se manifeste lors d’un
surdosage accidentel ou volontaire et entraine des troubles immédiats (Stora, 2013).

% Toxicité chronique

La toxicité chronique se manifeste a retardement a la suite de 1’administration répétée
et prolongée dans le temps d’une substance active. C’est la conséquence d’une accumulation

de cette substance dans 1’organisme jusqu’a atteindre une valeur critique (Aiache et al., 2008).

I1.1.3. Xénobiotique
Un xénobiotique est une substance étrangere, ¢’est-a-dire extérieure a 1’organisme, par
opposition aux composants endogenes. Les toxiques sont des xénobiotiques susceptibles
d’exercer des effets déléteres sur les organismes vivants et leur environnement (Gazengel et
Orecchioni, 2013). Les xénobiotiques comprennent : les médicaments, les produits chimiques

industriels, les poisons naturels et les polluants environnementaux (Dufresne, 2000).
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I1.2. Biotransformation des xénobiotiques

La biotransformation est un processus qui mene a la transformation métabolique de
composés étrangers (xénobiotique) dans [’organisme. Ce processus est souvent appelé
métabolisme des xénobiotiques. En regle général, le métabolisme convertit les xénobiotiques
liposolubles en métabolites hydrosolubles, de poids moléculaire plus élevé et facile a éliminer.
Le foie est le principal site de la biotransformation. Tous les xénobiotiques absorbés au niveau
intestinal sont transportés vers le foie. Les xénobiotiques inhalés parviennent au foie par la
circulation générale. Seule une fraction de la dose est alors métabolisée avant d’atteindre les

autres organes.

I1.2.1. Réactions de la phase I

Constitue la premiere étape du métabolisme d’un xénobiotique, indique généralement
que le composé est oxydé. L’oxydation crée habituellement un composé plus hydrosoluble et
facilite les réactions ultérieures. Les enzymes du cytochrome P450 constituent un groupe
d’enzymes oxydant préférentiellement les xénobiotiques lors des réactions de la phase I (figure
9). Ces dernieres sont des enzymes microsomales surtout présentes dans le foie mais aussi dans
d’autres tissus comme I’intestin. D’autres enzymes peuvent également intervenir, notamment
les flavines mono-oxygénases, les alcools déshydrogénases, les estérases et les monoamine-

oxydases...) (Dufresne, 2000 ; Rilauwerys et al., 2007).

NADPH NADPH  Cyt P450 Cyt P450 0,

5 ++
Réductase Fe
Jorme oxydée

NADP NADPH  Cyt P450 Cyt P450 H,0
Réductase Fatet
forme réduite

R-H R-O-H

Figure 9. Transformation d’une liaison C-H en dérivé hydroxyle en présence de mono-
oxygénases a cytochrome P450 (Viala et Botta, 2005).
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I1.2.2. Réactions de la phase II
Représentent la seconde étape dans le métabolisme des xénobiotiques, signifie que le
composé oxydé est conjugué a une molécule endogene. Cette réaction se caractérise par une
augmentation de I’hydrosolubilité. Les transférases constituent un groupe d’enzymes catalysant
les réactions de la phase II. Elles conjuguent les xénobiotiques avec des composés endogenes
tels que le glutathion, les acides aminés, 1’acide glucuronique ou le sulfate. De nombreux

métabolites conjugués sont fortement excrétés par la voie rénale (Dufresne, 2000).

I1.3. Elimination des xénobiotiques
Apres leur absorption, leur distribution dans 1’organisme et leurs biotransformations, les
xénobiotiques ou de leurs métabolites peuvent étre excrétés de multiples facons. La principale
voie est I’excrétion rénale. L’¢élimination avec les féces, I’excrétion par les poumons ou par

d’autres voies peuvent aussi intervenir.

I1.3.1. Excrétion rénale
Le rein est un organe spécialisé¢ dans 1’excrétion de nombreux toxiques et métabolites
hydrosolubles permettant de maintenir I’homéostasie de 1’organisme. Chaque rein possede
environ un million de néphrons capables d’assurer cette excrétion. L’excrétion rénale est un

mécanisme tres complexe comprenant trois processus (figure 10) :

e Filtration glomérulaire
Le diametre des pores des capillaires du glomérule est suffisamment large (70nm) pour
autoriser la filtration passive des molécules de masse molaire inférieure a 60000. Ce sont les
formes libres qui filtrent au travers du glomérule. Apres filtration dans le tubule, les composés

polaires (hydrosolubles) sont excrétés dans 1’urine.

e Réabsorption tubulaire
Certains composés relativement liposolubles et présentant un caractere acide peuvent se
trouver sous forme non-ionisée dans les tubules rénaux en raison du pH acide de I’urine. Ces
composés sont alors partiellement réabsorbés apres filtration glomérulaire. Cette propriété est
utilisée dans certains surdosages en cas d’intoxication par ces produits, en alcalinisant les urines

afin d’intensifier leur excrétion rénale (Viala et Botta, 2005).
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e Sécrétion tubulaire
La sécrétion tubulaire s’effectue le long des tubules rénaux et des tubules rénaux
collecteurs par diffusion passive ou transport actif. Les substances sécrétées sont notamment
les ions hydrogene (H), potassium (K*) et ammonium (NH4"), I’urée, la créatinine (déchet de
la créatine produit par myocytes) et certains médicaments, dont la pénicilline (Tortora et
Derrickson, 2017).

Elimination rénale néphron

Filtration
glomérulaire

Sécrétion active
acides
t— Sécrétion active
bases

|__ Réabsorption
passive

d

4

Elimination urinaire

Figure 10. Processus intervenant dans 1’élimination urinaire (Viala et Botta, 2005).

I1.3.2. Elimination fécale
Elle concerne les xénobiotiques qui ne sont pas absorbés au niveau des voies digestives.
De méme ceux qui sont transférés directement du sang vers la lumiere intestinale, suivant un
gradient de concentration ou par exfoliation des cellules muqueuses de 1’intestin ; et surtout les
xénobiotiques qui sont excrétés par voie biliaire (figure 11), aprés métabolisme ou simple

passage de I’hépatocyte (Kintz, 1998).
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Figure 11. Processus intervenant dans 1’¢limination fécale (Viala et Botta, 2005).

I1.3.3. Elimination pulmonaire

Elle concerne les gaz et les liquides tres volatils en impliquant un mécanisme de
diffusion passive. L’¢limination est inversement proportionnelle a la vitesse d’absorption
(Viala et Botta, 2005), plus le coefficient de partition air/sang est faible, plus le gaz sera
absorbé, mais moins facilement il sera excrété par voie respiratoire, et inversement (Kintz,
1998). Les composés tres liposolubles, qui font I’objet d’un stockage dans le tissu adipeux,
peuvent étre excrétés pendant de longues périodes aprés 1’exposition; c’est le cas notamment
d’anesthésiques halogénés comme 1’halothane ou le méthoxyflurane, que 1’on retrouve dans
I’air expiré plusieurs semaines apres une anesthésie (Viala et Botta, 2005). Un certain nombre
de solvants organiques et autres volatils sont largement excrétés par voie pulmonaire : acétone,
acide cyanhydrique, alcools, benzene, chloroforme, essence, éthers, fluothane, oxyde de

carbone, tétrachlorure de carbone, trichloroéthyléne, xylenes, etc (Kintz, 1998).
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I1.3.4. Autres voies d’élimination

L’élimination par la salive et la sueur sont des voies mineures d’excrétion, qui se fait
par diffusion passive. Les substances excrétées dans la salive telles que 1’éthanol, plomb,
mercure, arsenic, alcaloides, cocaine et médicaments psychotropes sont réingérées pour
atteindre le tractus gastro-intestinal, ou elles peuvent €tre réabsorbées ou €éliminés par les feces
(Dufresne, 2000; Viala et Botta, 2005 ). On peut également retrouver dans la sueur de
nombreux produits non ionisés tels que : alcool éthylique, acétone, phénols, sulfure de carbone
et hydrocarbures chlorés (Dufresne, 2000). Certains d’entre eux peuvent étre responsables de
dermites (Viala et Botta, 2005).

De nombreux métaux, solvants organiques et certains pesticides organochlorés sont
excrétés dans le lait maternel (Dufresne, 2000). L’excrétion lactée ne constitue qu’une voie
accessoire d’¢limination pour la femme, mais peut constituer un danger pour le nouveau-né.
Elle peut s'effectuer par filtration intercellulaire, diffusion passive transmembranaire ou
transport actif par l'intermédiaire des vésicules de sécrétion (Guerre et al., 2000). L’excrétion
au niveau des phaneres des xénobiotiques minéraux et organiques est considérée comme un

processus de stockage plutdt que d’élimination (Viala et Botta, 2005).

I1.4. Solvants chlorés

I1.4.1. Définition

Les solvants chlorés sont des dérivés halogénés des carbures aliphatiques, soit des
dérivés saturés ou des dérivés insaturés (Ramade, 2011). IIs présentent un grand intérét dans
I’industrie du froid, des extincteurs d’incendie et des solvants. Ils ont connu un développement
spectaculaire dans le domaine du dégraissage grace a leur inflammabilité (Jean, 2012). La
consommation des solvants chlorés est en diminution, suite a des réglementations visant a
préserver I’environnement et la santé. Ses composés font partie des composés organiques
volatils et sont impliqués dans la destruction de la couche d’ozone stratosphérique et
contribueraient également a I’effet de serre (Trachte, 2012). Les eaux souterraines contaminées
aux solvants chlorés posent de sérieux problemes a la santé humaine et a I’environnement,
puisque leurs intermédiaires de dégradation sont souvent trés toxiques, voir cancérogenes

(Quevauviller, 2010). Le tableau 2 regroupe les principaux solvants chlorés.
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Tableau 2. Principaux solvants chlorés (Viala et Botta, 2005).

Solvants Formule | Température Emplois
d’ébullition
Chlorure de méthyle CH3Cl1 -24°C Industrie du froid
Dichlorométhane CH>Cl, 40,1°C Solvant
Chloroforme CHCI; 61°C Synthese - Solvant
Tétrachlorure de carbone CCly 76°C Synthese des fréons
1,1,1-Trichloréthane CCI13CHs 73,8°C Solvant
1,1,1-Trichloréthylene CCl,=CHCI 86,7 °C Solvant Détachant
Tétrachloréthyléne CCIZ =CC12 121’2 oC Solvant
(ou Perchloréthylene)

I1.4.2. Toxicité des solvants chlorés
La voie de pénétration dans 1’organisme est principalement la voie respiratoire, a un
moindre degré la voie cutanée et accidentellement la voie digestive. Ils sont alors soit éliminés
sous forme inchangée par voie respiratoire, soit fixés dans les tissus ou métabolisés par le foie
puis €éliminés dans les selles, les urines ou ’air expiré. Les solvants ont une affinité pour les

organes riches en graisse.

s Toxicité aigué
La plupart des solvants chlorés sont nocifs et irritants. A forte dose, leur inhalation ou
leur ingestion provoquent une dépression du systeme nerveux central avec des atteintes
pulmonaires, rénales et hépatiques (Dananché et Févotte, 2009). Certains provoquent des
troubles de 1’excitabilité du ceeur pouvant aller jusqu’a la défaillance cardiaque. Le contact avec

la peau ou la muqueuse oculaire se manifeste par une action irritante et desséchante.

s Toxicité chronique
Elle se manifeste par des atteintes du systeme nerveux dont les symptdmes sont des

céphalées, des troubles de la mémoire et des asthénies. Ces effets peuvent durer longtemps et
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la récupération des facultés, quand elle est possible, est lente. D’autres organes peuvent &tre
également atteints tels que : la peau, le systéme nerveux, le cceur, le foie et le rein (Viala et
Botta, 2005). Cependant, ces effets sur la santé sont a différencier en fonction du type de
solvant. Certains ont notamment été classés comme pouvant étre cancérogénes (Dananché et

Févotte, 2009).

IL.5. Tétrachlorure de carbone
I1.5.1. Définition

Le tétrachlorure de carbone est un alcane polyhalogéné de formule brut: CCls. A
pression et température ambiante, ¢’est un liquide incolore, trés volatil dont les vapeurs sont
nocives pour les étres vivants et dangereux pour la couche d’ozone, pouvant entrainer des effets
néfastes a long terme pour l'environnement aquatique. Il est souvent employé en tant que
solvant dans les laboratoires et dans les industries chimiques. Sa vente est désormais interdite
en raison de sa toxicité. Sa métabolisation en radicaux libres réactifs conduit a des nécroses
hépatocellulaires suite a des réactions de peroxydation lipidique des membranes cellulaires, des
réactions d’inhibition enzymatique et des réactions de liaisons covalentes avec les

macromolécules cellulaires (Ineris, 2005).

I1.5.2. Propriétés physico-chimiques
Le tétrachlorure de carbone est un solvant apolaire, dissout facilement les hydrocarbures
(Bagard et Simon, 2008), tres peux soluble dans I’eau. C’est un solvant volatil dont les vapeurs
sont 5 fois plus lourdes que I’air. Il s’oxyde facilement en présence d’air et sous 1’action de la
chaleur et de I’humidité en donnant du dichlorure de carbonyle, chlorure d’hydrogene, chlore,

tétracholoroéthyléne, héxachloroéthane et du dioxyde de carbone.

I1.5.3. Propriétés cinétiques principales
Le tétrachlorure de carbone est absorbé principalement par inhalation et par voie orale.
L’absorption cutanée est moins importante et moins rapide (Gupta, 2011). De nombreux
travaux retiennent une absorption moyenne calculée de 40% a 65% pour une exposition au
tétrachlorure de carbone par inhalation chez I’homme. Apres inhalation il est rapidement
distribué¢ dans tout I’organisme en particulier dans les tissus adipeux, le foie et la moelle

osseuse. Environ 50 % du tétrachlorure de carbone sont excrétés inchangés, I’autre partie étant
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métabolisée. Une quantité minime de 4 a 8% est excrétée dans les urines et les feces (Ineris,

2005).

I1.5.4. Mode d’action de tétrachlorure de carbone

Le métabolisme de CCls a été étudié chez les animaux expérimentaux, son principal
effet est I’hépatotoxicité. Sa pénétration dans le foie entraine une biotransformation par les
enzymes microsomiales, il se forme d’abord un radical trichlorométhyle CCI3* et du chlore
monoatomique (figure 12). Cette biotransformation fait intervenir le cytochrome P450, contenu
en grande quantité dans le réticulum endoplasmique (Mégarbane et al., 2007 ; Gupta, 2011).

Les composés radicalaires tres réactifs vont agir sur les structures membranaires
avoisinantes, induisant la peroxydation des acides gras polyinsaturés et des phospholipides des
membranes du réticulum endoplasmique.

Le radical trichlorométhyle peut conduire a la formation d’hexachloroéthane ou de
trichlorométhane, celui-ci étant ensuite dégradé en acide formique puis en CO». Si la pression
partielle en oxygene (PO2) dans les tissus est forte, le radical trichlorométhyle donne le
trichlorométhyle-peroxyde qui est dégradé en oxychlorure de carbone (phosgene) et en acide
chlorhydrique. Si la pression partielle en oxygene est réduite, ce qui a lieu au niveau hépatique
dans les intoxications, il se formerait un radical carbeéne encore plus réactif, dont la fixation

tissulaire serait a I’origine des destructions cellulaires observées (Viala et Botta, 2005).
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Figure 12. Métabolisme du tétrachlorure de carbone (Viala et Botta, 2005).
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IL.5.5. Principales sources d’exposition

La présence de tétrachlorure de carbone dans l'environnement est essentiellement
anthropique. Les rejets dans I’environnement se produisent lors de la production et des
utilisations. Des quantités infimes peuvent également &étre formées dans l'atmosphere par
décomposition photochimique de perchloroéthylene ou par sa dégradation thermique au cours
de l'incinération de déchets. Du fait de sa tension de vapeur relativement élevée a température
ambiante, le tétrachlorure de carbone présent dans l'environnement est principalement
atmosphérique (Zimmerman, 1999). Le tableau 3 présente la distribution de tétrachlorure de

carbone dans les différents milieux.

Tableau 3. Distribution de tétrachlorure de carbone dans les différents milieux (Ineris, 2005).

Milieux Distribution (%)
Eau <1
Sols 2
Air 97

IL.5.6. Toxicité Chez I’homme
Du fait de ses propriétés lipophiles, le tétrachlorure de carbone s’accumule dans les

tissus riches en graisses, comme le tissu adipeux, le foie et la moelle osseuse (Jacqueline et

James, 1980).

s Toxicité aigué
Les cas d’intoxication au tétrachlorure de carbone résultent d’ingestion accidentelle ou
volontaire ou le plus souvent d’exposition par inhalation aux vapeurs. Des symptomes gastro-
intestinaux et neurologiques peuvent survenir des les premieres 24 heures. Il s’agit de nausées,
de vomissements et de diarrhées, accompagnés d'une atteinte neurologique centrale souvent
discrete. Les principaux effets de I’exposition aigué€ sont la dépression du systeme nerveux
central, des troubles hépatiques et des 1ésions rénales (ATSDR, 2004). Les signes d’atteinte

hépatique peuvent survenir un a quatre jours apres 1’exposition. La cytolyse hépatique évolue

Exploration de l'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.

26



Etude bibliographique Chapitre II : Toxicité et tétrachlorure de carbone

rarement vers 1’insuffisance hépatique. L’atteinte rénale est prédominante sous forme d’une
tubulopathie aigue, souvent de type anurique réversible en 3 a 15 jours. Des déces sont rapportés
lors d’une exposition par ingestion pour des doses aussi faibles que 1,5 ml chez I’adulte et 0,18-

0,92 ml chez I’enfant (Ineris, 2005).

¢ Toxicité chronique

Quelques cas de cirrhoses hépatiques et d'atteintes neurologiques centrales et
périphériques ont été€ décrits. Comme tous les autres solvants chlor€s, il est irritant au niveau
cutané et ORL. Des études menées au sein des industries ont mis en évidence une légere
augmentation de la mortalité chez des salariés potentiellement exposés au tétrachlorure de
carbone. Sur le plan de la cancérogénicité, il est classé dans la catégorie 3 par l'union
européenne et 2B par le CIRC (Centre International de Recherche Contre le Cancer) (IARC,
1982).

I1.5.7. Utilisations
Le tétrachlorure de carbone est principalement utilis€é pour produire des
chlorofluorocarbones, employés comme réfrigérants, fluides propulseurs (aérosols), solvants et
pour produire d'autres hydrocarbures chlorés. Il est employé dans la syntheése du nylon,
également utilisé comme solvant pour I'asphalte, les bitumes, le caoutchouc chloré, les gommes,

I'éthylcellulose et comme agent nettoyant pour les machines et les équipements électriques

(Gupta, 2011).

I1.5.8. Conduite a tenir en cas d’urgence
En cas de projection oculaire ou cutanée, un lavage abondant pendant au moins 15
minutes de la zone projetée est préconis€. En cas d’ingestion importante un lavage gastrique ou
une aspiration apres intubation trachéale est pratiquée si le patient est inconscient, sinon du
charbon actif est administré. Par la suite un traitement symptomatique des troubles est réalisé
en milieu spécialisé. En cas d’inhalation, il faut éloigner le sujet de la zone polluée avant

d’envisager toute prise en charge (UVMT, 2002).

Exploration de l'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.

27



Etude bibliographique Chapitre III : Phytothérapie et Juniperus phoenicea

Depuis toujours I’homme a loué¢ les services de la nature pour soulager ses maux ; celle-
ci le lui a bien rendu a travers la médecine traditionnelle qui se définit selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) comme étant « 1’ensemble de toutes les connaissances et pratiques
explicables ou non pour diagnostiquer, prévenir ou éliminer un déséquilibre physique, mental
en s’appuyant exclusivement sur 1’expérience vécue et I’observation transmise de générations

en générations, le plus souvent oralement ou par écrit » (Paschal, 2006).

I11.1. La phytothérapie

Les médecines « douces » connaissent un succes considérable dans de nombreuses
régions du monde, en particulier la phytothérapie. De nos jours, malgré le développement
spectaculaire de la médecine moderne, les plantes médicinales trouvent leurs indications
thérapeutiques dans le traitement d’une multitude d’affections dans les différentes sociétés et
cultures (Eddouks ef al., 2007), y compris les pays occidentaux ou les effets secondaires induits
par les médicaments inquietent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins naturels moins
agressifs pour 1’organisme. On estime que 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux effets
secondaires des médicaments chimiques (Paul, 2001).

En Afrique, les remedes traditionnels a base de plantes constituent une alternative
médicale importante pour pres de 80% de la population africaine. Ceci est expliqué surtout par
le faible colt de la pharmacopée traditionnelle qui rend ces phytomédicaments facilement
accessibles et disponibles (Paschal, 2006).

Aujourd’hui, les plantes sont de plus en plus utilisées par I’industrie pharmaceutique a
cause de leur richesse en métabolites secondaires : tanins, glucoside, mucilage, flavonoides,
saponines ; qui procurent des propriétés curatives appréciables. Selon les estimations de I’OMS,
sur 252 médicaments considérés comme essentiels, plus de 11% sont exclusivement produits a
partir de plantes médicinales (Eddouks et al., 2007).

L’emploi des plantes médicinales peut apporter directement des réponses a certains
problémes de santé, néanmoins certaines d’entre elles provoquent des effets secondaires d’ou
la nécessité de valider I’usage traditionnel qui en est fait (Jaouhari et al., 1999).

Beaucoup d’utilisateurs prennent gotit a reconnaitre, a cultiver ainsi qu’a récolter les
plantes qui les guérissent plutot que de les utiliser toutes prétes dans le commerce de détail.

Certaines précautions sont alors nécessaires pour la réussite de 1’opération (Debuigue, 1984).
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I11.2. Récolte et conservation des plantes médicinales
La qualité des drogues végétales dépend en grande partie des soins apportés a leur

récolte et de la maniere dont elles seront conservées (Marie, 2001).

II1.2.1. Récolte

La récolte des plantes médicinales en pleine nature nécessite une bonne connaissance
des especes végétales, de la localité ou elles croissent et de leur cycle biologique qui
déterminera le moment le plus propice a ce ramassage.
Il est toujours préférable de procéder a la récolte par un temps sec, et chaud. Le matin est le
moment le plus favorable (surtout pour les plantes aromatiques riches en huiles essentielles)
(Anne et Nogaret, 2003), mais on peut toutefois cueillir aussi le soir, avant la fraicheur. La
cueillette des plantes sauvages doit se faire dans la mesure du possible, dans un lieu peu
fréquenté en choisissant uniquement les plantes saines et éliminer les plantes flétries, tachées,
décolorées, attaquées par les insectes ou poussant a proximité des champignons (Debuigue,
1984). D’une maniere générale les feuilles sont récoltées avant et pendant la floraison avec
précaution une a une, sans arracher ni déchirer, les fleurs sont souvent cueillies au début de la
floraison, les fruits sont récoltés au moment de la maturité, la racine en (automne ou printemps).

Les graines doivent étre cueillies mures, habituellement en fin de saison (Marie, 2001).

I11.2.2. Séchage
Le séchage est une opération qui consiste a retirer progressivement I’humidité du végétal
afin d’éviter un certain nombre de réactions pouvant entrainer 1’altération des drogues (Hugues,
2001 ; Marie, 2001). 11 doit étre rapide, les plantes récoltées seront séchées a I’ombre, dans des
endroits bien aéré (Hugues, 2001).
D’autres techniques de séchage sont utilisées tels que : (Marie, 2001)
e Le séchage sous abris dans des hangars, des greniers, des séchoirs.

e [ e séchage par I’air chaud.

II1.2.3. Conservation
Une fois le séchage est terminé, les plantes sont coupées grossierement et disposées dans
des bocaux de verre ou des sacs en papier (Hugues, 2001) a I’abri de certains agents pouvant

entrainer leur altération, et protégées contre I’air, I’humidité, la lumiere, les champignons
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(moisissures) et les insectes (Marie, 2001). La durée de conservation est limitée et adaptée a
chaque cas. Généralement les plantes séchées peuvent étre conservées dans de bonnes
conditions pendant une année. Au- dela de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et
I’action thérapeutique disparait. C’est pourquoi il faudra renouveler le stock de plantes chaque

année (Hugues, 2001).

I11.3. Formes d’utilisation des plantes médicinales
Les plantes médicinales faisaient 1’objet d’une variété de préparation, dont les trois

élémentaires sont I’infusion, la décoction et la macération (Paul, 2001 ; Debuigue, 1984).

I11.3.1. Infusion
Elle convient aux drogues fragiles (feuilles, fleurs,..) et riches en huiles essentielles.
Elle consiste a verser de 1’eau bouillante sur les plantes ou encore (a mettre les plantes dans des
récipients contenant 1’eau bouillante), on couvre le récipient et on laisse infuser le temps

nécessaire (Goetz, 2004).

I11.3.2. Décoction
Elle est adaptée pour les drogues de consistance dure ou tres dure (bois, racines ou
écorces), notamment celles renfermant des tanins (Anne et Nogaret, 2003).
Elle consiste a maintenir la drogue avec 1’eau potable a ébullition pendant un temps plus ou
moins long selon les especes, en général de 10 a 30 min. pour extraire le plus possible de

principes actifs, il faut couper soigneusement les plantes en petits morceaux.

II1.3.3. Macération
Cette préparation consiste a maintenir en contact la drogue avec de I’eau potable a
température ambiante pendant une durée de 30 min a 4h, ce mode de préparation convient bien
aux drogues mucilagineuses. Elle est rarement employée a cause de l’inconvénient de

fermentation. De toute maniere elle ne doit pas excéder une dizaine d’heures (Schauenberg,

1977).
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I11.4. Substances actives des plantes médicinales
Les substances actives des plantes médicinales sont de deux types :

¢ Métabolites primaires : Ce sont des substances indispensables a la vie de la plante (protéines,
protides, acides nucléiques et lipides).

¢ Métabolites secondaires : Appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides,
terpenes, composés phénoliques ...) qui sont trés inégalement répartis chez les végétaux mais
dont le niveau d’accumulation peut quelques fois atteindre des valeurs élevées. Les métabolites
secondaires représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des
domaines aussi différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire (Richter, 1993 ; Macheix

et al., 2005). Parmi lesquels on distingue notamment :

s Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols des végétaux correspondent a un vaste
ensemble de molécules qui ont toutes en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (éther, ester, hétéroside). Plus de 8000
structures ont été identifiées (Collin et Crouzet, 2011) allant de simples molécules comme les
acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés, de plus de 30000 dalton, comme
les tanins (figure 13) (Jarrige ef al., 1995). D’un point de vue biosynthétique, les composés
phénoliques peuvent étre engendrés par deux voies métaboliques : la voie du shikimate et celle
de ’acétate, ce qui permet de différencier deux classes de composés phénoliques. Par ailleurs,
la voie des polyacétates intervient chez les végétaux supérieurs pour des composés possédant
déja un noyau aromatique obtenu par la voie des shikimates (Krief, 2003). Chez I’homme, ces
molécules jouent un role important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle des
fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs. En effet, leur role
d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement de

diverses pathologies (Macheix et al., 2005 ; Cheéze et al., 2013).

Exploration de l'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.

31


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Sonia+Collin%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean+Crouzet%22
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antioxydant

Etude bibliographique Chapitre I1I : Phytothérapie et Juniperus phoenicea

POLYPHEMOLS
Acides Lignines
Fisvonpiyes phénoliques Stibenes et E?..I bérines
| .
Flavonols type benzoique
|
Flavanoidas™ type cinnamigue

(Dihydrojchalcone type coumarigue

Tannins hydmlysables

Gallotanning Ellagitannins

Anthocyanidines

Anthocyanines

Figure 13. Différentes familles de polyphénols * Polymeres de flavonoides =
proanthocyanidines, anthocyanogenes ou procyanidols (Collin et Crouzet, 2011).
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Flavonoides

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés phénoliques répartis en plusieurs
familles dont les plus importantes sont les flavones et les isoflavones (figure 14). Ce sont des
pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes. On les trouve dans les plantes tres
colorées comme les légumes vert foncé et les fruits rouges. Chez ’homme, les propriétés des
flavonoides sont de mieux en mieux connues. On leur reconnait désormais des fonctions

antioxydantes certaines, mais également anti-virales, anti-inflammatoires, antiulcéreuses

vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques,et anti-cancéreuses (Causse, 2004 ;

Ghedira, 2005).
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Figure 14. Principales classes de flavonoides (Macheix et al., 2005).
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7

s Tanins

Les tanins constituent un sous-ensemble des substances polyphénoliques végétales
présentes dans les feuilles, les fleurs, les fruits, les écorces, les racines et les graines de certains
végétaux (Mann, 1962 ; Woodward et Reed, 1989). On en distingue deux groupes selon leur
structure et la voie de leur synthese : les tanins condensés (figure 15) et les tanins hydrolysables.
Les tanins condensés sont des polymeres d’unités flavonoides reliées par de liaisons fortes
carbone-carbone. Ces liaisons ne sont pas hydrolysables mais peuvent étre oxydées par les
acides forts libérant des anthocyanidines. La structure de base des tanins hydrolysables est
constituée d’un glucide, habituellement le glucose, dont un radical hydroxyle forme une liaison
ester avec ’acide gallique (figure 16). Les résidus de ce dernier se lient entre eux pour former
un grand polymere réticulé (Jarrige et al., 1995 ; Hopkins, 2003). Les tanins présentent des
propriétés astringentes, antidiarrhétique, antibactériennes et antifongiques. Certains présentent
également des propriétés vitaminiques. Les tanins hydrolysables sont des piégeurs de radicaux
libres et de I’1on superoxyde (Gazengel et Orecchioni, 2013). Ils permettent aussi de stopper

les hémorragies et de réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brilure (Kpetéhoto

etal., 2017).
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Figure 15. Structure chimiques des tanins condensés (Guillaume, 1999).
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Figure 16. Structure chimique des éléments des tanins hydrolysables (Gazengel et Orecchioni,

2013).

% Coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la feve tonka
« Dipteryx odorata Willd., Fabaceae » d’ou fut isolée, en1820, la coumarine. Plus d’un millier
de ces composés ont été décrits et les plus simples d’entre eux sont largement distribués dans
tout le regne végétal (figure 17). Certaines familles d’ Angiospermes ¢€laborent des structures
tres variées : Fabaceae, Asteraceae et, surtout, Apiaceae et Rutaceae chez les quelles sont
rencontrées les molécules les plus complexes. Les coumarines sont connues par leurs propriétés
anti-cedémateuses, immunostimulantes, antioxydantes (Bruneton, 2009), anti-tumorales

(Germosén-Robineau, 1999) et anti-coagulantes (Collin et Crouzet, 2011).

Figure 17. Structure de base de Coumarine (Bruneton, 2009).
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¢ Saponines
Les saponines ou saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides tres fréquents
chez les végétaux. Elles sont caractérisées par leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent
dans I’eau en formant des solutions moussantes (Jarrige, 1995 ; Bruneton, 2009).
Structuralement, elles peuvent étre classées en deux groupes selon la nature de leur génine qui
peut étre stéroidique ou triterpénique. Les saponosides et les drogues qui en renferment, sont
utilisées en thérapeutique pour leur propriétés anti-inflammatoires, cicatrisantes, expectorante,
antispasmodiques, anti-cedémateuses, diurétiques et en tant que protecteurs veineux et
capillaires. Toutes ces activités biologiques dérivent de deux propriétés majeures des
saponosides, leur caractere amphiphile et leur interaction avec les stérols membranaires des
cellules (Paul, 2001 ; Gazengel et Orecchioni, 2013).
% Alcaloides
Les alcaloides forment un groupe hétérogene de composés azotés qui possedent des
propriétés pharmacologiques importantes. La plupart d’entre eux sont plus ou moins toxiques
et semblent intervenir essentiellement dans des réactions de défense contre les infections
microbiennes ou Dattaque d’herbivores (Hopkins, 2003). D’autres propriétés
pharmacologiques concernent des domaines variées comme le systéme nerveux (atrophine) et

la cancérologie (Iserin, 2001).

% Huiles essentielles
Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les
plus importants principes actifs des plantes. Elles sont largement employées en parfumerie. Les
huiles essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composés oxygénés,
parfois d’origine terpénoide et possédant un noyau aromatique. Elles ont de multiples
propriétés, antiseptiques pour les poumons (eucalyptus), dépuratives ou cicatrisantes (lavande),
antibactériennes (romarin), spasmolytiques et sédatives (menthe et verveine) (Iserin, 2001 ;

Bruneton, 2009).
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I11.5. Présentation de Juniperus phoenicea

D’origine américaine, asiatique, africaine et européenne, le genre Juniperus
(Cupressacées) comprend environ une soixantaine d’espéces d’arbustes, réparties dans les
zones tempérées et froides de I’hémispheére nord (Mhirit et Blérot, 1999 ; Paul, 1999 ; Louppe
et al, 2004). En Afrique du Nord, les genévriers occupent une place importante dans le
maintien de paysage, essentiellement en raison de leur rusticité et de leur dynamisme ; ce sont
en effet des especes pionnieres peu exigeantes du point de vue écologique et présentes depuis
le bord de mer jusque sur les sommets des Atlas. Leur rusticité leur permet de résister tant bien
que mal aux agressions humaines intenses dont ils sont I’objet car dans de nombreuses régions,
ils représentent le seul élément arboré ou arbustif susceptible d’étre exploité pour le bois ou le
feuillage, voire a des fins industrielles ou médicinales. Six especes, de répartition fort inégale,
se rencontrent en Afrique du Nord ou I’on peut aisément distinguer ; les especes a feuilles
écailleuses réduites, appliquées sur les rameaux et les especes a feuilles étalées-piquantes

(Quezel et Gast, 2017).

Juniperus phoenicea (morven, genévrier de phénicie) représente 1’espéce la plus
répandue en Afrique du Nord ou elle est présente depuis les dunes littorales jusqu’aux limites
sahariennes. Généralement, les peuplements de genévriers de phénicie sont constitués par des
arbustes de 1 a 3 m de hauteur mais pouvant atteindre cependant jusqu’a 8 a 10 metres (figure
18), notamment sur les Hauts Plateaux. Du point de vue écologique, ce genévrier typiquement
méditerranéen caractérise essentiellement les substrats rocailleux arides et fait défaut sur les

sols profonds (Botineau, 2015 ; Quezel et Gast, 2017).

En Algérie, le genévrier de phénicie est souvent connu sous le nom vernaculaire « arar »
(Tahar et Dahmane, 2008 ; Quezel et Gast, 2017), en poussant sur les steppes, il constitue

parfois la seule végétation arborescente et ce, jusqu'a 3000 m d’altitude (Jacques, 2000).
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Figure 18. Arbrisseau de Juniperus phoenicea dans la région d’El Aouinet.

IIL5.1. Classification botanique de Juniperus phoenicea
Reégne : Plantae
Division : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupressaceae
Genre : Juniperus

Espece : Juniperus phoenicea

III. 5.2. Distribution géographique
Le genévrier de phénicie est une espece circumméditerranéenne croit dans le sud de
I’Europe, I’ Asie occidentale et en Afrique du nord (dans la région méditerranéenne) (Jacques,
2000). 11 est caractérisé par sa grande résistance au vent, poussant surtout sur les sables
maritimes, comme sur les sommets et les crétes les plus exposées au vent, les ravins, les zones

steppiques et prédésertiques (Alexandre, 1985).
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II1.5.3. Caracteres généraux

¢ Feuillage

+» Juvéniles : Aciculaires, groupées par 3 en verticilles a base enserrant la pousse, avec

deux bandes claires de stomates sur les deux faces.

¢ Adultes : Squamiformes, étroitement imbriquées, opposées par 3 sur 6 rangs, ovales —
rhomboidales de Imm long, obtuses au sommet, arrondies a la base glanduleuses, bombées et
sillonnées sur le dos, vert foncé ou bleuatre (figure 19) (Jacques, 2000). Elles sont constituées

des huiles aromatiques, résines, glucosides, acides organiques (Kabaissi, 2002).

Figure 19. Feuilles de Juniperus phoenicea.

¢ Fleurs
La floraison a lieu a la fin de I’hiver au printemps (février- mars) (Arista et al., 1997).
Les fleurs males sont petites, situées a I’extrémité des rameaux (figure 20). Les fleurs femelles

sont également petites, globuleuses avec des écailles opposées, soudées a la base (Alexandre,

1985).
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Figure 20. Fleures de Juniperus phoenicea.

¢ Fruits

Gros, globuleux ou subglobuleux, a chaire fibreuse tres ferme, contient de quatre a nef
graines, ovales, aux extrémités aigué€s avec une enveloppe dure qui retarde la germination. Le
fruit murs a I’automne de la deuxiéme année, d’une couleur jaunatre ou rouge brunatre, luisante
a maturité (Joel, 2002), d’environ 6-10 mm de diametre (Botineau, 2015) (figure 21), constitué

de flavonoides et des terpenes (Abou-Ala et al., 2005 ; Tahar et Dahmane, 2008).

Figure 21. Fruits de Juniperus phoenicea.
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I1I. S. 4. Utilisations

Le genévrier de phénicie devient de plus en plus rare sous I’effet de son exploitation
abusive (son bois est treés recherché comme comestible et fournit un charbon tres apprécié).
En médecine traditionnelle, plusieurs parties de cette espece sont utilisées. Les composés
chimiques des rameaux, feuilles et fruits sont incorporés dans des préparations pharmaceutiques
d'usage particulierement antiseptique attribué a la présence d'huiles essentielles (Mansouri el
al., 2011). Les cones, les rameaux, mais surtout les jeunes pousses préparées en infusion ont
des effets diurétiques, stomachiques et digestifs (Bellakhder, 1997). Les feuilles de cette
espece sont employées contre les affections brochopulmonaires (Alejandro et al., 2004), sous
forme de décoction pour soigner le diabéte, 1’ulcére, le rhumatisme et les troubles digestifs tels
que la diarrhée. Les fruits (baies, cOnes) séchés et réduits en poudre peuvent guérir les
ulcérations de la peau et les abces (Mansouri el al., 2011). Le décocté des fruits est employé
en cas de vomissement, tres utilisé par les patients algériens, tunisiens et marocains souffrants

de diabete (Le Floch, 1983 ; Cheriti ef al., 1995 ; Mohamed et al., 2002).
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Partie pratique Matériels et méthodes

I. Etude phytochimique
I.1. Matériel végétal
Les baies matures de Juniperus phoenicea ont été récoltées au mois de Mars 2013 dans
la région d’El Aouinet (wilaya de Tébessa) (figure 22). Apres leur identification par
Mr. CHEFROUR. A, Professeur a I’université de Souk Ahras, les échantillons de baies ont été

lavés et laissés sécher a I’ombre, broyés en poudre et conservés dans un récipient hermétique.

Echelle 1/1 000 000 3 p /
Station de récolte
0 10 20 30 40 50 km

Figure 22. Carte géographique de la région d’El Aouinet montrant la station de
Récolte.
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I.2. Extractions des composés phénoliques
I.2.1. Préparation de I’extrait brut
Une quantité de 20 g du matériel végétal broyé est macérée dans un mélange de
méthanol /eau (85 %, v/v) avec renouvellement du solvant chaque 24h. Apres filtration, la
solution méthanolique est évaporée sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de type
BUCHI R-210 2 60°C. Le résidu sec a été pesé et repris dans 3ml de méthanol puis conservé

au réfrigérateur a 4 °C (figure 23).

Matériel végétal (20g)

Macération dans le méthanol/eau a (85%, v/v) 24h
Filtration

\ 4

, v

Macération dans le méthanol/eau a (85%, v/v) 24h
Filtration

v

v
Filtrat [ Marc

Macération dans le méthanol/eau a (85%, v/v) 24h
Filtration

A 4

A A

Filtrat Marc

\ 4

Filtrats
combinés

Filtration
Evaporation a sec a 60°C et récupération dans le méthanol

[ Extrait brut J

Figure 23. Protocole de préparation de 1’extrait brut.
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I.2.2. Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides est effectuée a partir du matériel végétal finement broyé
dans un mélange de méthanol / eau (85%, v/v) avec renouvellement du solvant chaque 24h. Le
macérat est filtré sur Biichner sous pression réduite puis soumis a une évaporation sous pression
réduite a 60°C (Rot a Vapeur, BUCHI R-210). Le résidu sec est repris dans I’eau distillée
bouillante et la phase aqueuse ainsi obtenue est conservée puis filtrée. Le filtrat subit un
affrontement dans des ampoules a décanter pour débarrasser des cires, des lipides et de la
chlorophylle par trois lavages successifs avec I’éther de pétrole (v/v), on obtient deux phases :
phase aqueuse et phase organique. La phase aqueuse est mélangée avec 1’éther diéthylique (v/v)
pour obtenir une phase aqueuse et une phase organique. Cette derniere contenant les flavonoides
aglycones qui va €tre conservée pour €vaporation. La phase aqueuse restante subit a son tour
trois extractions avec 1’acétate d’éthyle afin de récupérer dans la phase organique certains
flavonoides aglycones mais surtout les monoglycosides. La phase aqueuse restante est
mélangée avec le n-butanol pour récupérer notamment les flavonoides di et triglycosides dans
la phase organique. La phase aqueuse finale contient surtout les flavonoides glycosylés les plus
polaires (figure 24). Les quatre fractions récoltées sont soumises a une €vaporation sous
pression réduite pour obtenir des résidus secs, conservés au réfrigérateur a 4 °C (Markham,

1982).

1.2.3. Extraction des tanins

30 g de matériel végétal a été dégraissée en les laissant macérer dans 100 ml d'éther de
pétrole pendant 24 h. Apres filtration, le marc est récupéré alors que la chlorophylle et les lipides
sont éliminés. Le marc récupéré est repris par 50 ml d'éther diéthylique ensuite il sera filtré pour
éliminer les phénols, les catéchines et 1'acide oxybutyrique. Le marc est repris une deuxieme
fois par 100 ml de méthanol puis filtré. Le filtrat méthanolique est soumis a une évaporation
sous pression réduite pour obtenir un résidu sec, ce dernier est récupéré par 1’addition de
méthanol (figure 25). C'est un extrait pur de tanins pesé€ et conservé au réfrigérateur a 4 °C

(Feknous et al., 2014).
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Figure 24. Protocole d'extraction des flavonoides.
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Matériels et méthodes
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Figure 25. Protocole d’extraction des tanins.

1.2.4. Préparation de ’extrait aqueux de Juniperus phoenicea

L’extrait aqueux de Juniperus phoenicea (EAJP) a été préparé par décoction. 5 g de la

poudre seche des baies ont été mis avec 50 ml de I’eau distillée, on fait bouillir pendant 15

minutes, on laisse refroidir et on filtre.

I.2.5. Détermination du rendement d’extraction

La détermination du rendement d'extraction a été effectuée en calculant le rapport suivant :

Exploration de 'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
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Rendement (%) = (P1 — P2/ P3) x 100

P1 : Poids du ballon apres évaporation.
P2 : Poids du ballon avant évaporation.

P3 : Poids de la matiere végétale de départ.

1.3. Dosage des composés phénoliques
1.3.1. Dosage des polyphénols

Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin Ciocalteu en suivant la méthode
de Waterman et Mole (1994). 10 ul des extraits sont ajoutés a 50 ul du réactif de Folin-
Ciocalteu dilué 10 fois. Apres 5 min, 150 pl d’une solution de carbonate du sodium Na2CO3
(20%) sont ajoutés. Apres 1 min, on additionne au mélange un volume d’eau distillée jusqu’a
790 ul de volume final. Apreés 90 min d’incubation, I’absorbance est mesurée a 760 nm. Les
concentrations des polyphénols sont déduites a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec
I’acide gallique et sont exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme

du poids de la matiere seche (mg EAG/g de PS).

1.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium de Zhishen et ses collaborateurs (1999).Un volume de 250 pl des
extraits a été mélangé avec 1,25 ml d’eau distillée et par la suite avec 75 pl d’une solution de
nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Apres 6 min, 150 ul d'une solution d’AlCI3 a 10% a été ajouté.
Apres 5 min de repos, on additionne au mélange 0,5 ml de solution de NaOH (1M) et d’eau
distillée jusqu’a 2,5 ml de volume final. L’ensemble est agit¢ a 1’aide d’un vortex et
I’absorbance a été¢ mesurée a 510 nm. Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir
d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine et sont exprimées en milligramme

d’équivalent de quercétine par gramme du poids de la matie¢re séche (mg EQ/g de PS).

1.3.3. Dosage des tannins condensés
La quantité des tannins condensés est estimée en utilisant la méthode de vanilline de
Julkunen-Tiitto (1985). Un volume de 50 pl des extraits est ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4 %) et puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750ul de I’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la température ambiante pendant

20 min. L'absorbance a 500 nm est mesurée contre un blanc. La concentration des tannins est
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estimée en milligramme (mg) équivalent de catéchine par gramme (g) du poids de la matiere

séche (mg EC/g de PS) a partir de la courbe d’étalonnage.

I.4. Evaluation de I’activité antiradicalaire
De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
composés phénoliques. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre travail nous avons utilisé un
test chimique de 1’effet scavenger du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) en suivant

la méthode de Brand-Williams et ses collaborateurs (1995).

1.4.1. Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,0-diphényl-f3-
picrylhydrazyle) fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydante des composés phénoliques. Il possede un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas
des dimeres et le DPPHe reste dans sa forme monomeére relativement stable a température
ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution
de DPPH* (Popovici et al., 2009). Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit
en diphényle picrylhydrazine par un composé a propriété antiradicalaire (figure 26).
La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration
bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-

518 nm.

NO, NO,

. Antioxydant
0N N=——N — ON N:H—N

NO, NO,

Figure 26. Réduction du radical DPPHe (Boubekri, 2014).
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1.4.2. Mode opératoire
La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol. 50 pl des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a
1,95 ml de DPPH. Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par
rapport au contrdle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% d’activité antiradicalaire = [(Abssi7 controle - Abss;7 échantillon) / Abssi7 contréle] x100

I1. Etude biologique
IL.1. Animaux et conditions d’hébergement

Les animaux d’expérience sont des rats males de la souche Wistar, provenant de
I’institut Pasteur (Centre d’¢élevage, El kouba- Alger). L’¢levage des animaux a été réalisé au
sein de I’animalerie de biologie (université d’Annaba). A leur arrivée, ces rats sont placés dans
des cages standard pour une période d’acclimatation (2 semaines) avant d’étre utilisés dans les
différentes expériences. Pendant notre expérimentation les animaux ont un acces libre a la
nourriture (croquettes provenant de ONAB, El harrouch, Algérie) et a 1’eau, maintenus a
température constante (22 + 2) °C et soumis a un cycle de lumiere/obscurité de 12/12h avec une
humidité relative minimale de 40%. La composition du régime standard qui a servi a
I’alimentation des rats, durant toute la durée de I’expérimentation est résumée dans le tableau

4,
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Tableau 4. Composition de I’alimentation pour 1 Kg d’aliment (ONAB).

Matiere alimentaire Quantité en g/Kg d’aliment Pourcentage (%)

Mais 620 62

Soja 260 26

Phosphate 16 1,6

Calcaire 9 0,9
Cellulose 10 1,0
Minéraux 10 1,0
Vitamines 10 1,0

I1.2. Mode de traitement

Les 24 rats ont été répartis en quatre lots et les traitements ont été effectués comme suit :
T : Rats témoins sains.
TC : Rats intoxiqués par le CCls dissous dans 1’huile d’olive et administré aux rats par voie

intrapéritonéale a la dose de 1ml/kg de poids corporel (pc) (v/v dans huile d’olive).

CJP : Rats intoxiqués par le CCly dissous dans I’huile d’olive a la dose de Iml/kg de pc et
traités par ’extrait aqueux Juniperus phoenicea (EAJP) a la dose 250 mg/kg de pc.

JP : Rats sains traités par 1’extrait aqueux de Juniperus phoenicea (EAJP) a la dose 250 mg/kg
de pc.

I1.3. Sacrifice et prélevements des organes
I1.3.1. Prélevement sanguin
Les rats des 4 groupes ont été sacrifi€s (par décapitation) apres 12 jours de traitement.
Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes étiquetés divisés en deux, 1’un contient
I’ anticoagulant EDTA et 1’autre étant hépariné. Ce dernier est centrifugé a 2200g pendant 15
min. Le plasma obtenu a été récupéré et conservé au congélateur a -20°C jusqu’a I’analyse.

Alors que les tubes a EDTA sont immédiatement transportés dans une glaciere au laboratoire
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d’analyse (Laboratoire d’ Analyse Médicale — Dr. KACI, Annaba) pour déterminer la formule

de numération sanguine (FNS).

I1.3.2. Dissection et prélevement des organes
Apres le sacrifice des animaux, le foie, les reins, les testicules et le coeur ont été
rapidement prélevés et rincés dans une solution de chlorure de sodium (Na cl) a 0,9 %, puis
pesés. La moitié de ces organes a été conservée au congélateur pour le dosage des parametres
du stress oxydant, tandis que 1’autre moitié¢ du foie et des reins a été fixée dans le formol a 10%
afin de réaliser des coupes histologiques. La figure 27 présente les différentes étapes du

protocole expérimental utilisé.
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Figure 27. Schéma récapitulatif de I’expérimentation.
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I1.4. Méthodes de dosage des parametres biochimiques

Le dosage des parametres biochimiques a été réalisé par des kits fournis par Spinreact, Espagne.

I1.4.1. Aspartate aminotansférase (ASAT/ TGO)

L’aspartate amino transférase (ASAT), appelée aussi I’Oxaloacétate de glutamate
(TGO) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé de 1’aspartate vers 1’ a-cétoglutarate
formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L’oxaloacétate produit est réduit en malate en présence
de malate déshydrogénase (MDH) et de NADH, H* selon les réactions suivantes :

ASAT
Aspartate + a-cétoglutarate » Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH + H* » Malate + NAD?'

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité

de ’ASAT présente dans 1’échantillon (Murray, 1984).

I1.4.2. Alanine aminotansférase (ALAT/ TGP)

L’alanine aminotansférase (ALAT), appelée aussi Glutamate pyruvate transférase
(TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir d’alanine au o-cétoglutarate
formant le glutamate et le pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate en présence de lactate
déshydrogénase (LDH) et de NADH, H* selon les réactions suivantes :

i ALAT
Alanine + a-cétoglutarate » Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H* » Lactate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité

de I’alanine aminotansférase présente dans I’échantillon (Murray, 1984).

I1.4. 3. Phosphatase alcaline
La phosphatase alcaline catalyse I’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate a pH 10,4 pour

donner le p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante :

POD

P - nitrophénylphosphate + H20 P - nitrophénol + phosphate

A 4

La formation de P-nitrophénol est proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase

alcaline dans I’échantillon (Wenger et al., 1984 ; Rosalki et al., 1993).
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I1.4.4. Lactate déshydrogénase
La lactate déshydrogénase catalyse la réduction du pyruvate par le NADH, selon la
réaction suivante :

LDH
Pyruvate + NADH + H* »  L-lactate + NAD*

Le taux de la diminution de la concentration de NADH est proportionnel a la concentration

catalytique de LDH présente dans I’échantillon (Pesce, 1984).

I1.4.5. Protéines totales
En milieu alcalin, les ions de cuivre interagissent avec les liaisons peptidiques des
protéines en formant un complexe coloré (bleu-violet). L’intensité de la couleur formée est
proportionnelle a la concentration des protéines totales dans 1’échantillon (Koller, 1984 ;

Burtis et al., 1999).

I1.4.6. Albumine
En milieu acide, 1’albumine réagit avec le vert de bromocrésol, pour former un complexe
coloré. Apres I’incubation, I’absorbance du mélange est mesurée a 630 nm. L’intensité de la

coloration est proportionnelle a la concentration de 1’albumine dans I’échantillon (Doumas,

1971 ; Gendler, 1984).

I1.4.7. Bilirubine totale
La bilirubine réagit avec l’acide sulfanilique diazot¢ a pH acide pour produire
I’azobilirubine. Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine
conjuguée), par contre 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 de la coloration est proportionnelle a la concentration de

la bilirubine dans I’échantillon (Malloy et al., 1937 ; Kaplan et al., 1984 ).

I1.4.8. Créatinine
La créatinine présente dans 1’échantillon réagit avec le picrate en milieu alcalin, en
donnant un complexe coloré, mesuré dans un intervalle de temps défini. L’intensité de la

coloration est proportionnelle a la concentration de créatinine dans 1’échantillon (Murray,

1984).
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11.4.9. Urée

La technique utilisée pour la détermination du taux d’urée est basée sur les réactions

suivantes :
Uréase
Urée + H20 + 2H* » (NHs )2 + CO2
GLDH
NH4" + a-cétoglutarate + NADH » H20 + NAD" + L-Glutamate

La diminution de la concentration des NADH, est proportionnelle a la concentration d’urée

dans I’échantillon (Kaplan, 1984).
11.4.10. Acide urique

L’acide urique présent dans 1’échantillon donne selon les réactions ci-dessous un

complexe coloré :

Uricase
Allantoine + CO2 + 2H2 O2

Acide urique + 2 H20 + O2

A 4

POD

2H2 02+ 4-AF + DCPS Quinoneimine + 4 H20

A 4

L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la concentration d’acide urique dans

1I’échantillon (Schultz, 1984 ; Fossati et al., 1980).

I1.4.11. Glucose
Le glucose oxydase catalyse I’oxydation de glucose en acide gluconique. Le peroxyde
d’hydrogene (H20,) formé réagit grace a 1’action catalytique d’une peroxydase (POD), avec le

phénol et le 4- aminophénazone pour former de la quinone selon les réactions suivantes :

GOD
B -D-Glucose + Oz + H,O » Acide gluconique + H,O>

POD
H>0: + Phénol + 4- Aminophénazone » Quinone + 4H>O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de glucose dans

I’échantillon ( Trinder, 1969 ; Kaplan, 1984).
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I1.5. Dosage des parameétres du stress oxydant
I1.5.1. Préparation de I’homogénat
Un gramme de (foie, rein, cceur et testicule) de rats des différents groupes étudiés, a été
utilisé. Apres broyage et homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 Mm, NaCl 150 mM,
pH 7.,4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15
min). Les surnageants obtenus sont mis dans des tubes eppendorfs puis conservés a -20°C en

attendant d’effectuer les dosages des parameétres du stress oxydatif.

I1.5.2. Dosage des protéines
La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de bradford (1976) qui
utilise le bleu de coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines
(NH>) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. L’apparition de la couleur bleue
reflete le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des
protéines.

Pour cela, nous avons procédé aux étapes suivantes :

Prélever 0,1 ml de I’homogénat.

*

¢ Ajouter 5 ml du bleu de coomassie.
¢ Agiter et laisser reposer 5 minutes.
L4

Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme d’étalon
d’albumine sérique bovine (Img/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions

(Annexes 1, figure 4).

I1.5.3. Dosage du glutathion (GSH)
¢ Principe
Le dosage du glutathion est réalisé€ selon le procédé de Weckbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique de I’acide 2 —nitro —5-
marcapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acide 5,5’-dithio-bis-2- nitrobenzoique

(reactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion.

Exploration de 'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.



Partie pratique Matériels et méthodes

¢ Protocole expérimental

Les échantillons (250 mg des organes étudiés de chaque animal) sont mis
individuellement en présence de 10 ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra
Acétique) a 0,02 M. Le mélange mis dans des glagons est broyé a I'ultrason pendant 35
secondes. On procede ensuite a la déprotéinisation de ’homogénat en prélevant 0,8 ml de ce
dernier auquel on ajoute 0,2 ml d’une solution d’acide sulfosalicylique a 0,25%. Ce mélange
obtenu est mis 15 min au congélateur puis centrifugé pendant 5 min a 1000 tr/min. Le surnagent
récolté est utilisé pour le dosage de GSH. Le dosage se fait comme suit : 1 ml de tampon tris,
HCl120,4 M et 0,025 ml de DNTB (Acide 5-5 dithiobis- 2-nitrobenzoique) a 0,01 M sont ajoutés
a 0,5 ml du surnageant.

La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante :

Dox1x1.525
13100 x0,8x 0,5 x mg proteine

GSH (nmol GSH/mg protéine) =

Do : Densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0,8 ml homogénat + 0,2 ml acide
salicylique).

1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0,5 ml surnageant +1 ml Tris- EDTA + 0,025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

0,8 : Volume de ’homogénat.

0,5 : Volume de surnageant.

I1.5.4. Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le MDA peut étre détecté par une réaction colorimétrique a 1’acide thiobarbiturique
(TBA). La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou 4
doubles liaisons peroxydées, constitue une méthode tres sensible pour déterminer une
lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode de Esterbauer et
ses collaborateurs (1992). Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en
milieu acide et a chaud avec ’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce

chromogene peut étre donc mesuré par spectrophotométrie a 530 nm.
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La procédure expérimentale du dosage, est la suivante :
¢ Prélever 375 pul de 'homogénat (surnageant).
Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 Mm, pH 7,4).
Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)
Vortexer et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min.
Prélever 400 pl du surnageant.
Ajouter 80 ul d” HCI1 a 0,6 M.
Ajouter 320 pl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).

*® & & o oo o

¢ M¢élanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.
La densité optique a été enregistrée a 530 nm. L’absorbance est directement proportionnelle a
la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés.

La concentration du MDA est calculée selon la formule suivante :

6
C (nmol/mg proteine) = %

* C : Concentration en nmole/mg de protéines

* Do : Densité optique a 530 nm
* € : Coefficient d’extinction molaire du MDA =1,56 105M ' cm ™!

* L. : Longueur du trajet optique = 0,779 cm
* X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml)

e Fd : Facteur de dilution : Fd = 0,2083

IL.5.5. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode
de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous
I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

GPx
H,0, + 2GSH » GSSG + 2 HO
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Pour cela, nous avons procédé aux étapes suivantes :

*

*
*
*
*

*® & & o oo o

¢

Prélever 0,2 ml de I'homogénat (surnageant).

Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM).

Ajouter 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 Mm, pH 7.4).
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

Ajouter 0,2 ml de H.O, (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

Prélever 0,48 ml du surnageant.

Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0,32 ml de DTNB (1,0 mM).

Meélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

Do échantillon x Do étalon)x0,04x 5
Do etalon mg proteine

GPx (umolGSH/mg proteine) a

* Do échantillon : Densité optique de I’échantillon.

* Do étalon : Densité optique de 1’étalon.

* 0,04 : Concentration de substrat (GSH).

I1.5.6. Dosage de ’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

La mesure de I’activité des GST, consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général du

(CDNB) 1-chloro, 2,4-dinitrobenzeéne, qui réagit facilement avec de nombreuses formes de

GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation

d’une nouvelle molécule qui absorbe la lumiere a 340 nm.
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e Protocole expérimental
La méthode utilisée pour le dosage des GST est celle de Habig et ses collaborateurs
(1974). Cette derniere consiste a faire agir les GST contenues dans I’homogénat sur un mélange
(GSH + CDNB) a une température de 37°C et aun pH de 6,5. La variation de la densité optique,
due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a

une longueur d’onde de 340 nm.

» Mode opératoire

Réactifs Blanc Essai (ul)
Tampon phosphate (0,1M) pH=6 850 830
CDNB (0,02M) 50 50
GSH (0,1M) 100 100
Homogénat - 20

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(Do échant/min- Do blanc/min)
9,6xmg protéine

GST (nmol GST/min/mg proteine) =

* Do : Densité optique de 1’échantillon /min.
* Do/min blanc : Densité optique du blanc /min

* 9,6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.

I1.6. Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologique de Dr
Niha.LL (Annaba). La technique suivie est celle décrite par (Hould, 1984). Les organes pris de
chaque rat sont retirés du formol a 10%, puis coupés a 1’aide des couteaux tranchants, ensuite

mis dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des liquides.
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e Déshydratation
La déshydratation se fait a I’aide d’un appareil automatique qui permet le passage des

¢chantillons dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 80%, 90%, 100%).

e Inclusion et réalisation des blocs
Cette opération est achevée par la mise des tissus dans des bains de paraffine liquide.
L’¢étape d’inclusion fait appel a des appareils « dits a inclusion » qui permettent I’obtention d’un
bloc de paraffine solide coupé contenant le tissu imprégné. La réalisation des coupes minces de
quelques microns (5 um en moyenne) se fait a 1’aide des appareils spéciaux appelés
"Microtomes ". Ces coupes sont étalées sur des lames porte-objet, déplissées et fixées sur la

lame par I’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

e Coloration
La coloration des échantillons a été faite selon la technique de I’Hématoxyline- Eosine

en suivant les étapes suivantes :
1. Déparaffiner et hydrater les lames a I’eau du robinet puis rincer dans 1’eau distillée.
2. Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
les structures basophiles (noyaux).
3. Différencier les coupes dans 1’alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer ensuite les lames dans
un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope.
4. Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.
5. Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore les structures
acidophiles (cytoplasme).
6. Enfin déshydrater, éclaircir et monter les lames. Tous ces bains sont séparés par des lavages
a I’eau du robinet.
7. Enfin, on passe a l'observation au microscope photonique, lequel est équipé d'un appareil

photographique.

I1.7. Exploration statistique
Les résultats sont représentés sous la forme : moyenne + erreur standard. Les valeurs
d’ ICso (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a

partir de la courbe (% inhibition = f (concentration)).
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Les calculs de 1’étude biologique ont été effectués a I’aide du logiciel MINITAB d’analyse et
de traitement statistique des données (Version13, 31).

Les différences ont été considérées significatives a P < 0,05, hautement significatives lorsque a
P <0,01, tres hautement significatives lorsque P < 0,001, avec P est le seuil de signification.

e Nous avons déterminé grace aux statistiques ¢lémentaires, les parametres statistiques de base
pondérale et biochimiques pour chaque lot expérimental.

e Les données ont été analysées par ’analyse de la variance a un critere de classification
(ANOVA).

e A I’aide du test de Tukey, nous avons comparé¢ les moyennes deux a deux : entre le lot T avec
le lot TC, le lot TC avec le lot CJP, T avec le lot CJP et enfin le lot JP avec T et ceci pour chaque

parametre étudié.
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I. Etude phytochimique
I.1. Rendement des extraits

L’extraction des composés phénoliques des baies de Juniperus phoenicea, nous a
permet de calculer le rendement de chaque extrait par rapport au poids total des baies. Il ressort
a travers 1’observation de nos résultats que 1’extrait brut (EBr) enregistre un fort rendement de
I’ordre de 31,59 % suivi par ’extrait des tannins (ET) a raison de 12,29 %. L’extraction des
flavonoides par la méthode d’affrontement par les solvants organiques montre que la phase aqueuse
restante (EPQ) enregistre le rendement le plus élevé (8,79%) suivi de I’extrait butanolique (EBu =
1,59%) puis de I’extrait d’acétate d’éthyle (EAc = 0,96%). Le rendement le plus faible (0,90 %) est
obtenu par I’extrait d’éther diéthylique (EEt) (figure 28).
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Figure 28. Représentation des rendements des différents extraits des baies de Juniperus

phoenicea.

I.2. Teneurs des composés phénoliques
Le dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins des différents extraits des baies
de Juniperus phoenicea a été effectué¢ en moyen d’un dosage spectrophotométrique en utilisant
la méthode de Folin-Ciocalteu, de trichlorure d’aluminium et de vanilline respectivement. Les

résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique, de quercétine et de catéchine
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par gramme de la mati¢ére végétale seche (mg GAE/g), en utilisant 1’équation de régression

linéaire de chaque courbe d’étalonnage tracée (Annexes 1, figure 1, 2 et 3).

Nos résultats révelent la richesse des différents extraits des baies de Juniperus phoenicea
en composés phénoliques. La teneur la plus élevée en polyphénols est constatée dans I’EBr, elle
est de I’ordre de (49,43 £ 0,88) suivi par ’EA qui est de ’ordre de (38,86 + 0,23) mg EAG/g
PS. Les teneurs en polyphénols des différentes fractions obtenues a partir de I’EBr sont

comprises entre 25,91 £ 0,78 et 36,22 £ 0,96 mg EAG/g PS.

Les flavonoides enregistrent des valeurs de I’ordre de 2,88 £ 0,10 et 2,9 + 0,37 mg EQ/g
PS dans les extraits EBr et EA respectivement. Pour les autres extraits, la teneur en flavonoides
la plus élevée a été enregistrée dans ’EBu (11,76 + 0,90). Les autres extraits enregistrent des

valeurs comprises entre 7,33 + 0,34 et 8,89 + 0,22 mg EQ/g PS.

Les résultats de dosage des tanins révelent que les extraits EBr et EA des baies de
Juniperus phoenicea contiennent respectivement 23,25 + 0,96 et 15,12 £ 0,70. La teneur en

tanins des autres extraits varie de 8,40 + 0,81 a 18,84 + 4,41 mg EC/g PS (tableau 5).

Tableau S. Teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins des extraits de Juniperus phoenicea.

Extraits Polyphénols® Flavonoides® Tanins ¢
EA 38,86 + 0,23 2,09 + 0,37 15,12 £ 0,70
EBr 49,43 £ 0,88 2,88 £0,10 23,25 £ 0,96
EEt 26,17 £ 3,73 8,89 £0,22 11,35 £5,12
EAc 31,44 £ 1,12 7,33 £0,34 18,84 £4,41
EBu 25,91 £0,78 11,76 £ 0,90 8,40 £ 0,81
EPQ 36,22 +£ 0,96 8,43 £0,11 9,62 + 4,60

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + ES.
(*) mg d’équivalent d’acide gallique par g du poids de la matiére séche.

(P mg d’équivalent de quercétine par g du poids de la matiére seche.
(¢) mg d’équivalent de catéchine par g du poids de la matiere seche.
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I.3. Etude de I’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des baies de Juniperus
phoenicea et de 1’antioxydant standard (acide ascorbique) a été réalisée par la technique du
piégeage du radical libre DPPH. Ce dernier est I’un des substrats les plus utilisés généralement
pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de la stabilité de son
radical et 1a simplicité de 1’analyse. Ce radical libre de couleur violette, est réduit en un composé
de couleur jaune en présence de composés antiradicalaires. Le changement de la couleur de la
solution méthanolique de DPPH en présence de chacun des extraits a tester a €t€ mesuré a 517
nm. Les résultats obtenus nous ont permis de tracer des courbes en montrant une augmentation
proportionnelle des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de 1’acide
ascorbique et des différents extraits. Un effet antiradicalaire maximal de 96,4 + 2,14% est
exercé par I’acide ascorbique (AA) a la concentration de 1mg/ml. Les pourcentages d’inhibition
enregistrés en présence des différents extraits de Juniperus phoenicea sont inférieurs a ceux de
I’acide ascorbique. A la concentration de 5 mg/ml, I’EBr semble avoir la meilleure activité
antioxydante avec un pourcentage d’inhibition maximal de 1’ordre de 92,08 + 1,56 %. A la
méme concentration I’EAc et I’EA enregistrent des pourcentages égalent a 74,73 + 1,34 % et
65,77 £ 9,33 % respectivement. Tandis que les extraits EEt, EBu et ET enregistrent un
pourcentage d’inhibition de I’ordre de 50,05 = 2,12 %, 45,07 + 3,75 % et 43,94 + 1,88
% respectivement. Alors que I’ EPQ montre une faible activité avec une valeur de 35,70 + 1,21

% (tableau 6 et figure 29).

Tableau 6. Valeurs de D’activité antiradicalaire (%) des extraits des baies de Juniperus
phoenicea et de I’antioxydant standard (acide ascorbique).

Extraits (5Smg/ml) Activité antiradicalaire (%)

EA 65,77 £9,33

EBr 92,08 £ 1,56

EEt 50,05 £ 2,12

EAc 74,73 £ 1,34

EBu 45,07 £ 3,75

EPQ 35,70 £ 1,21

ET 43,94 + 1,88

Acide ascorbique (1 mg/ml) 96,4 + 2,14
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Figure 29. Activité antiradicalaire (%) des extraits des baies de Juniperus phoenicea et de
I’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH.
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e Evaluation de I’ ICso

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, les résultats sont exprimés aussi en
termes d' ICso exprimant la concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH
radicalaire dans le milieu réactionnel. Les valeurs d’ICso ont été représentées dans la figure 30.
Ces dernicres ont été calculées a partir des courbes des pourcentages d’inhibition obtenus en
fonction de différentes concentrations d’extraits utilisés. Plus la valeur d’ICso est petite, plus
l'activité antioxydante d'un composé est €levée. Selon les résultats enregistrés, les extraits EBr,
EAc et EA sont dotés d’un pouvoir antioxydant important par rapport aux autres extraits, leurs
ICso respectives sont : 2,13, 3,38 et 3,71 mg/ml mais relativement faible que celle d’acide
ascorbique (AA) dont la valeur est de I’ordre de 0,26 mg/ml. L’ ICs0 de I’EEt est de 1’ordre de
5,73 mg/ml, suivide I’EBu, et de ET avec une ICsode I’ordre de (6,54 mg/ml) et (7,57 mg/ml)

respectivement. L’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par I’EPQ (ICso= 11,39

mg/ml).
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Figure 30. Représentation de la concentration ICso des différents extraits des baies de
Juniperus phoenicea et de I’antioxydant standard (acide ascorbique).
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I1. Etude biologique
I1.1. Etude pondérale
I1.1.1. Variation du poids corporel

Le poids corporel des rats exprimé en (g) des quatre lots expérimentaux a été pris
quotidiennement et présenté au début et a la fin de I’expérimentation.
Apres 12 jours de traitement, nos résultats montrent une diminution hautement significative
(P<0,01) du poids des animaux du lot TC par rapport au T. Aucune différence de poids corporel
n’a été enregistrée chez les rats du lot CJP par rapport aux TC et ceux du lot JP par rapport aux

témoins (tableau 7, figure 31).

I1.1.2. Variation du poids relatif de certains organes

Les résultats apercus chez les rats intoxiqués au CCly, montrent une augmentation
hautement significative (P < 0,01) du poids relatif du foie et du cceur par rapport au groupe
témoin. Nous avons enregistré également une augmentation significative du poids relatif des
testicules (P < 0,05) et tres hautement significative (P < 0,001) du poids relatif des reins des
animaux traités par le CCls comparativement aux témoins. En revanche, I’administration orale
de ’EAJP aux animaux intoxiqués au CCls a diminué d’une fagon hautement significative
(P <0,01) le poids corporel du foie et des testicules par rapport aux animaux du lot TC. De
méme, une diminution significative (P < 0,05) du poids relatif du cceur et tres hautement
significative (P < 0,001) du poids relatif des reins a été notée chez les animaux du lot CJP
comparativement a ceux du lot TC. Tandis qu’aucune différence significative n’a été observée
du poids relatif des organes prélevés (foie, reins, coeur et testicules) chez les animaux du groupe

JP par rapport a ceux du groupe T (tableau 7, figure 32).
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Tableau 7. Variation de poids corporel (g) et de poids relatif (g/100g de poids corporel) du

Résultats et interprétation

foie, reins, testicules et coeur chez les rats témoins et traités apres 12 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Parametres
T TC CJP JP
P"id?gi)“iﬁal 25583+ 17,83 | 261,33£2565 | 258,33+£2901 | 251,16+ 21,26
Poid(s )final 27316 £12,79 | 244,16£1479%* |  263£23.85 | 265.66+21,98
g
Poids relatit | = 3561 095 | 4232027+ | 377£016% | 3,65£027
du foie
Poids relatif | 651003 | 0,800,034 | 0,69+0,01%% | 0,66 0,03
des reins
Poids relatif | 5, (o9 1,30 0,22 1,06 + 0,23 1,150,13
des testicules
Poidsrelatif | = 57,004 | 03320020 | 030%0,02° 0,30 £ 0,05
du cceur

Poids relatif = (poids absolu individuel/poids corporel individuel au 12 *™ j) x 100.

*P<0,05Dvs, ** P<0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
*P<0,05Dvs, P <0,01 DH vs, " P <0,001 DTH vs par rapport au TC.

P : Seuil de signification.
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Figure 31. Variation de poids corporel en (g) des rats témoins et traités apres 12 jours de

traitement.

** P <0.01 DH vs par rapport au T.
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Figure 32. Variation du poids relatif de certains organes (foie, reins, cceur et testicules) en
(g/100 g de pc) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de traitement.

*P<0,05Dvs, ** P<0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
"P<0,05Dvs, P <0,01 DH vs, " P < 0,001 DTH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.

I1.2. Parametres hématologiques

Le tableau 8 et les figures (33-39) illustrent les résultats de la formule numérique

sanguine des rats témoins et traités. Apres 12 jours de traitement, Nos résultats révelent que le

traitement des animaux du lot TC par le CCls provoque une diminution trés hautement

significative (P < 0,001) d’hémoglobine et une diminution hautement significative (P < 0,01)

des plaquettes, du taux d’hématocrite et du volume globulaire moyen (VGM) par rapport aux

animaux témoins. Par ailleurs, une diminution significative (P < 0,05) des globules rouges a été

enregistrée chez les animaux du lot TC par rapport a ceux du lot témoin. En revanche, nous
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avons noté une augmentation trés hautement significative (P <0,001) des globules blancs chez

les animaux du groupe TC par rapport aux témoins. Tandis qu’aucune différence significative

de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) n’a été notée chez les rats

du groupe TC par rapport a ceux du groupe T. Le traitement des animaux par ’EAJP a

significativement amélioré certains parametres hématologiques par rapport aux animaux

intoxiqués au CCls et non traités. Aucune perturbation des valeurs hématologiques n’a été

rapportée chez les rats traités uniquement par I’EAJP comparant aux témoins.

Tableau 8. Variation de quelques parametres hématologiques chez les rats témoins et traités

apres 12 jours de traitement.

Parameétres Témoin TC CJp JP
G“’:’;‘gizg‘“cs 11,342 1,18 | 1505+ 1,50%% | 10,15%1,08* | 10,80%2,17
Plaquettes
(x10%]) 828,5 4845 | 726,5+ 31,77 #* | 743,00 £ 41,26* | 852,33 £ 43,01
Gl"'(’“llgi/“;;‘ges 833+036 | 790+1084* | 813£0,19% | 831050
x10/p
Taux d’hémoglobine i
@) 1564068 | 1395051 | 1511054 | 1545£0,99
Tauxd ?f/“)‘a“’c“te 42014256 | 3745177+ | 41,10+£1,17% | 40,40 +3,03
(4
VGM (fl) 5331421 | 4856+ 144% | 49,13£100% | 50,08 +2,25
CCMH (g/dl) | 3548+0,68 | 354004 3560035 | 3565%045

*P<0.05Dvs, ** P<0.01 DH vs, *** P <0.001 DTH vs par rapport au T.
"P<0.05Dvs, P <0.01 DH vs, " P <0.001 DTH vs par rapport au TC.

P : Seuil de signification.
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Figure 33. Variation des globules blancs (x103/ul) chez les rats témoins et traités apres 12
jours de traitement.

*##* P <0,001 DTH vs par rapport au T.
###p < 0,001 DTH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 34. Variation des plaquettes (x10°/ul) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de
traitement.

*P<0,05Dvs, ** P<0,01 DH vs par rapport au T.
P : Seuil de signification.
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Figure 35. Variation des globules rouges (x10°/ul) chez les rats témoins et traités apres 12
jours de traitement.

* P <0,05 D vs par rapport au T.
#P <0,05 D vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 36. Variation du Taux d’hémoglobine (g/dl) chez les rats témoins et traités apres 12
jours de traitement.

##% P <0,001 DTH vs par rapport au T.

P <0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 37. Variation du Taux d’hématocrite (%) chez les rats témoins et traités apres 12 jours
de traitement.

* P <0,01 DH vs par rapport au T.
P <0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 38. Variation de VGM (fl) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de traitement.

*P<0,05Dvs, ** P <0.01 DH vs par rapport au T.
#*P <0,05 D vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 39. Variation de CCMH (g/dl) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de
traitement.

I1.3. Parametres biochimiques sanguins

Le tableau 9 présente quelques parametres biochimiques des rats témoins et traités apres

12 jours de traitement.

I1.3.1. Bilan hépatique

%+ Protéines totale

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (P <0,001) de la
concentration plasmatique des protéines totales chez les animaux du lot TC par rapport aux
témoins. Cette concentration augmente d’'une maniere hautement significative (P < 0,01) chez
les animaux du lot CJP comparativement a ceux du lot TC. Par ailleurs aucune différence
significative n’a été observée chez les animaux du lot JP par rapport aux témoins (tableau 9,
figure 40).

% Albumine

Nous constatons une diminution hautement significative (P <0,01) de la concentration

plasmatique d’albumine chez les animaux du lot TC par apport au T. En revanche, le traitement

des rats par ’EAJP a augmenté cette concentration d’une fagon significative (P <0,05) par
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rapport aux animaux du groupe TC. Par ailleurs aucune différence significative n’a été

enregistrée chez les animaux du lot JP par rapport aux témoins (tableau 9, figure 40).

% Bilirubine totale
L’administration du CCls aux animaux du lot TC a entrainé une augmentation
hautement significative (P <0,01) de la concentration plasmatique de bilirubine totale par
rapport aux témoins. En revanche, une diminution significative (P <0,05) de cette concentration
a été enregistrée chez les rats du lot CJP par rapport au TC. Tandis qu’aucune différence
significative n’a été notée chez les animaux du lot JP comparativement aux témoins (tableau 9,

figure 40).

% Transaminases
Les résultats illustrés montrent, une augmentation trés hautement significative

(P <0,001) de I’activité enzymatique de 1’aspartate aminotransférase (ASAT) et de ’alanine
aminotransférase (ALAT) chez les animaux intoxiqués au CCly par rapport a ceux du lot T. Par
ailleurs nous avons enregistré une diminution trés hautement significative (P <0,001) de
I’ASAT et hautement significative (P < 0,01) de PALAT chez les rats du lot CJP par apport a
ceux du groupe TC. Aucune variation significative de ces enzymes n’a ét€ remarquée chez les
animaux ayant recu I’EAJP uniquement par rapport aux témoins (tableau 9, figure 41).

% Phosphatase alcaline

Nous constatons une augmentation tres hautement significative (P <0,001) de I’activité
enzymatique de la phosphatase alcaline (PAL) chez les rats du lot TC par rapport aux rats
témoins. En revanche une diminution trés hautement significative (P <0,001) a été notée chez
les animaux du lot CJP par apport a ceux du groupe TC. Tandis qu’aucune variation
significative n’a été remarquée chez les animaux ayant re¢u I’EAJP uniquement par rapport aux
témoins (tableau 9, figure 42).

¢ Lactate déshydrogénase

Les résultats illustrés montrent, une augmentation trés hautement significative
(P <0,001) de I’activité enzymatique du lactate déshydrogénase (LDH) chez les animaux traités

par le CCly par rapport a ceux du lot T. Par ailleurs I’administration orale de ’EAJP a diminué
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cette activité d’une facon trés hautement significative (P <0,001) chez les animaux du lot CJP
par rapport a ceux intoxiqués au CCly et non traités. Par ailleurs aucune différence significative

n’a été enregistrée chez les animaux du lot JP par rapport aux témoins (tableau 9, figure 42).

I1.3.2. Bilan rénal
% Urée
La concentration plasmatique d’urée a ¢ét¢ augmentée d’une fagon trés hautement

significative (P <0,001) chez les rats du lot TC comparativement aux témoins. Cette
concentration a diminué d’une fagon trés hautement significative (P <0,001) chez les animaux
du lot CJP par rapport a ceux du groupe TC. Tandis qu’aucune variation significative n’a été
notée chez les animaux ayant recu I’EAJP uniquement par rapport aux témoins (tableau 9,
figure 43).

% Créatinine et acide urique

Nous constatons une augmentation hautement significative (P <0,01) de la concentration
plasmatique de créatinine et d’acide urique chez les animaux du lot TC par apport au T. En
revanche le traitement des rats par ’EAJP a diminué¢ d’une fagon hautement significative
(P <0,01) ces concentrations chez les rats du lot CJP par rapport a ceux du groupe TC.
Par ailleurs aucune différence significative n’a été enregistrée chez les animaux du lot JP par

rapport aux témoins (tableau 9, figure 43).

I1.3.3. Bilan énergétique
% Glucose

D’apres le tableau 9 et la figure 44, nous constatons une augmentation hautement
significative (P <0,01) de la concentration plasmatique en glucose chez les animaux traités par
le CCl, par rapport aux témoins. Cette concentration diminue d’une maniére significative (P <
0,05) chez les animaux traités par I’EAJP par rapport a ceux intoxiqués au CCl, et non traités.

Aucune différence significative n’a été remarquée chez les animaux du lot JP par rapport aux

témoins.
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Tableau 9. Variation de quelques parametres biochimiques chez les rats témoins et traités apres

12 jours de traitement.

Parametres Témoin TC CJP JP
ASAT (UI/L) 179,04 +£ 12,70 | 255,12+11,45%%* | 200,53+15,66 “** | 190,20 £12,74
ALAT (UI/L) 56,27 +493 | 77,05 9,13 *** 61,41 £5,51 " 58,45+ 7,71

ALP (UI/L) 190,39 £+ 12,36 | 260,61+10,84*** | 202,65 + 7,67 " | 184,54 £ 9,97

LDH (UI/L) 618,16 = 18,60 | 768,5 £ 12,54%** | 661,5+22,47 *#+ | 631,83+14,40

Protéine totale (g/1) 81,09 + 5,81 68,18 + 4,25%%* 76,87 £2,70 ** 78,89 + 3,42
Albumine (g /1) 41,22 £7,48 29,83 £2,06%* 36,40 +7,23" 40,73 £2,85
Bilirubine totale(mg/l) 1,37 £ 0,33 2,33 £0,44%* 1,92 £ 0,13 1,52 £0,19
Créatinine (mg/1) 5,62 £ 0,75 7,18 £ 0,66%* 5,99 + 0,33" 5,48 £ 0,40
Urée (g/1) 0,47 £0,05 0,66 £ 0,07 *** 0,45 £ 0,03 0,49 £ 0,06
Acide urique (mg/l) 17,19 £ 3,11 26,03 £4,26%* 16,17 + 3,69" 19,15 £ 3,86
Glycémie (g/1) 1,06 + 0,13 1,38 £ 0,15%* 0,96 +0,14 % 1,16 £ 0,08
*P<0,05Dvs, ** P<0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
"P<0,05Dvs, P <0,01 DH vs, " P < 0,001 DTH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification
Exploration de I'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la 78
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Figure 40. Variation de la concentration plasmatique en protéines totales, albumine (g/1) et

bilirubine totale (mg/l) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de traitement.

*#* P <0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
P<0,05Dvs,#P<0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 41. Variation de ’activité enzymatique de 1’aspartate aminotransférase (ASAT/TGO)
et de I’alanine aminotransférase (ALAT/TGP) (UI/L) chez les rats témoins et traités apres 12
jours de traitement.

*P<0,05Dvs, ##¥* P<0,001 DTH vs par rapport au T.
#P<0,01 DH vs, ™ P <0,001 DTH vs par rapport au TC.

P : Seuil de signification.

Exploration de l'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.

80



Partie pratique Résultats et interprétation

ALP

w

o

o
J

N

(%2

o
1

HHH#

= = N
o (%2 o
o o o
1 1 1

Activité enzymatique (UI/L)

r
ke
r
|-

T TC cJp JP

LDH I

[ (o)
o o
o o
1 )

HiHE *E

~

o

o
1

[e2)

o

o
1

N w B
o o o
o o o
1 1 1

Activité enzymatique (UI/L)
5 )
o o

o
*
| -
r
| .

T TC cJp JP

Figure 42. Variation de 1’activité enzymatique de la phosphatase alcaline (PAL) et du lactate
déshydrogénase (LDH) (UI/L) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de traitement.

** P <0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
###p < 0,001 DTH vs par rapport au TC.
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Figure 43. Variation de la concentration plasmatique en urée (g /1), créatinine et acide urique
(mg/1) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de traitement.

*#* P <0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
#P<0,01 DH vs, P <0,001 DTH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 44. Variation de la concentration plasmatique glucose (g/1) chez les rats témoins et
traités apres 12 jours de traitement.

*+ P <0,01 DH vs par rapport au T.
P <0,05 D vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.

IL. 4. Parametres du stress oxydant
II. 4.1. Glutathion réduit (GSH)

Nos résultats montrent que la teneur cellulaire en GSH décroit d’une facon hautement
significative (P<0,01) dans le foie, trés hautement significative (P<0,001) dans les reins, et
significative (P<0,05) dans les testicules et le cceur chez les rats du lot TC comparativement
aux rats du lot T. Cette chute considérable s’est améliorée d’une fagon hautement
significative(P<0,01) dans le foie et les reins et significative(P<0,05) dans le cceur et les
testicules chez les animaux intoxiqués au CCly et traités par ’EAJP par rapport aux animaux
du lot TC. Aucune différence significative n’a été enregistrée chez les animaux du lot JP par

rapport aux témoins (tableau 10, figure 45).

II. 4. 2. Malondialdéhyde (MDA)
D’apres les résultats obtenus, on observe une augmentation hautement significative
(P<0,01) et trés hautement significative (P<0,001) du taux de MDA dans le foie et les reins
chez les animaux du lot TC par rapport aux témoins. Tandis qu’une augmentation significative

(P<0,05) a été notée dans les testicules et le coeur chez les animaux du lot TC comparativement
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aux témoins. Par ailleurs 1’administration orale de I’EAJP a diminué ce taux d’une fagon
significative (P<0,05) dans le foie et les testicules et hautement significative (P<0,01) dans les
reins et le coeur par rapport aux rats du lot TC. Tandis qu’aucune différence significative n’a

été enregistrée chez les animaux du lot JP par rapport aux témoins (tableau 10, figure 46).

I1.4.3. Glutathion peroxydase (GPx)

D’apres le tableau 10 et la figure 47, on constate que le traitement des rats par le CCl,
provoque une diminution trés hautement significative (P< 0,001) de I’activité enzymatique de
la glutathion peroxydase (GPx) dans le foie et le cceur et hautement significative (P< 0,01) dans
les reins et testicules par rapport aux témoins. En revanche, on enregistre une augmentation
hautement significative (P< 0,01) de cette activité dans le foie et significative (P< 0,05) dans
les reins des animaux du lot CJP par rapport a ceux du lot TC. On n’enregistre aucune variation
significative de 1’activité enzymatique de la (GPx) dans le cceur et les testicules des animaux
CJP par rapport aux TC. De méme, aucune différence significative n’a été enregistrée chez les

animaux du lot JP par rapport aux témoins.

I1.4.4. Glutathion - S- transférase (GST)

Concernant I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST), nous constatons
une diminution trés hautement significative (P< 0,001) dans le foie et hautement significative
(P< 0,01) dans les reins des rats intoxiqués par le CCl, par rapport aux rats témoins. Le
traitement des rats intoxiqués par le CCl, par ’EAJP a augmenté 1’activité de la GST d’une
facon significative (P< 0,05) dans les reins et tres hautement significative (P< 0,001) dans le
foie comparativement aux animaux du lot TC. Alors qu’aucune variation significative n’a été
observée de cette activité dans les organes (foie et reins) chez les rats traités uniquement par
I’EAJP par rapport aux témoins. De méme, aucune différence significative de 1’activité de la
(GST) n’a ét¢é marquée dans le cceur et les testicules chez les animaux des quatre lots

expérimentaux (tableau 10, figure 48).

Exploration de l'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.

84



Partie pratique Résultats et interprétation
Tableau 10. Variation de glutathion (GSH), malondialdéhyde (MDA) (nmol/mg protéine),
glutathion peroxydase (GPx) (umolGSH/mg protéine) et de glutathion-S-transférase (GST)
(nmol GST/min/mg protéine) dans les organes (foie, reins, testicules et coeur) chez les rats
témoins et traités apres 12 jours de traitement.

Parametres | Organes Témoin TC cJp JP
B Foie 120,87+15.38 | 85,70+14.,42** | 113,66x11,36™ | 123,70 12,54
55
- E Reins 104,91£10,32 | 61,64+8,77*** | 81,14+13,41"% | 91,08+12,63
2R
4
>§ Testicules | 73,13+ 13,36 | 57,02 11,17 | 72,73+987" | 67,48 17,41
g
£ Ceeur 65,98 +4,50 | 58,01 £5,00% | 66,73+6,48% | 70,97 + 13,82
) Foie 0,39+0,10 | 0,56 +0,09%* 0,44 + 0,07# 0,38 + 0,03
55
« I Reins 0,78 £ 0,08 | 1,05+0,11%== | 0,87 +0,10 * 0,73 + 0,09
(=9
Q on
= g Testicules | 0,60 0,10 0,78 + 0,12 * 0,64 + 0,08 * 0,52 +0,12
(=]
E Coeur 0,57 + 0,04 0,64 +006* | 0,51 +0,07" 0,54 + 0,11
B Foie 2,00+0,07 | 1,70 £ 0,125 | 1,93 +0,04"* 2,01 +0,06
S5
S
& Reins 2474038 | 1,74+0,16** | 1,98 +0,20"* 2,24 + 034
2 Testicules | (0.316+0,02 | 0,23 0,055 | 0,25 +0,03%* 0,29 + 0,03
3
i Coeur 1,44 £0.26 | 0,79 +£0,20%% | (0,82 +0,15%** 1,31 £0,19
é Foie 0,03 £ 0,003 | 0,010,003+ | 0,02 £0,003"+ | 0,02 + 0,001
E
(=7
g Reins 0,0240,003 | 0,010,004 0,01+ 0,003" 0,02+ 0,002
7
O E
‘2 Testicules | 0,002 +0,0003 | 0,003 +0,0005 | 0,003 +0,0003 | 0,003 + 0,0004
=
E
e Coeur | 0,004 + 0,0006 | 0,006 =0,0008 | 0,005 +0,0008 | 0,004 +0,0004

*P<0,05Dvs, ** P<0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
"P<0,05D vs, P <0,01 DH vs, “*P < 0,001 DTH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 45. Variation de la teneur cellulaire en glutathion (GSH) (nmol/mg protéine) dans les
organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et traités apres 12 jours de
traitement.

*P<0,05Dvs, ** P <0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
“P<0,05D vs, P <0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 46. Variation de la teneur cellulaire en malondialdéhyde (n mole/mg de protéine) dans
les organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et traités apres 12jours de
traitement.

*P<0,05Dvs, **P<0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
P<0,05Dvs,#P<0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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Figure 47.Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (umol GSH/mg de
protéine) dans les organes (foie, reins, coeur et testicules) chez les rats témoins et traités apres
12 jours de traitement.

*P<0,05Dvs, ** P <0,01 DH vs, *** P <0,001 DTH vs par rapport au T.
“P<0,05D vs, P <0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification
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Figure 48. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (nmole
GST/min/mg protéine) dans les organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et
traités apres 12 jours de traitement.

*P<0,05Dvs, ** P <0,01 DH vs, *** P < 0,001 DTH vs par rapport au T.
“P<0,05D vs, P <0,01 DH vs par rapport au TC.
P : Seuil de signification.
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IL.5. Etude histologique
Cette étude nous a permis d’étudier les caracteres histologiques du foie et des reins des

rats témoins (lot T) et ceux soumis aux différents traitements (lots TC, CIP et JP).

I1.5.1. Etude histologique du foie

L’analyse histologique (x400) du foie des rats témoins révele un parenchyme hépatique
sans modification histologique. Les lobules sont constitués d’hépatocytes a cytoplasme
abondant et a noyau arrondi régulier et des veines centrolobulaires visibles (figure 49-A).
L’observation microscopique du foie des rats traités par le CCl, a la dose de 1 ml/kg de pc (v/v
dans I’huile d’olive) révele des séveres dégats structurels caractérisés par une nécrose
hépatocytaire massive dans la région centrolobulaire, infiltration de cellules inflammatoires,
dégénérescence des hépatocytes et la dilatation sinusoidale (figure 49- B). En revanche, 1’étude
histologique du foie des rats intoxiqués par le CCl, et traités par ’EAJP (250 mg / kg de pc)
révele une amélioration partielle au niveau de la structure des hépatocytes par rapport aux
animaux du lot TC. L’inflammation des hépatocytes est minimale et la nécrose lobulaire est
présente a moindre degré (figure 49- C). Par ailleurs aucune modification histologique n'a été

observée dans les foies des animaux du lot JP par rapport au témoin (figure 49- D).

I1.5.2. Etude histologique du rein

L’observation microscopique (x 100) du rein des rats témoins révele la présence d’un
parenchyme rénal d’architecture normale, constitué de tubes rénaux rectilignes et des
glomérules entourés d’un espace étroit et clair (figure 50- A). L’administration de CCl,
(1 ml/kg, v/v dans I’huile d’olive) provoque des modifications et une désorganisation du
parenchyme rénal, caractérisées par une vaste vacuolisation, une dilatation tubulaire et une
dégénérescence des glomérules rénaux (figure 50- B). Alors que, le parenchyme rénal des rats
intoxiqués par le CCl, et traités par ’EAJP a la dose de 250 mg / kg de pc présente une réduction
significative des 1ésions rénales par rapport aux animaux du lot TC (figure 50- C). Tandis
qu’aucune modification histologique n'a été observée dans les reins du groupe JP par rapport

au témoin (figure 50- D).
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Figure 49. Coupes histologiques du tissu hépatique coloré a 1’Hématoxyline-Eosine/
Grossissement 400X : (A) Foie d’un rat témoin (lot T) ; (B) Foie d’un rat intoxiqué par le CCl,
(lot TC) ; (C) Foie d’un rat intoxiqué par le CCl, et traité par ’EAJP (lot CJP) ; Foie d’un rat
traité par I’EAJP (lot JP).

VC : Veine centrale ; === Infiltration des cellules inflammatoires ; ——=> Ballonnement

cellulaire ; ===) Nécrose cellulaire ; 5\ Espace sinusoidale.
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Figure 50. Coupes histologiques du tissu rénal coloré a I’Hématoxyline-Eosine/ Grossissement
100X : (A) Rein d’un rat témoin (lot T) ; (B) Rein d’un rat intoxiqué par le CCl, (lot TC) ; (C)
Rein d’un rat intoxiqué par le CCl, et traité par ’EAJP (lot CJP) ; Rein d’un rat traité par ’EAJP
(lot JP).

—g Dégénérescence de glomérules; == Grand espace de bowman ;—> Dilatation

tubulaire ; V’/ Vacuolisation
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Discussion

Depuis I’antiquité I'humanité a utilisé diverses plantes qui existent dans leurs habitats, afin de
traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un réservoir tres vaste et
riche en composés potentiels attribués aux «métabolites secondaires», qui ont I'avantage d'étre
d'une grande diversité de structures chimiques et possédant un tres large éventail d'activités
biologiques.

Ces dernicres années, l'attention s'est portée sur l'une des activités biologiques des plantes
médicinales qui est I’activité antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des
maladies chroniques en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013).

Récemment, la recherche scientifique s’est focalisée sur I’investigation des agents antioxydants
d’origine végétale particulierement les composées phénoliques qui peuvent étre des alternatifs
aux substances synthétiques (Salerno et al., 2014).

La détermination de la capacité antioxydante des produits naturels peut s'orienter dans deux
directions. La premiere direction consiste a évaluer in vitro le potentiel antioxydant, déterminé
par la quantité relative de composés antioxydants contenus dans les extraits et les propriétés
antioxydantes de chacun des constituants. La seconde direction consiste a déterminer in vivo

les propriétés antioxydantes des extraits végétales, en mettant en jeu des systemes biologiques.

I. Etude phytochimique et évaluation de ’activité antioxydante in vitro de Juniperus

phoenicea

L’extraction des composés phénoliques des baies de Juniperus phoenicea a été effectuée par un
mélange hydroalcoolique (méthanol/eau) a 85% pour obtenir initialement I’EBr contenant les
phénols totaux. L’extraction des flavonoides a été réalisée par I'utilisation des solvants
organiques a savoir: éther diéthylique, acétate d’éthyle et le n-butanol. Alors que 1’extraction
des tanins a été effectuée par des macérations successives dans I’éther de pétrole, 1’éther
diéthylique et le méthanol. De ce fait six différents extraits ont été obtenus successivement :
I’extrait brut (EBr), I’extrait d’éther diéthylique (EEt), I’extrait d’acétate d’éthyle (EAc),
I’extrait de n-butanol (EBu), I’extrait de la phase aqueuse (EPQ) et I’extrait des tanins (ET).

Selon Antolovich et ses collaborateurs (2000), le choix d’une méthode d'extraction dépend

essentiellement de la nature chimique des composés, de I’échantillon (graines, feuilles, fruits)
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et de son état physique. En effet, les composés phénoliques solubles sont généralement extraits
en utilisant des solvants polaires tels que 1'eau, le méthanol, 1'éthanol ou I'acétone (Bourgou et
al., 2016). 11 a été constaté dans des travaux antérieurs que le méthanol reste le solvant le mieux
choisi pour extraire les composés phénoliques d’une plante (Sun ef al., 2007). En fait, il a été
utilisé afin d'obtenir des extraits riches en flavanones, flavones, flavone-glycosides,
méthoxyflavones et flavones dimeres (Garcia-Perez, 2008). Par ailleurs 1’utilisation du
mélange hydroalcoolique (méthanol/eau) augmente le rendement d’extraction des composés
phénoliques de maniere significative par rapport a des extractions aux solvants pures (Vazquez

et al., 2008; Mussatto et al., 2011).

Les résultats obtenus montrent que I’EBr enregistre un fort rendement égal a 31,59 % suivi par
I’ET a raison de 12,29%. L’extraction des flavonoides révele que I’EPQ représente le
rendement le plus élevé (8,79%) suivi de I’EBu (1,59%) puis de I’'EAc (0,96%). Le rendement
le plus faible (0,90%) est obtenu par ’EPQ.

Afin de caractériser les extraits des baies de Juniperus phoenicea, un dosage des polyphénols,
des flavonoides et des tanins condensés a été effectué en utilisant les méthodes de Folin-
Ciocalteu, de trichlorure d’aluminium et de vanilline respectivement. Le choix de ces méthodes
s’articule sur la facilité de ces techniques ainsi que la disponibilité des réactifs.

Les résultats du dosage révelent la richesse des baies de Juniperus phoenicea en composés
phénoliques a savoir les phénols totaux, les flavonoides et les tanins.

Les teneurs en polyphénols de ’EBr et de I’EA sont respectivement de 1’ordre de 49,43 + 0,88
et 38,86 + 0,23 mg EAG/g PS. Ces valeurs varient de 25,91 + 0,78 a 36,22 + 0,96 mg EAG/g
dans les autres extraits. Cette richesse a été constatée par les travaux de Hayouni et ses
collaborateurs (2007), effectués sur les baies de Juniperus phoenicea poussant en Tunisie.
Cependant notre résultat est inférieure a celui de Hayouni et ses collaborateurs (2007) dans
I’extrait brut méthanolique qui est de 1’ordre de 66,10 mg EAG/g PS. Ces valeurs sont
supérieures a celles reportées par Amalich et ses collaborateurs (2016) sur les feuilles de
Juniperus phoenicea du Maroc dans les extraits : brut méthanolique (2,99 mg EAG/g), acétate

d’¢éthyle (2,91mg EAG/g), n-butanol (2,16mg EAG/g) et de la phase aqueuse (1,17mgEAG/g).
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De méme, les différents extraits des baies de Juniperus phoenicea enregistrent des quantités
élevées en tanins. La valeur la plus élevée a été enregistrée dans ’EBr (23,25 +£0,96), ’EAc
(18,84 + 4,41) et dans I’EA (15,12 £ 0,70) EC/g PS. Ces teneurs sont inférieurs a celles des
feuilles de Juniperus phoenicea (43,8 mg EC/g PS) enregistrées par les travaux de Bettaieb et
ses collaborateurs (2012).

Concernant le dosage des flavonoides, on a constaté que I’EBr et ’EA ont donné des valeurs
égalent 22,88 +0,10 et 2,09 £ 0,37 mg EQ/g PS respectivement. Les autres extraits enregistrent
des valeurs plus élevées varient de 7,33 £ 0,34 2 11,76 £ 0,90 mg EQ/g PS. Ces dernieres sont
supérieures a celles des feuilles de Juniperus phoenicea reportées par Amalich et ses
collaborateurs (2016) dans les extraits : brut méthanolique (0,70 mg EQ/g), acétate d’éthyle
(2,36 mg EQ/g), n-butanol (1,86 mg EQ/g) et de la phase aqueuse (0,36 mg EQ/g PS).

Ces résultats indiquent que la teneur en polyphénols d’une espeéce végétale récoltée de différents
endroits n’est pas la méme, car la plante est influencée par des facteurs biotiques et abiotiques,
citons par exemple : les propriétés génétiques, 1’état physiologique de la plante,
I’environnement, le type de sol, les conditions de récolte et de stockage de la drogue.

Dans nos différents extraits, les teneurs élevées en phénols totaux par comparaison aux
flavonoides et aux tanins sont logiques étant donné que les flavonoides et les tanins représentent
les composés majoritaires des polyphénols. Cependant, les faibles teneurs en flavonoides
enregistrés dans les extraits EBr et EA par rapport aux autres extraits, peuvent €tre attribuées a
la présence des substances phénoliques et non phénoliques telles que les anthocyanines, les
sucres, les protéines et les pigments, qui risquent d’interférer avec les composés
polyphénoliques et les flavonoides. Cette réactivité chimique pourrait masquer leurs potentiels
possibles ou rende leur absorption plus difficile, ce qui influence le résultat final (Azevedo et

al., 2007; Boubekri, 2014).

L’activité antioxydante des différents extraits des baies de Juniperus phoenicea a été mesurée
par I’utilisation d’une méthode simple, rapide et facile a mettre en ceuvre ; c’est la méthode de
DPPH, dont le DPPH est un radical libre, stable, qui possede une bande d’absorbance a 517nm.
La méthodologie est basée sur la décroissance de I’absorbance d’une solution méthanolique de

DPPH suite a 1’addition de 1’antioxydant.
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A des fins comparatives, I’acide ascorbique est utilisé comme un antioxydant standard, connu
par son pouvoir antioxydant puissant (Frei ef al., 1990). A une dose de 1mg/ml, Il a montré
une activité antiradicalaire tres puissante avec ICsode 1’ordre de 0,26 mg/ml et une activité
antiradicalaire maximale égale a 96,4 + 2,14%. La valeur d’ICso de ’acide ascorbique est
comparable a celle rapportée auparavant (ICs0=0,27mg/ml) par Burits et Bucar (2000).

A une dose de 5 mg/ml, nos résultats montrent que tous les extraits des baies de Juniperus
phoenicea ont une activité antiradicalaire concentration dépendante dont ’EBr, I’EAc et ’EA
présentent la meilleure activité antioxydante avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de
92,08 +1,56%, 74,73 +1,34% et 65,77 +9,33% respectivement. Les valeurs d’ ICso des trois extraits
précédents sont de I’ordre de 2,13 mg/ml, 3,38 mg/ml et 3,71 mg/ml respectivement.
Cependant nos extraits des baies de Juniperus phoenicea s’avérent moins actifs en comparaison
avec I’antioxydant standard «acide ascorbique». L’activité antioxydante des baies de Juniperus
phoenicea in vitro a été constatée par les travaux de Hayouni ses collaborateurs (2007) en
utilisant le test de blanchissement du S-caroténe et de I’ABTS. Différents travaux ont mis en
évidence le pouvoir antioxydant des composés phénoliques de plantes médicinales en révélant

une bonne capacité a piéger le radical DPPH (Chetoui et al., 2013).

Les composés phénoliques peuvent réduire le stress oxydatif, il a ét¢ démontré qu’ils exercent
des effets antioxydants par un certain nombre de mécanismes (Thitimuta et al, 2017). Leurs
activités antioxydantes sont principalement dues a leurs propriétés d’oxydoréduction. En effet,
les groupements hydroxyles des polyphénols peuvent accepter un électron pour former des
radicaux phénoxyles relativement stables, rompant ainsi les réactions d'oxydation en chaine

dans les cellules (Garcia-Perez, 2008).

Certains travaux ont montré que I’activité antioxydante est corrélée positivement avec la
structure des polyphénols (Mihai et al., 2011). De nombreuses études ont établi la relation entre
la structure et l'activité antiradicalaire des flavonoides en montrant que les plus efficaces sont
ceux qui renferment des groupements 3',4'-dihydroxy sur le cycle B et un groupement 3-OH
sur le cycle C (Baba et Malik, 2015). En effet, les polyphénols ayant un grand nombre du
groupement hydroxyles (OH), présentent I’activité antioxydante la plus élevée (Londhe et al.,

2008).
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I1. Etude de I’effet protecteur de Juniperus phoenicea contre la toxicité induite par le
tétrachlorure de carbone chez les rats : Effets sur la croissance pondérale, la variation des
parametres hématologiques, biochimiques, I’histopathologie de certains organes ainsi que

le profil du stress oxydant.

Notre étude est réalisée avec une concentration de 1ml/kg de CCls de pc (v/v dans I’huile
d’olive) en se référant respectivement aux travaux de Ashton Acton (2012), Raj et ses
collaborateurs (2013), Yang et ses collaborateurs (2015) et Mahli et ses collaborateurs
(2015) et une dose de 250 mg/kg de pc de ’EAJP en se référant aux travaux de Aboul-Ela et

ses collaborateurs (2005).

Nos résultats montrent que I’injection intrapéritonéale de CCl4 (Iml/kg v/v dans I’huile d’olive)
entraine des perturbations de la croissance physiologique des animaux. En effet, on a remarqué
une diminution de la croissance des rats intoxiqués par le tétrachlorure de carbone
comparativement aux témoins. Ce résultat permet de suggérer que le CCly présente des effets
néfastes sur la croissance corporelle des animaux expérimentaux.

La diminution de poids est accompagnée d’une augmentation de poids relatif des organes
¢tudiés (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats traités par le CCly. De ce fait, on peut déduire
que ces organes représentent des tissus cibles a I’intoxication au CCls, ce qui augmente leur
taille. Ce phénomene a été constaté par de nombreux auteurs citons par exemple les travaux de
Karadeniz (2009) ; Rashid Khan et Siddique (2012) ; Karthikeyan et ses collaborateurs
(2012); Lin et ses collaborateurs (2012); Keshk et Katary (2016), qui ont signalé que
I’augmentation des poids absolus et relatifs des organes des animaux est un indicateur de la
toxicité par les substances toxiques utilisées.

Par ailleurs, le traitement des rats intoxiqués au CCls par ’administration orale de ’EAJP (250
mg/kg de pc) a entrainé une diminution du poids relatif des organes étudiés. Ceci pourrait
s’expliquer probablement a la réduction de 1’accumulation des radicaux libres induite par les

antioxydants présents dans I’EAJP.

Selon les résultats, I’analyse de I’hémogramme montre que 1’administration de CCls provoque
des perturbations hématologiques par rapport aux témoins. Ces perturbations sont marquées par

une diminution importante des globules rouges, d’hémoglobine, de VGM, d’hématocrite et des
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plaquettes, et sans effet significatif sur le CCMH. Cela peut révéler clairement une anémie
causée par les radicaux libres générés par le CCla.

Récemment, plusieurs travaux ont prouvé que 1I’exposition a certains xénobiotiques rend les
globules rouges trés sensibles aux produits oxydants, provoquant une hémolyse sanguine
(Saxena et Flora, 2004 ; Goel et al, 2006; Allagui et al., 2014). Cette derniére est
probablement due aux effets des radicaux libres sur les parois des globules rouges en
augmentant ainsi la peroxydation des lipides membranaires, ayant pour conséquence des
dommages membranaires de ceux-ci, expliquant ainsi I’anémie hémolytique. Nos constatations
sont en accord avec celles des travaux antérieurs de Nacoulma et ses collaborateurs (2006).
En revanche, on a enregistré une augmentation considérable des globules blancs chez les
animaux intoxiqués par le CCls. Selon Teeter et Franciscus (2004), le nombre élevé de
globules blancs indique que I’organisme lutte contre les dommages causés par la présence des
xénobiotiques dans 1’organisme. Ce qui confirme 1’importance des globules blancs dans la
défense immunitaire contre les substances toxiques telles que le CCly. Par ailleurs, le traitement

par PEAJP a révélé 1'effet protecteur de cette plante contre l'action néfaste du CCla.

Au regard des résultats obtenus, il en ressort que le CCls4 entraine des perturbations des
parametres biochimiques et enzymatiques. En effet, on a enregistré une augmentation tres
hautement significative (P < 0,001) de ’activité enzymatique de ’ALAT, ASAT, LDH et la
PAL chez les rats exposés au CCl4 par rapport aux témoins. L’augmentation de I’activité de ces
enzymes dans le sang peut étre due pratiquement a des Iésions tissulaires en raison de
I’augmentation de la perméabilité membranaire d’ou fuitent les enzymes membranaires des
tissus vers le sang (Beaudeux et Durand, 2011).

Le taux des enzymes ASAT et ALAT constituent un indicateur majeur et fiable des 1ésions
hépatocellulaires, telles que la nécrose et I’inflammation. L’¢élévation de leur activité chez les
animaux du lot TC par rapport au T, rend compte de la fuite enzymatique induite par I’altération
des membranes cellulaires et intracellulaires des cellules hépatiques induite par le tétrachlorure
de carbone.

L'effet toxique du CCls dépend de la dose et de la voie d'administration dont 1’injection
intrapéritonéale et le gavage représentent les deux voies les plus fréquemment employées en

expérimentation animale (Oberti et al., 2000). Il exerce son action hépatotoxique a travers le
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cytochrome P450 et apres sa bioactivation conduisant au radical CCls® tres réactif puis au radical
CCl1300" encore plus destructeur (Mahli et al., 2015). En effet, sa toxicité est essentiellement
due a l'apparition de radicaux libres ou des formes toxiques de I'oxygene qui induisent une
peroxydation lipidique aboutissant a la destruction des membranes cellulaires (Sangare et al.,
2012).

Nos résultats concordent avec ceux de Dong et ses collaborateurs (2016), qui ont démontré
que Dintoxication des rats avec une dose de Iml de CCls par kg de pc, a provoqué
I’augmentation de ’activité¢ enzymatique de I’ASAT, ALAT, ALP ainsi que la LDH au niveau
du sérum.

La diminution du taux plasmatique de ces enzymes chez les animaux traités par ’EAJP, est un
indicateur de la régénérescence du processus de réparation des 1ésions du tissu hépatique due
au CCly (Mistry et al., 2013). Ces résultats peuvent étre comparés avec les données de
différents travaux réalisés dans le méme contexte (Attia ef al., 2012; Thanh et al., 2015).

Les tendances de baisse de taux des enzymes (ASAT, ALAT, ALP et LDH) chez les animaux
traités par ’EAJP devraient étre prises en compte car la richesse en composés phénolique de
cet extrait milite en faveur de son utilisation comme substances hépato-protectrices a activité
antitoxique.

Selon Cassettari de Carvalho et ses collaborateurs (2011), les composés phénoliques
protegent les systemes biologiques par divers mécanismes. Sur des systemes d'hépatocytes
isolés en culture, Hikino (1983) a obtenu des résultats positifs contre la cytotoxicité du CCls en
utilisant I’ombelliférone (dérivés coumariniques) et la glycyrrhizine (un saponoside) isolées des
écorces d’Artemisia capillaris. Quant aux feuilles de Combretum glutinosum, elles contiennent
des hétérosides flavonoiques, des anthocyanosides (leucocyanidol et leucodelphinidol) et des
tanins (acides galliques, ellagiques et féruliques). Les tanins, les flavonoides et les anthocyanes
sont également des piégeurs de radicaux libres. Ils revétent de ce fait des potentialités dans
I’inhibition de la péroxydation lipidique (Ouattara ef al., 2003).

Selon Szaefer et ses collaborateurs (2004), 1’effet protecteur des composés phénoliques est
probablement dii a leur capacité d’inhiber certaines enzymes de la phase I et de stimuler d’autres
de la phase II. Des études antérieures ont rapporté 1’effet protecteur de certains flavonoides, tels
que I’hespérétine en inhibant sélectivement les cytochromes P450, réduisant ainsi la

métabolisation des composés toxiques (Doostdar et al., 2000).

Exploration de 'impact des extraits naturels d’origine végétale « Juniperus phoenicea » sur la
toxicité induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat.



Partie pratique Discussion

Selon d’autres auteurs Surai et Abourashed (2015), I’effet hépatoprotecteur des composés
naturels peut étre attribué¢ a leurs capacités d’inhiber la synthése de certains médiateurs de
I’inflammation, grace a leurs effets antioxydants.

Dans ce contexte, les travaux de Aboul-Ela et ses collaborateurs (2005) menés sur un modele
animal de fibrose hépatique induite par le thioacétamide, montrent une diminution significative
des cytokines TNFa et TGF-B1 chez des rats ayant regu I’extrait aqueux des baies de Juniperus
phoenicea récoltées de Lybie et d’ Arabie saoudite. L’effet hépatoprotecteur de ’EAJP peut étre
expliqué par son effet anti-inflammatoire réduisant ainsi l'effet délétere de la production
excessive des deux cytokines pro-inflammatoires, impliquées dans la pathogenese de la fibrose
hépatique.

Ces résultats sont en accord avec ceux d'autres études rapportant une diminution de la
concentration de TNFo et TGF-B1 en réponse a d'autres antioxydants de synthese tels que la
vitamine E et N l'acétylcystéine (Parola et al., 1992; Victor ef al., 1999).

Nos résultats sont soutenus par 1’étude in vivo de Alqasoumi et ses collaborateurs (2013),
rapportant 1’effet hépatoprotecteur des terpenes et des flavonoides isolés de différentes fractions

a partir des parties aériennes de Juniperus phoenicea récoltées d’ Arabie saoudite.

De plus, nous avons enregistré une réduction de la concentration des protéines totales et
d’albumine chez les animaux intoxiqués par CCls. Cela pourrait étre dii & une diminution de la
libération des protéines en raison de 1’altération de la fonction de synthese hépatique (Fizanne
et al., 2010). D’autre part, selon Mira (2008), la diminution d’albumine peut étre attribuée, a
son pouvoir neutralisant des radicaux libres et des toxines. Vu sa grande quantité, 1’albumine
peut étre considérée comme étant un des antioxydants majeurs du plasma (Roche et al., 2008;
Guerin-Dubourg et al., 2012). Ses effets antioxydants sont liés a sa conformation biochimique
avec de nombreux résidus thiols permettant d’agir comme un puissant capteur de radicaux libres
(Evans, 2002 ; Quinlan et al., 2005; Wong, 2007); Ce qui en résulte des changements
conformationnels et structuraux de la molécule (Miller ef al., 2010). Plusieurs études in vitro
ont souligné les propriétés antioxydantes de 1’albumine; ainsi, il a été montré que 1I’albumine
exerce une action protectrice en cas de I’exposition aux substances toxiques tels que le CCls en

limitant le développement des 1ésions hépatiques (Quinlan et al., 2005).
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Nous avons enregistré également une augmentation du taux de la bilirubine totale chez les
animaux traités par le CCly par rapport aux témoins. La bilirubine est le produit de dégradation
final de I'neme. La majorité de I'heme circulant est issue de 1'hémoglobine des érythrocytes
sénescents (Zhang, 2011). En effet, cette accumulation de la bilirubine totale refléte un mauvais
fonctionnement du foie et de la vésicule biliaire que I’on peut expliquer par ’altération des
mécanismes de biotransformation résultant des métabolites produits par le CCls, ou par une
destruction accrue des globules rouges du sang (Tehoua et al., 2011). Cette deuxieme
hypothese est révélée par I’analyse hématologique indiquant que le CCls diminue le taux
d’hémoglobines. En revanche, les résultats obtenus montrent qu’il existe une amélioration des
parametres précédents (protéines totales, albumine et bilirubine) chez les rats intoxiqués au
CCly et traités par ’EAJP. Ceci témoigne 1’amélioration de la fonction du foie et de la vésicule

biliaire.

11 a été démontré que dans toutes les agressions par les xénobiotiques, le métabolisme hépatique
des protéines est modifié vers la production des systemes de défense et vers la néoglucogenese.
Ceci a été constaté dans notre travail dont on a enregistré une augmentation hautement
significative (P <0,001) de la concentration du glucose plasmatique chez les rats traités par le
CCly. L’hyperglycémie enregistrée chez les animaux du lot TC pourrait étre expliqué par
I’accumulation des acides aminés tels que 1’alanine et I’acide glutamique résultant de la
dégradation des protéines somatiques. Ces acides aminés se transforment sous I’action des
aminotransférases en corps cétoniques puis en glucose (néoglucogenese) (Saka ef al., 2011).
En conséquence, I’hyperglycémie enregistrée confirme le résultat précédent concernant
I’¢élévation des aminotransferases ASAT et ALAT chez les rats traités par le CCls.

Le traitement des rats intoxiqués au CCls par ’EAJP a entrainé une amélioration de la
concentration plasmatique de glucose. L’activité hypoglycémiante de I’EAJP peut étre attribuée
a ses propriétés antioxydantes qui assurent le bon fonctionnement de la machinerie enzymatique
intracellulaire en améliorant la glycogénogénese favorisant ainsi le stockage de glucose. Nos
constatations ont été confirmées par les travaux de Aboul-Ela et ses collaborateurs (2005), en
montrant une augmentation de la teneur hépatique en glycogene chez les rats intoxiqués au

thioacétamide et traités par I’extrait aqueux des baies de Juniperus phoenicea.
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D’autres mécanismes peuvent également intervenir dans I’amélioration du taux de glucose ; des
études avaient rapporté 1’effet hypoglycémiant de composés de type flavonoide (extraits bruts
ou molécules purifiées) sur différents modeles d’étude du diabéte (Coskun et al., 2005). Plus
récemment, il a été montré que les extraits de plantes riches en flavonoides auraient des
propriétés stimulantes sur la libération d’insuline et serait a 1’origine de 1’effet hypoglycémiant
chez des souris présentant un diabete expérimental (Sy et al., 2008). Néanmoins, les travaux de
Aboul-Ela et ses collaborateurs (2005) suggerent que I’administration de I’EAJP a une dose
de 250mg/Kg de pc chez les rats diabétique a la streptozotocine, induit une augmentation de la

biosynthése du glycogene hépatique sans aucune stimulation de la sécrétion d’insuline.

Le rein est un organe dynamique qui intervient dans le maintien de I'homéostasie du corps. Le
tissu rénal peut étre affecté par divers médicaments et produits chimiques, y compris les
xénobiotiques (Ajith el al., 2007).

La néphrotoxicité de CCly a été clairement révélée par ’altération du parenchyme rénal au
niveau des coupes histologique et I’augmentation du taux d’urée, créatinine et d’acide urique
chez les rats du lot TC par rapport aux témoins. Ces parametres sont considérés comme des
biomarqueurs de la fonction rénale. Nos résultats sont en concordance avec les travaux de
Ozturk (2003), Ahmed Ali et ses collaborateurs (2010) ainsi que ceux de Keshk et Katary
(2016), qui ont montré que les cellules rénales ne sont plus capables de controler le processus
d’excrétion urinaire, car les reins sont parmi les organes cibles et les plus sensibles au CCla.
L’augmentation du taux d’urée et créatinine peut €tre expliquée par 1’augmentation de la
dégradation des composés protéiques en acides aminés puis en urée et créatinine. Ainsi, ces
acides aminés formés peuvent se transformer sous 1’action des transaminases plasmatiques en
composés carboxyliques tels que ’acide pyruvique (Forét, 2012). Ceci implique la forte
activité enzymatique de I’ASAT et de ’ALAT chez les rats traités par le CCls. De plus,
I’accumulation du pyruvate peut expliquer I’augmentation de la LDH qui catalyse la réduction
de ce dernier en lactate (Boukerche et al., 2007).

L’hyperuricémie enregistrée chez les rats du lot intoxiqué au CCls peut étre expliquée par un
exces de dégradation des purines ou un défaut d’élimination urinaire d’acide urique (El
Aissaoui, 2014).

Par ailleurs, le traitement des rats intoxiqués au CCls par ’EAJP a diminué les taux

plasmatiques des parametres du bilan rénal. Ceci peut étre di a I’effet antioxydant de I’EAJP
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qui protege les reins contre 1’effet néfaste du CCls en augmentant ainsi les processus de défense
cellulaire vis-a-vis des effets cytotoxiques des radicaux libres. L’effet néphroprotecteur de
I’extrait aqueux des feuilles de Juniperus phoenicea contre la toxicité induite au CCly a été
rapporté par les travaux de Ahmed Ali et ses collaborateurs (2010). Ces derniers ont constaté
une diminution des concentrations sérique d’urée et de créatinine chez les animaux intoxiqués

au CCly par rapport aux témoins.

L’appréciation de ’'importance du stress oxydant dans de nombreuses pathologies rend
nécessaire 1’utilisation de différents dosages dont le plus utilisé est celui du MDA, un des
produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés médiés par
les radicaux libres (Ben Saad el al., 2017). Nos résultats montrent une augmentation du taux
de malondialdéhyde (MDA) dans les organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les animaux
traités par le CCls. Ceci confirme des dommages oxydatifs tels que la peroxydation des lipides
membranaires, en raison de la production de radicaux peroxyles. L’oxydation des acides gras
insaturés des phospholipides membranaires est susceptible de déformer la structure des
membranes et de provoquer en conséquence sa perméabilité et la mort cellulaire (Kebieche et
al., 2011). La diminution du taux de MDA chez les animaux du lot CJP par rapport a ceux du
lot TC témoigne I’effet de I’EAJP contre la peroxydation lipidique induite par les radicaux

libres.

La cellule dispose pour sa protection le GSH, porteur d’une fonction thiol qui constitue un
systeme antioxydant de la premiere défense en se liant par sa fonction SH aux métabolites
toxiques. Il joue son role antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydantes
telles la glutathion peroxydase, la CAT et la SOD (Saka et al.,, 2011). La GPx est la seule
séléno-enzyme dans les cellules des mammiferes, sa molécule contient quatre atomes de
sélénium dans le centre actif sous forme de séléno-cystéine. Elle catalyse les réactions de
réduction des peroxydes organiques et inorganiques, en utilisant le glutathion réduit comme
donneur de protons, ce qui provoque 1’oxydation de glutathion réduit (GSH) en glutathion
oxydé (GSSQG) et la production d’alcool primaire non toxique. Les résultats de la présente étude
ont montré la présence d’un déséquilibre dans le statut redox cytosolique en faveur des pro-
oxydants mettant les cellules des organes (foie, reins, cceur et testicules) des animaux traités par

le CCl4 dans un état de stress oxydatif. En effet une diminution de la concentration de GSH a
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été enregistrée au niveau des organes étudiés (foie, reins, testicules et cceur) chez les animaux
du lot TC par rapport aux témoins. Cette baisse de GSH peut étre expliquée par sa participation
dans les réactions de détoxication des radicaux libres, ce qui provoque une déplétion accrue de
sa teneur intracellulaire (Kebieche et al., 2011). Cependant, le traitement des rats du lot CJP
par I’EAJP a entrainé une augmentation du taux de GSH par rapport aux animaux du lot TC.
Autrement dit, ’EAJP posséde un effet scavenger, c'est-a-dire au lieu que les radicaux libres
produits par le CCls se neutralisent par le GSH, ils vont plutot étre captés par les composés

phénoliques en augmentant le taux de glutathion dans les organes étudiés.

L’évaluation biochimique de I’activité des systémes enzymatiques antioxydants a mis en
évidence une réduction significative de I’activité cytosolique de la GPx dans les organes (foie,
reins, coeur et testicules) chez les animaux traités par le CCl4 comparativement aux témoins.
Ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs de Ben Hsouna et ses collaborateurs
(2011), Ben Amara et ses collaborateurs (2011), Ganie et ses collaborateurs (2011), Jain
et ses collaborateurs (2012), Yang et ses collaborateurs (2013), Klibet et ses collaborateurs
(2015), effectués sur des rats traités avec le CCly, des métaux lourds (arsenic) et des pesticides
(le diméthoate). Ces auteurs ont attribué cette diminution a I’effet du stress oxydatif, aboutissant
principalement a une surproduction de peroxyde d’hydrogene et 1’épuisement du sélénium et
de GSH. En effet, I’augmentation de la peroxydation lipidique affaiblit aussi bien le
fonctionnement des membranes par la baisse de leur fluidité que D’activité des enzymes
membranaires et cytoplasmiques (Ben Saad et al., 2017).

La GST représentent une importante famille enzymatique dont la fonction est de conjuguer le
glutathion réduit (GSH) a des composés électrophiles par formation d’un pont thio-éther. Les
produits sont ensuite métabolisés en mercapturates puis excrétés dans la bile ou 1’urine
(Amiard et Amiard-Triquet, 2008). Nos résultats montrent une diminution de 1’activité¢ de
cette enzyme dans les organes (foie et reins) des animaux traités par le CCl4 par rapport aux
témoins. Ces résultats conforment avec ceux obtenus par Ganie et ses collaborateurs (2011)
ainsi que les travaux de Adewale et ses collaborateurs (2014), qui ont constaté que les
glutathions transférases sont impliquées dans la détoxification de nombreux polluants

chimiques tels le CCly, les hydrocarbures et les insecticides organochlorés.
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Au méme moment, le traitement des rats intoxiqués par le CCly et traités par ’EAJP a pu
restaurer les activités de ces enzymes dans la plupart des organes étudiés, en empéchant ainsi
la perte de 1’équilibre redox pro-oxydants/antioxydants constaté chez ces animaux. Il a été
démontré que l'effet de certains extraits sur l'activité de la GST peut étre expliqué par une
augmentation de la transcription du gene codant pour cette enzyme, rapportant que les genes
codant pour les enzymes de la phase II sont fortement induits par les composés antioxydants

(Sotelo-Fe lix et al., 2002).

Pour confirmer les données biochimiques, un examen histologique des organes (foie et reins) a
été réalisé. L’observation histologique nous a permis de révéler des 1ésions tissulaires au niveau
des organes étudiés. Ces altérations sont induites, au cours d’un stress oxydatif, par
I’augmentation de la peroxydation des lipides. Il en résulte 1’activation d’inflammations
cellulaires et une dégradation des produits lipidiques (Elgawish ef al., 2015). De nombreuses
recherches ont affirmé que les radicaux libres sont capables d’entrainer des modifications
chimiques qui alterent les structures lipidiques, protéiques, glucidiques, ainsi que les
nucléotides (Gauche et Hausswirth, 2006).

Au niveau du foie, les altérations histologiques chez les animaux traités par le CCls sont
indiquées par des nécroses hépatocytaires massives dans la région centrolobulaire, infiltration
de cellules inflammatoires, dégénérescence des hépatocytes et une dilatation sinusoidale
comparativement aux témoins.

Les changements histopathologiques des hépatocytes ont été signalés par de nombreux auteurs
a la suite de I’injection de CCls. Les études de Shi et ses collaborateurs (1998) ont rapporté
que I’injection de CCly génere des dommages oxydants au niveau des cellules hépatiques
aboutissant a la nécrose des hépatocytes dans la région centrolobulaire. Les infiltrats
inflammatoires observés sur les coupes de foies des animaux du lot TC représentent des
réactions du foie suite a la nécrose hépatocytaire induite par le CCls.

L’examen histologique des reins a montré ¢galement une vaste vacuolisation, une dilatation
tubulaire et une dégénérescence des glomérules rénaux chez les rats traités au CCly par rapport
aux témoins. En revanche, le traitement des rats par 'EAJP a provoqué une réduction

significative des Iésions hépatiques et rénales par rapport aux animaux du lot TC.
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Dans le méme ordre d’idées, Ahmed Ali et ses collaborateurs (2010), Ben Hsouna et ses
collaborateurs (2011) ainsi que Barkat et ses collaborateurs (2015) ont constaté 1’cffet
protecteur des extraits de plantes médicinales contre les agents induisant des 1ésions du tissu
hépatique et rénal. Les effets protecteurs de I’EAJP semblent étre principalement associés a sa
richesse en composés phénoliques, qui sont connues pour leurs effets antioxydants, capables de

protéger plusieurs composants cellulaires contre les dommages oxydatifs (Asif, 2015).

Le constat tiré de I’observation des résultats de la présente étude est que I’EAJP (250 mg/kg de
pc), administré aux animaux intoxiqués par le tétrachlorure de carbone, a maintenu I’équilibre
de la balance antioxydant/pro-oxydant des cellules hépatiques et rénales. Cet équilibre est
maintenu sous 1’effet antioxydant des composés phénoliques contre les radicaux libres générés
par le CCl4.

La richesse de I’EAJP en composés phénoliques et le pouvoir antiradicalaire de ce dernier sont

déja démontrés dans notre étude phytochimique et dans notre étude in vitro avec le DPPH.
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La connaissance et 1’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de I’étre
humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est tres accentuée dans ces

dernieres années, grace aux thérapeutiques et bienfaits qu’elles procurent.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, il est réalisé sur une
plante appartenant a la famille des Cupressaceae: Juniperus phoenicea, reconnue par ses vertus

thérapeutiques en Algérie.

Dans la premiere partie de notre travail, nous nous sommes intéressés a I’étude des composés
phénoliques ainsi que ’évaluation de ’activité antioxydante in vitro des extraits des baies de
Juniperus phoenicea. L’extraction des composés phénoliques nous a permis de calculer le
rendement de tous les extraits a savoir: I’EBr, EEt, EAc, EBu, EPQ et ET. L’EBr enregistre le
rendement le plus élevé avec une valeur de 31,59 %.

Le dosage des composés phénoliques dans les différents extraits par des méthodes
spectrophotométriques révele la richesse de ces derniers en phénols totaux, flavonoides et
tanins. De méme, I’EA enregistre des teneurs égales a 38,86 + 0,23mg EAG/g PS, 2,09 +
0,37mg EQ/g PS et 15,12 + 0,70mg EC/g PS respectivement.

L’évaluation de I’activité antioxydante de nos extraits montre une capacité plus ou moins
importante a piéger le radical libre DPPH au seuil de 5 mg/ml. L’EBr, EAc et I’EA représentent
les extraits les plus actifs avec une ICso de I’ordre de 2,13, 3,38 et 3,71mg/ml respectivement.
En comparaison avec I’acide ascorbique, nos extraits paraissent moins actifs que ce dernier qui

enregistre une ICso égale a 0,26mg/ml a la concentration de 1mg/ml.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nos résultats révelent que I’administration du CCl, a la
dose de 1ml/kg de pc (v/v dans I’huile d’olive) par injection intrapéritonéale chez les rats méales
adultes pendant 12 jours, a provoqué des perturbations de la plupart des parametres
biochimiques étudiés, a savoir: biomarqueurs hépatiques, rénales et métaboliques, ce qui
confirme 1’effet hépatotoxique et néphrotoxique de CCly.

En ce qui concerne la croissance corporelle, nos résultats ont montré une diminution
significative du poids corporel des animaux traités par le CCl, par rapport aux témoins et une

augmentation de poids relatif des organes étudiés (foie et reins, cceur et testicules).
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L’¢étude des parametres hématologiques révele que 1’administration de CCl, a provoqué une
augmentation des globules blancs et une diminution d’hémoglobine, de plaquettes, du taux
d’hématocrite, de VGM et des globules rouges par rapport aux témoins ; ce qui confirme
I’installation d’une anémie de type hémolytique.

L’¢tude de quelques parametres de stress oxydatif nous a permis de confirmer 1’effet pro-
oxydant de CCl, via I’augmentation de la peroxydation lipidique, la diminution du taux de GSH
réduit et la diminution de I’activité enzymatique de la GPx et de la GST au niveau des organes
étudiés.

L’étude histologique des organes (foie et reins) montre que le CCl, a provoqué des Iésions
cellulaires et des altérations hépatiques et rénales clairement révélées au niveau des coupes

histologiques. Ceci témoigne 1’effet cytotoxique de CCl, sur ces deux organes.

A travers notre étude, nos résultats montrent que 1’administration de I’EAJP (250mg/kg de pc)
aux animaux traités par le CCl, entraine I’amélioration de la plupart des parameétres étudiés.
Cet effet se manifeste par le maintien de 1’équilibre redox malgré 1’effet pro-oxydant et
cytotoxique de CCl,.

Les résultats de cette étude semblent suggérer que I’EAJP a assuré un effet protecteur contre la
toxicité hépatique et rénale induite par le CCly, et ceci grace a sa composition en polyphénols

et en flavonoides responsables du potentiel antioxydant de cette plante.

Les résultats de notre travail ouvrent d’autres nouvelles voies de recherches scientifiques vers :

» La réalisation des études approfondies et complémentaires de 1’activité antioxydante et
antibactérienne des composés phénoliques en général et des flavonoides en particulier.

» La confirmation de nos résultats par le dosage d’autres parametres, citant parmi eux
les enzymes de stress oxydatif (Catalase et SOD).

» L’évaluation de I’effet protecteur des composés phénoliques sur des cellules mises en
culture «in vitro».

» La détermination des composés phénoliques par des méthodes chromatographiques

(HPLC).
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Annexe 1

1.1. Courbe d’étalonnage des polyphénols
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Figure 1. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols

1.2. Courbe d’étalonnage des flavonoides
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1.3. Courbe d’étalonnage des tannins
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Figure 3. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins

1.4. Courbe d’étalonnage des protéines
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Annexe 2

2.1. Activité de I’ aspartate aminotransféranse (ASAT/TGO)

e Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 TRIS pH 7,8 80 mmol/L
Tampon L- Aspartate 200 mmol/L
R2 NADH 0,18 mmol/L
Substrat Lactate déshydrogenase 800 U/L
(LDH)
Malate déshydrogenase 600 U/L
(MDH)
o -cétoglutarate 12 mmol/L.

e Préparation du réactif de travail
Dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est stable 21 jours a 2 - 8°C

ou 72 heures a 15-25°C.

e Mode opératoire

Réactif (ml) 1,0

Echantillon (ul) 100

Mélanger, incuber les tubes préparés pendant 1 min a la température de 37°C et lire

I’absorbance (A) a 340 nm, avec trios répétitions (chaque 1 min d’incubation).

e Calcul

ASAT (U/L)= AA/minx 1750

Ou AA c’est la valeur moyenne des trois lectures.
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2.2. Activité de I’alanine Aminotransférase (ALAT/TGP)

e Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 TRIS pH 7.8 100 mmol/L
Tampon L- Alanine 500 mmol/L
R2 NADH 0,18 mmol/L
Substrat Lactate déshydrogenase 1200 U/L
(LDH)
Oxoglutarate 15 mmol/L

e Préparation du réactif de travail (RL)

Dissoudre le contenant de R2 dans le flacon R1. Ce réactif est stable 2 semaines a 2 - 8°C.

e Mode opératoire

Réactif (ml) 1,0

Echantillon (ul) 100

Mélanger, incuber les tubes préparés pendant 1 min a la température utilisée pour 1’essai et

lire ’absorbance (A) a 340 nm, avec trios répétitions (chaque 1 min d’incubation).

e Calcul

ALAT (U/L) = A A/min x 1750

Ou AA c’est la valeur moyenne des trois lectures
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2.3. Dosage des protéines totales

e Réactifs

Annexes

Réactifs Composition Concentration
Tartrate de sodium potassium 15 mmol/L.
R du
Biuret Iodide de sodium 100 mmol/L
Iodide de potassium 5 mmol/L
Sulfate de cuivre 19 mmol/L.
Calibrant des protéines Solution standard de sérum 7 g/dl
totales albumine bovine
Le réactif est prét a I'utilisation.
e Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (ub) - - 25

Meélanger, et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou 10 min a (15- 25°C). On lit la densité

optique « DO » des échantillons et du standard contre le blanc a 540 nm. La coloration est

stable pendant 30 minutes a I’abri de la lumiére.

e Calcul

Protéines (g/dl) =

DO échantillon

DO étalon

x 7 (concentration de 1’étalon)
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2.4. Dosage d’albumine

e Réactifs
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Réactifs Composition Concentration
Vert de bromocrésol 0,14 g/L
Réactif 1
Tompon succinate PH 4,2 75 mmol/L.
Brige 35 7 ml/L
Calibrant Sérum albumine bovine 50 g/L
(standard)
Le réactif est prét a 1’utilisation.
e Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 5,0 5,0 5.0
Etalon (ul) - 20 -
Echantillon (ub) - - 20

N

Meélanger, et incuber pendant 5 minutes a 37°C. On lit la densité optique « DO » des

échantillons et du standard contre le blanc a 630 nm. La coloration est stable pendant 1 heure

a température ambiante.

e Calcul

DO échantillon

Albumine (g/dl) =

DO étalon

x concentration de 1’étalon (50g/1)
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2. 5. Dosage de la bilirubine totale

e Réactifs
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Réactifs Composition Concentration
Réactif 1 : Bilirubine totale | Acide sulfanilique 30 mmol/L
Acide chlorhydrique 50 mmol/L
Diméthylsulfoxide (DMSO) 7 mmol/L
Réactif 2 Nitrite de sodium 29 mmol/L.
Calibrant Il est sous la référence : 1002250
Les réactifs sont préts a 1’utilisation.
e Mode opératoire
Blanc Etalon
Réactif 1 : BL totale (ml) 1,5 1,5
Réactif 2 : (ul) - 50
Echantillon/Calibrant(ul) 100 100

Mélanger et lire la densité optique aprés 5 minutes d’incubation a une longueur d’onde 555

nm.

e Calcul

La concentration de la bilirubine est calculée par la formule suivante :

D0 echantillon—D0O blanc echant

Bilirubine totale (g/dl) =

D0 calibrant— DO blanc calibrant

x Concentration de calibrant
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2.6. Dosage d’urée

e Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 TRIS pH 7,8 80 mmol/L
Tampon o - cétoglutarate 6 mmol/L
R2 Uréase 3750 U/L
Enzymes Glutamate déshydrogénase (GLDH) 6000 U/L
NADH 0,32 mmol/L
Calibrant d’urée Solution standard d’Urée 50 mg/dl

e Préparation du réactif de travail
Dissoudre le contenu de R2 dans le flacon de R1 et mélanger légerement. Ce réactif est

stable 6 semaines a 2 - 8°C ou 7 jours a 15-25°C.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ub) - - 10

Meélanger et lire la densité optique « DO » des échantillons a 340 nm (A1) apres 30 seconde

et (A2) apres 90 seconde de I’incubation, puis on fait le calcul : AA= Al — A2

e Calcul

(AA) échantillon ) ),
Urée (mg/dl) = x 50 (concentration de I’étalon)

(AA) étalon
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2.7. Dosage de créatinine

o Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 Acide picrique 17,5 mmol/L
Réactif picrique
R2 Hydroxyde de sodium 0,29 mol/LL
Réactif Alcaline
Calibrant de Créatinine Solution standard de 2 mg/dl
créatinine

e Préparation du réactif de travail
Meélanger un volume de R1 dans un méme volume de R2. Ce réactif est stabilisé 10 jours a

15 - 25°C.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 100 -
Echantillon (ul) - - 100

Mélanger et lire la densité optique « DO » des échantillons et du standard a 492 nm apres 30

secondes (A1) et 90 secondes (A2) de I’incubation. On fait le calcul : AA= A2-Al.

e Calcul

AA échantillon — AA blanc
Créatinine (mg/dl) = X 50 (concentration de 1’étalon)
AA échantillon — AA blanc
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2.8. Dosage d’acide urique

e Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 Phosphate pH 7.4 50 mmol/L
Tampon Sulfonate - 2-4 4 mmol/L
dichlorophénol (DCPS)

R2 Uricase 60 U/L
Enzymes peroxydase (POD) 660 U/L
Ascorbate d’oxydase 200 U/L

4-aminophenazone (4-Ap) 1 mmol/L
Calibrant d’acide urique Solution standard d’acide 6 mg/dl

urique

e Préparation du réactif de travail
Dissoudre le contenu de R2 dans un flacon de R1 et mélanger 1égerement. Ce réactif est

stable un mois a 2-8°C ou 10 jours a 15-25°C.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (nb) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25

Meélanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou minutes a 15- 25°C. Lire la densité
optique (DO) de I’échantillon et du standard contre le blanc a 520 nm. La coloration est stable

pendant 30 minutes.

e Calcul

(DO) échantillon ] .,
Acide urique (mg/dl) = x 6 (concentration de 1’étalon)

(DO) étalon
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2.9. Dosage de la phosphatase alcaline

Réactifs Composition Concentration
Diethanolamine (DEA) 1 mmol/L
Réactif 1 Tampon pH10,4
Chlorure de magnésium 0,5 mmol/L
Réactif 2 Substrat P-nitrophényl phosphate 10 mmol/L
(pNPP)

e Préparation du réactif de travail

Dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le tampon (réactif 1).

e Mode opératoire

Réactif (ml) 1.2

Echantillon (pl) 20

Meélanger, incuber pendant une minute. Lire a 405nm 1’absorbance initiale et démarrer le
chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne

des absorbances par minutes (A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs.

e Calcul

Pour estimer I’activité enzymatique de la PAL, on utilise la formule suivante :

PAL (UI/L) =A DO/min x 3300.
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2.10. Dosage de I'activité du lactate déshydrogénase

Réactifs Composition Concentration
Imidazole 65 mmol/L
Réactif 1 Tampon
Pyruvate 0,6 mmol/L
Réactif 2 Substrat NADH 0,18 mmol/L

e Préparation du réactif de travail
Dissoudre un comprimé de réactif 2 (substrat) dans le tampon (réactif 1) et mélanger

légerement. Ce réactif est stable pendant 15 jours a 2-8°C ou 5 jours a 15-25°C.

e Mode opératoire

Température 37°C
Réactif de travail (ml) 3,0
Echantillon (ul) 50

Meélanger et incuber pendant 1 minute. Lire I’absorbance a 340 nm avec trois répétitions

(chaque 1 min d’incubation).

e Calcul

Activité LDH (U/L) = AA/min x 9690

Ou AA c’est la valeur moyenne des trois lectures.
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2.11. Dosage de Glucose

e Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 TRIS pH 7,4 92 mmol/L.
Tampon Phénol 0,3 mmol/L
R2 glucose oxydase (GOD) 15000U/L
Enzymes Péroxydase (POD) 1000U/L
4- aminophénazone (4-AP) 2,6 mmol/L
Calibrant Glucose Solution standard de Glucose 100 mg/dl

e Préparation du réactif de travail
Dissoudre le contenu de R2 dans le flacon de R1 et mélanger 1égerement. Ce réactif est

stable pendant un mois a 2- 8°C ou pendant 7 jours entre 15- 25°C.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ny - - 10

Mélanger, incuber 10 min a 37°C ou alors 15 a 20 min a (15- 25°C). Lire la densité optique

« DO » de I’échantillon et du standard contre le blanc & 505 nm. La couleur est stable pendant

30 minutes.
e Calcul
DO échantillon
Glucose (mg/dl) = x 100 (concentration de 1’étalon)
DO étalon
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Annexe 3

3.1. Dosage des protéines hépatiques
e Préparation de Réactif de Bradford
Dissoudre 100 mg de la poudre du bleu de Coomacie (BBC) dans 50 ml d’éthanol a
95%. Agiter la solution pendant 2 heures, ensuite ajouter 100 ml d’acide phosphorique a 85%,
compléter le volume a 1 litre par I’eau distillée. La solution résultante sera filtrée et protéger

de la lumiere. Le réactif est stable pendant deux semaines a 4°C.

3.2. Dosage de glutathion (GSH)
¢ Préparation des solutions
¢ Solution de Tris 0.4 M + (Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique)(EDTA)
0.02M
Dissoudre 12,114 g de Tris et 1,8612 g d” EDTA dans 250 ml d’eau distillée et ajuster le PH
a9.6.
% Solution d’acide Salicylique a 0.25 M
Dissoudre 0,25g de ’acide Salicylique dans 100 ml d’eau distillée.
+* Solution de DTNB a 0,01M
Dissoudre 79 mg de DTNB dans 20 ml de méthanol absolu.
% Solution d’acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique (EDTA) a 0.02 M
Dissoudre 1,8612g d’EDTA dans 250 ml d’eau distillée.

3.3. Dosage du MDA

s TBS ; Tris (50mM), NaCL (150mM) et pH 7,4 : Dissoudre 8,775 g NaCL dans 1L
d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume a 1L par la solution
NaCl (150 mM) et ajuster le pH a 7,4.

« TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) : Dissoudre 20 g TCA dans 100 ml d’eau distillée
pour obtenir la solution TCA 20% puis poser 1 g de BHT et compléter le volume a
100 ml par la solution TCA 20% et agiter a chaud.

s HC10,6 M : Prélever 51,56 ml d’HCI et compléter le volume a 1 L par I’eau distillée.

¢ Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM) : Dissoudre 3,149 g Tris dans 1 L d’eau
distillée, puis poser 17,299 g TBA et compléter le volume a 1 L par la solution Tris
(26 mM).
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3.4. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
¢ GSH (0.1 mM) : Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’cau distillée.
¢ TCA (1%) : Dissoudre 1 g TCA dans 100 ml d’cau distillée.
< DTNB (1,0 mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.

3.5. Dosage de I’activité enzymatique de la Glutathion-S-Transférase (GST)
«» CDNB (0,02 M) : Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.
% Solution GSH (0,1 M) : Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Objective: To investigate the antioxidant and hepatoprotective properties of Juniperus
phoenicea (J. phoenicea) berries against CCls-induced oxidative damage in rats.
Methods: Hepatotoxicity was induced in albino Wistar rats by single dose of CCly
dissolved in olive oil (1 mL/kg BW, 1/1 in olive oil, i.p.). Aqueous extract of J. phoenicea
berries (AEJP) was administered at the dose of 250 mg/kg/day by gavage for 12 days.
Results: Obtained results revealed that administration of CCly caused a significant in-
crease in plasma ASAT, ALAT, ALP and LDH activities and total bilirubin concentra-
tion, compared to the control group. While, albumin and total protein concentration were
significantly lower. Additionally, a significant decrease in the level of hepatic GSH, GPx
and GST activities associated with a significant increase of MDA content in CCly group
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.. S than those of the control. However, the treatment of experimental rats with AEJP pre-
Lipid peroxidation . .. .. . .
. vented these alterations and maintained the antioxidant status. The histopathological
Hepatoprotective

observations supported the biochemical evidences of hepatoprotection.

Conclusions: The results of the present investigation indicate that J. Phoenicea pos-
sesses hepatoprotective activity and this effect was may be due to its antioxidant
properties.

Biochemical parameters

antioxidant protective mechanism. It is principal cause of the
development of hepatic disorders [1l. Various types of liver

1. Introduction

The liver as a vital organ has a wide range of functions in the
body, including detoxification, plasma protein synthesis, and
glycogen storage. Oxidative stress is considered as the imbal-
ance between reactive oxygen species (ROS) production and
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disorders are characterized by cirrhosis, jaundice, tumors,
metabolic and degenerative lesions and liver cell necrosis etc
[2]. The management of liver disorders is still a challenge to
the modern medicine [3]. Conventional or synthetic drugs used
in the treatment of liver diseases are sometimes inadequate
and can have serious adverse effects [4]. Carbon tetrachloride
(CCly) is a highly toxic chemical and a well known
hepatotoxin used extensively to investigate the hepatotoxicity
in animal models [5]. CCly by itself does not have cytotoxic
effects on the liver but its metabolic products such as
generated trichloromethyl free radicals are responsible for the
toxicity and the production of lipid peroxidation [6]. It has
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been reported that antioxidants appear to act against disease
processes by increasing the levels of endogenous antioxidant
enzymes and decreasing lipid peroxidation [7]. Lots of studies
indicate that natural substances from edible and medicinal
plants exhibited strong antioxidant activity that could act
against CCly-induced liver damage, because they contain lots
of free radical scavenger such as phenolic acids and flavonoid
compounds [8].

The genus Juniperus belongs to the Cupressaceae family,
comprising about 67 species all over the world [91. Plants from
the Juniperus genus have found application in different
European cuisines as a spice, flavouring for alcoholic drinks,
as well as in cosmetics [10]. Furthermore, these plants have an
extensively history of use in global folk medicine for various
disorders, such as common colds, urinary and kidney
infections and dermatological disorders [11]l. Among their
species, Juniperus phoenicea (J. phoenicea) is an evergreen
tree indigenous to the North Africa. In Algeria, J. phoenicea
grows on the steppes, commonly known as ‘Arar’. This plant
is considered as an important medicinal plant largely used in
the Algerian folk medicine as a diuretic, stimulative, stomach
tonic, pulmonary and depurative disinfectant. A decoction of
the leaves and berries has been used to treat diarrhea,
rheumatism, and diabetes. Previous phytochemical studies
reveal that J. phoenicea a large variety of
compounds, mainly diterpenoids, biflavonoids, lignans, phenyl
propane glucosides, two furanone glucosides, norterpene and
sesquiterpene glucosides [9]. There are many papers report on
the chemical composition of leaves and berries essential oils
of J. phoenicea grown in north Mediterranean basin [12].
However, little attention has been given to the phenolic
contents, antioxidant and biological activities of J. phoenicea
berries. Therefore; the aim of the present study was to
evaluate the antioxidant and hepatoprotective properties of
J. phoenicea berries against CCly-induced oxidative damage in
rats.

contains

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Carbon tetrachloride and all other chemicals and reagents
used in the study were obtained from Sigma-Aldrich Corpora-
tion (St. Louis, Missouri, USA).

2.2. Plant material

The plant material consisted of mature ‘berries’ of
J. phoenicea, collected in month of March 2013, from Aouinet
province of Tebessa (Algeria). The identity of plant was
confirmed by Professor A. Chefrour in the botany laboratory,
Department of Pharmacy, Faculty of Medicine, Badji Mokhtar
University, Annaba, Algeria. The berries were cleaned, dried in
shade and powdered then stored in air tight container.

2.3. Preparation of plant extracts

2.3.1. Preparation of aqueous extract

Five grams of the dried berries powder of J. phoenicea were
boiled in 50 mL of distilled water and heated for 15 min. The
extract was then filtered through Whatman filter paper and

directly administered orally by gavage to the animals at a vol-
ume of 250 mg/kg body weight (BW).

2.3.2. Preparation of methanol extract

Twenty grams of the dried berries powder of J. phoenicea
were extracted at room temperature for 72 h, in 100 mL meth-
anol (85%) three times. The hydro-alcoholic extract was filtered
through Whatman filter paper, and stored at 4 °C. The filtrate
was concentrated under reduced pressure at 60 °C. The extract
was weighed and stored at 4 °C in storage vials.

2.4. Chemical characterization

2.4.1. Total phenolic contents

The total phenolic content was determined by the Folin-
Ciocalteu method of Waterman and Mole [13]. A volume of
10 pL of the AEJP and MEJP was mixed with 50 pL of
Folin-Ciocalteu reagent. After 5 min, 150 pUL of 20% NayCOs3
was added and the mixture was shaken once again for 1 min.
Finally, the solution was brought up to 790 pL by adding
distilled water. After 90 min, the absorbance was measured at
760 nm and the total phenolic content was calculated from the
calibration curve using gallic acid as a standard. The results were
expressed as mg of gallic acid equivalent per g (mg GAE/g) of
dry weight DW of extract.

2.4.2. Total flavonoid contents

Total flavonoid contents were measured by a colorimetric
assay according to the method of Zhishen et al [14], and
quercetin was used as a standard to construct the calibration
curve. Briefly 250 pL of extracts were mixed with 1.25 mL of
distilled water and 75 pL of 5% NaNa, solution. After 6 min,
150 pL of 10% AICl3 solution were added. 6 min later,
0.5 mL of 1M NaOH solution were added and then the final
volume was adjusted to 2.5 mL with distilled water and mixed
thoroughly. The absorbance was measured at 510 nm versus a
blank prepared without extract and data were expressed in mg
quercetin equivalent per g (mg QE/g) of DW of extract.

2.4.3. Total condensed tannin contents

Condensed tannins were determined according to the method
of Julkunen-Tiitto [15]. A volume of 50 pL of extracts was added
to 1.5 mL of 4% vanillin solution in methanol, and then 750 pL
of HCI were added. The mixture was allowed to stand in the
dark for 20 min, and absorbance was measured at 500 nm
against methanol as a blank. Catechin was used to make the
standard curve and the amount of total condensed tannins is
expressed as mg catechin equivalent per g (mg CE/g) of DW
of extract.

2.5. In vivo study

2.5.1. Animals and treatments

Twenty-four male albino Wistar rats (aged between 8 and 9
weeks) with an average weighing (180-200) g were provided
from Pasteur Institute (Algiers, Algeria). They were housed in
cages at room temperature of (22 + 2) °C and kept under stan-
dard conditions of a 12 h light/dark cycle and minimum relative
humidity of 40%. The rats were fed with a standard food sup-
plied by (ONAB, El harrouch, Algeria) and water was offered ad
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libitum. After acclimation for 2 weeks, the rats were divided into
four groups each containing six rats.

Group I (control group): animals served as normal control.

Group II (CCly-treated group): animals served as toxic con-
trol, received intraperitoneal administration (i.p.) of CCly (1 mL/
kg BW, 1/1 in olive oil).

Groupe III (CCly+ AEJP-treated group): animals treated with
AEJP at a dose of 250 mg/kg BW via oral gavage.

Groupe IV (AEJP-treated group): animals received AEJP
alone (250 mg/kg BW).

The experimental procedures were carried out according to
the National Institute of Health Guidelines for Animal Care and
approved by the Ethics Committee of the University. At the end
of the 12 days experiments, the rats were sacrificed by cervical
decapitation. Blood was collected and centrifuged at 2200 g for
15 min. Plasma samples were stored at 20 °C for biochemical
analysis of ASAT, ALAT, ALP, LDH, total bilirubin, albumin
and total protein.

2.5.2. Tissue preparation

Liver samples were dissected out and washed immediately in
0.9% NaCl solution, and then were homogenized on ice in
buffer solution of phosphate-buffered saline 1: 3 (w/v; 1 g tissue
with 3 mL PBS, pH 7.4) and centrifuged at 10000 xg for 15 min
at 4 °C. The resulting supernatants were used to determine
antioxidant enzyme activities, reduced glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA) contents.

2.5.3. Plasma biochemical parameters

Biochemical parameters were assayed according to stan-
dard methods. The levels of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase
(LDH), alkaline phosphatase (ALP), total bilirubin, albumin
and total proteins were estimated using commercial kits from
Spinreact laboratories, Spain (AST, ref. 1001160 and
1001161; ALT, ref. 1001170 and 1002171; ALP, ref. 1001130
and 1001131; LDH, ref. 1001260; total bilirubin, ref.
1001044; albumin, ref. 1001020-1001023; total proteins, ref.
1001291).

2.5.4. Tissue biochemical parameters
2.5.4.1. Estimation of lipid peroxidation levels

Lipid peroxidation process is determined in supernatant of
homogenate liver tissue by the thiobarbituric acid (TBA) method
which estimates the malondialdehyde formation (MDA) ac-
cording to Buege and Aust [16]. Absorbance of TBA-MDA
complex was determined at 530 nm and the level of hepatic
MDA was expressed as nmoL/mg protein.

2.5.4.2. Estimation of reduced glutathione levels

Reduced glutathione (GSH) was estimated by the method of
Ellman [17] modified by Jollow et al [18]. Determination of GSH
is based on the reaction of DTNB [5,50- dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid)] with GSH and yield a yellow color with a
maximum absorbance at 412 nm. Reduced glutathione concen-
tration was expressed as nmoL/mg protein.

2.5.4.3. Estimation of antioxidant enzymes activities
Glutathione peroxidase (GPx) activity was assessed by a

modification of the colorimetric method of Flohe and Giinzler

[19] using hydrogen peroxide as a substrate in the presence of

GSH. The absorbance was recorded at 420 nm and specific
activity of this enzyme is expressed as pmoL. GSH/mg protein.

Glutathione-S-transferase (GST) activity was assayed by
following the conjugation of glutathione with 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) at 340 nm as described by Habig et al
[20]. The enzyme activity was expressed as nmol CDNB
conjugate/min/mg protein.

2.5.4.4. Protein determination

Protein content of liver homogenates was determined ac-
cording to Braford [21], using bovine serum albumin as a
standard.

2.5.5. Histopathological examination

A portion of the liver was fixed in 10% formalin for at least
24 hand then embedded in paraffin. Sections of 5 um in thick-
ness were cut, deparaffinized, dehydrated, and stained with he-
matoxylin and eosin (H&E) according to method of Hould [22].
The histopathological changes in the liver were observed under a
light microscope.

2.6. Statistical analysis

The data were expressed as mean + SEM. Differences be-
tween groups were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey's t-test. The results were
considered significant if P < 0.05.

3. Results
3.1. Phenolic contents

Phytochemical analysis of the AEJP and MEJP showed high
content of total phenolics (38.86 + 0.23) and (49.43 + 0.88) mg
of GAE/g of DW of extracts respectively. Flavonoids are a
group of polyphenolic compounds with various chemical
structures and characteristics. The total flavonoid content of the
AEJP was (2.09 = 0.37) mg of QE/g, while MEJP contained
(2.88 = 0.10) mg of QE/g. Finally, values obtained for the
condensed tannins contents of AEJP and MEJP were
(15.12 = 0.70) and (23.25 + 0.96) mg of CE/g, respectively.

3.2. Effects of AEJP on blood biochemical parameters

The results of blood biochemical parameters are presented in
Table 1. Administration of CCly induced significant increase in
the enzymatic activities of AST, ALT, ALP, LDH and total
bilirubin levels when compared with those of the normal control
group. Conversely, animals treated with AEJP exhibited sig-
nificant decrease in the activities of the enzymes AST, ALT,
ALP, LDH and total bilirubin as compared to CCly group. Al-
bumin and total protein concentration were decreased in CCly-
treated group compared to the control and also to the CCly+
AEJP group. Moreover, no significant differences in these
biochemical parameters were found between control group and
AEJP-treated group.

3.3. Effects of AEJP on lipid peroxidation

Lipid peroxidation of biomembranes is one of the principal
degenerative effects of free radicals. As shown in Table 2, the
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Table 1

Changes in biochemical parameters of control and treated rats.

10(3): 263-269

Parameters Control CCL,4 CCL4+ AEJP AEJP
AST (U/L) 179.04 + 12.70 255.12 + 11.45" 200.53 + 15.66"" 190.20 + 12.74
ALT (U/L) 56.27 + 4.93 77.05 + 9.13°" 61.41 = 5.51% 58.45 + 7.71
ALP (U/L) 190.39 + 12.36 260.61 + 10.84"" 202.65 + 7.67# 184.54 + 9.97
LDH (U/L) 618.16 + 18.60 768.50 + 12.54™" 661.50 + 22.47%#* 631.83 + 14.4
Total protein (g/L) 81.09 + 5.81 68.18 + 425" 76.87 = 270" 78.89 + 3.42
Albumin (g/L) 41.22 + 7.48 29.83 +2.06™ 36.40 + 7.23% 40.73 + 2.85
Total bilirubin(mg/L) 1.37 + 0.33 233 + 044" 1.92 + 0.13" 1.52 + 0.19

Values are given as mean + SEM for groups of six animals each. *P < 0.05 compared with control group; **P < 0.01 compared with control group;
##%P < 0.001 compared with control group. #P < 0.05 compared with CCL, group; ##P < 0.01 compared with CCL, group; ###P < 0.001 compared
with CCL,4 group.

Table 2
Effect of AEJP on liver tissue MDA, GSH levels and antioxidant enzyme activities of control and treated rats.

Parameters Control CCly CCly+ AEJP AEJP
GSHA 120.870 + 15.380 85.700 + 14.420** 113.660 = 11.360™ 123.700 + 12.540
MDAL 0.390 + 0.100 0.560 + 0.090** 0.440 + 0.070* 0.380 + 0.030
GPx*4 2.006 + 0.070 1.700 + 0.128*** 1.930 = 0.040%" 2.010 £ 0.060
GSTA 0.031 + 0.003 0.017 £ 0.003%#%** 0.027 = 0.003%# 0.029 + 0.001

Values are given as mean += SEM for groups of six animals each. A, nmol/mg protein; 4: umol GSH/mg protein. *P < 0.05 compared with control
group; **P < 0.01 compared with control group; ***P < 0.001 compared with control group. #P < 0.05 compared with CCL, group; ##P < 0.01
compared with CCL4 group; ##P < 0.001 compared with CCL4 group.

L

Figure 1. Photomicrograph of H&E stained sections of liver from a control rat showing normal histological structure (Figure 1A, x400). CCly-treated rats
liver showing necrosis around the central vein (blue arrow), inflammatory cell infiltration (black arrow), ballooning degeneration (white arrow) and si-
nusoidal dilatation (bolt) (Figure 1B, x400). Liver sections of the animals administered AEJP showed moderate degree of liver damage and inflammatory
cell, protection from hepatocyte degradation and centrilobular necrosis (Figure 1C, x400). AEJP-treated rat liver showing normal appearance of hepatocytes
(Figure 1D, x400).
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MDA level was significantly increased in the CCly-treated ani-
mals compared to the normal. AEJP significantly caused dimi-
nution of CCly- elevated MDA level compared to those of CCly

group.
3.4. Effects of AEJP on GSH contents

GSH constitutes the first line of defense against free radicals.
The toxicity of CCly significantly decreased the hepatic GSH
levels in the CCly-treated animals compared to the normal
control group (Table 2). Administration of AEJP ameliorated the
GSH levels compared to that of CCly-treated group.

3.5. Effects of AEJP on antioxidant enzyme activities

The activities of GST and GPx of the liver tissue are shown
in Table 2. Injection of CCly led to a lower GST and GPx ac-
tivities compared to the normal control group. However, animals
treated with AEJP showed significant increase in GPx and GST
as compared to CCly group.

3.6. Histopathological studies

The liver section in normal control animals indicated the
presence of normal hepatic cells with well preserved cytoplasm
prominent nucleus and visible central veins (Figure 1A). In
contrast, the CCly-treated rats showed liver sections with se-
vere structural damage characterized by necrosis around the
central vein, inflammatory cell infiltration, ballooning degen-
eration and sinusoidal dilatation (Figure 1B). However, the
liver sections of the animals administered AEJP at the dose of
250 mg/kg (BW) showed moderate degree of liver damage and
inflammatory cell, protection from hepatocyte degradation and
centrilobular necrosis (Figure 1C). Whereas, the histopatho-
logical examination of the liver AEJP-treated group showed
normal hepatocytes comparable to the normal control group
(Figure 1D).

4. Discussion

Plants rich in secondary metabolites, including phenolic
compounds, have antioxidant activity due to their redox prop-
erties and chemical structures. The results indicate that our ex-
tracts of J. Phoenicea berries contained high levels of total
phenolic compounds, tannins and flavonoids. However, the re-
sults of phenolic contents (38.86 = 0.23) and (49.43 + 0.88) mg
of GAE/g of DW of AEJP and MEJP respectively, were lower
than that reported by Hayouni et al [23] for J. phoenicea from
Tunisia, which ranged from (66.10 £ 1.20) to (202.00 = 0.43)
mg GAE/g of dry material. In another recent work, Amalich
et al [24] recorded 5.35 mg GAE/g of total phenolic
compounds of J. phoenicea berries from Morocco. Such
variation in composition can be attributed to the diversity of
geographical (soil, sunlight,
precipitation, efc). Many studies suggest that antioxidant
substances block the action of free radicals which have been
implicated in the pathogenesis of many diseases including
atherosclerosis, Alzheimer, cancer and liver disorders [25]. It
has been reported that the antioxidant activity of flavonoids
and condensed tannins depends on the presence of free OH
groups, especially 3-OH [26].

environments temperature,

Results of our phytochemical analysis suggest that
J. phoenicea berries contain phytochemical constituents that are
capable of donating hydrogen to a free radical to scavenge the
potential damage. Many extracts from plants have been inves-
tigated for hepatoprotective and antioxidant effects against
hepatotoxin-induced liver damage [27]. Carbon tetrachloride
(CCly) is one of the most commonly used hepatotoxins in
experimental study of liver diseases. Among the various
mechanisms involved in the hepatotoxic effect of CCly, one is
oxidative damage through free radical generation. CCly is
biotransformed by cytochrome P450 to the trichloromethyl
free radical (CCls) that induces membrane lipid peroxidation
and disturbs Ca®>* homeostasis to produce hepatocellular injury
[28]. In our study in vivo, we examined the hepatoprotective
activity of AEJP against CCls-induced hepatotoxicity in rats.
Results showed that administration of CCly developed
significant hepatic damage and oxidative stress as evidenced
by substantial increases in the plasma activities of AST, ALT,
ALP, LDH, and total bilirubin. These findings are in
agreement with those reported by [4.5.29]. Administration of
AEJP significantly prevented hepatocyte injury induced by
CCly. Reduction in the level of AST, ALT and LDH is an
indication of the hepatic cell regeneration process. While,
reduction in the level of ALP with the concurrent depletion
with the raised bilirubin level suggests the stability of the
biliary function [4]. In addition, the level of total protein and
albumin were significantly reduced in CCly treated rats
compared to normal rats. AEJP has increased the levels of
plasma total protein and albumin, which indicates
hepatoprotective activity. Stimulation of protein synthesis has
been advanced as a contributory hepatoprotective mechanism
which accelerates the regeneration process and the production
of liver cells [301.

Among the many secondary products during lipid peroxida-
tion, MDA is a commonly used biomarker for the assessment of
lipid peroxidation [4.31]. Its elevated levels could reflect the
degrees of lipid peroxidation injury in hepatocytes [32-34]. In
the present study, we found that the level of MDA was
increased in the liver of CCly treated rats compared to normal
with AEJP significantly
changes. Hence it may be possible that the mechanism of
hepatoprotection of extract is due to its antioxidant effect.

Antioxidant enzymes can detoxify free radicals by converting
them back to more stable molecules within the cell [30]. GPx
belongs to a class of enzymes that catalyze the reduction of
H;0, and hydro peroxides to non-toxic products [35]. It has
been reported that CCly produces an decreased liver GPx
activity [29,36,37]. Our results confirm this effect which showed
that GPx activity was significantly decreased in the liver of
CCly treated animals compared with control group rats. CCly
administration also significantly decreased the activity of GST,
which plays an important role in protecting cells against ROS
mediated injury by detoxification of lipid hydro peroxides
formed due to oxidative damage [38]. However, GPx and GST
activity was significantly elevated by administration of AEJP
to CCly-treated rats. The decrease in the activity of antioxidant
enzymes suggested that the balance between the oxidant and
pro-oxidant was disturbed by CCly, and treatment of experi-
mental rats with J. Phoenicea effectively reverts this imbalance
and restores the level of antioxidant enzymes. The effect of
J. Phoenicea on GST activity can be explained by an increase in
the transcription of the gene encoding GST, since it has been

rats. Treatment reversed these
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reported that genes encoding phase II enzymes are highly
induced by antioxidant compounds [391.

Regarding non-enzymic antioxidants, GSH is an intracellular
reductant and protects cells against free radicals, peroxides and
other toxic compounds. In addition, GSH is central to the cellular
antioxidant defenses and acts as an essential cofactor for antiox-
idant enzymes including GPx and GST [40.41]. Depletion of
hepatic GSH has been shown to be associated with an enhanced
toxicity to chemicals, including CCly [42]. In the present study, a
decrease in hepatic tissue GSH level was observed in the CCly-
treated group compared to normal group. It has been
demonstrated that in free radical-mediated hepatic cell injury,
consumption of hepatocellular GSH is associated with the initi-
ation of cell injury with lipid peroxides formation [6]. The increase
in hepatic GSH level in the rats treated with AEJP may be due to a
novo GSH synthesis or GSH regeneration.

Furthermore, the histopathological findings of liver samples
are in agreement with the results of biochemical studies. CCly
caused damage to the hepatic architecture and produced histo-
logical changes such as inflammatory cell infiltration, necrosis of
hepatocytes and sinusoidal dilatation. These results are in
accordance with those obtained by Ben Hsouna et al [29] and
Kale et al [43] which indicate that CCly cause histopathological
liver changes in rats. Administration of AEJP improved the
structure of hepatic cells, confirming the hepatoprotective
effect of AEJP. In fact, the relatively high polyphenol content
of the AEJP is indicative of antioxidative properties in-vivo.

Our results were in line with previous studies on hep-
atoprotective activity of J. phoenicea berries due to their folkloric
use against liver diseases in some countries. In a study of Alqa-
soumi et al [44], the petroleum ether, chloroform and methanol
fractions obtained from the aerial parts of J. phoenicea growing
in Saudi Arabia showed significant hepatoprotective activity
against carbon tetrachloride induced liver injury in rats. The
authors showed that hinokiflavone isolated from the aerial parts
of J. phoenicea exhibited significant hepatoprotective activity
comparable with the standard drug silymarin in reducing the
elevated liver enzymes and restoring normal appearance of
hepatocytes. On the other hand, the AEJP berries growing in
Libya was tested against thioacetamide-induced hepatocytotox-
icity in rats. They found that the extract cause a significant anti-
hepatotoxic effect as compared to silymarin used as reference drug
[45]. The authors claimed that the antihepatotoxic activity of
J. phoenicea berries against thioacetamide might be due to their
polyhydroxylated flavonoids, quinic acid derivative and
polyunsaturated fatty acids.

The results of this study suggest that J. phoenicea protected
rats against CCly induced hepatotoxicity. The hepatoprotective
effects of J. phoenicea may be due to its antioxidant and free
radical scavenging properties. However, further investigations
are essential to elucidate the precise mechanism of active agents
of J. phoenicea protection against CCly induced hepatotoxicity.
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