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Résumé

L’objectif de ce travail d’une part, est I'étude phytochimique et 1’activité biologique
(antioxydante) d'extrait aqueux de Crataegus laevigata issue d’Annaba, d'autre part pour
évaluer l'effet protecteur des principes actifs dérivés de cette plante sur des rates Wistar
Albinos atteint d’une toxicité par administration de cadmium 5mg/kg pendant 15 jours. Ces
rates sont réparties en trois lots de cing rates chacun dont le premier lot sert comme témoin,
le second est un lot contaminé par le cadmium et le troisieme lot contaminé par le cadmium et
traité par Crataegus laevigata. L’analyse phytochimique montre que notre extrait contient de
polyphénols avec une quantité de 70.207 +£0.369ug équivalent d’acide gallique/ mg de la
matiere séche, flavonoides 15.29+0.135ug équivalent de quercétine/mg de la maticre seche,
tannins catéchiques0.29533+ 0.013ug équivalent de catéchine/mg de la matiere séche et
tannins totaux 10.48 +0.052ug équivalent d’acide gallique/ mg de la matiere séche. L’activité
antioxydante a été évaluée par des tests chimiques tels que les tests de PM, DPPH et le FRAP
qui ont révélé une trés importante activité attribué a cette espéce. A partir de ’analyse de nos
résultats, on observe une diminution hautement significative considérable du poids corporel
des rates contaminées au cadmium et une augmentation significative du poids relatif des
organes prélevés (foie et cceur). Les résultats ont montré aussi des changements notables dans
les parametres biochimiques caractérisés surtout, par une augmentation significative de la
concentration sérique de la créatinine, L’activité des transaminases (TGO, TGP) et de
phosphatase alcaline chez les rates contaminées. En outre, cette plante a diminuée le stress
oxydatif qui est traduit par une diminution de la teneur en malondialdéhyde (MDA), une
augmentation du taux du glutathion réduit (GSH) dans les foie et cceur .La présente étude
confirme que de Crataegus laevigata peut avoir un effet protecteur vis-a-vis la toxicité induite
par le cadmium et les pathologies associes au stress oxydatif.

Mots clés: Crataegus laevigata, Cadmium, Toxicité, Stress oxydant, Activité antioxydante.
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Liste des abréviations

A: Absorbance

ADN: Acide désoxyribonucléique
ALAT: Alanine aminotransferase
AICLa3: Trichlorure d’aluminium
ASAT: Aspartate amino transférase
BHT: Butylhyroxtoluene

Cd: Cadmuim

Do: Densité optique

DPPH: 2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl
DTNB: Acide dithio-bis2-nitrobenzoique
ERO: Especes réactives de I'oxygene
ES: Ecart-types

GSH: Glutathione reduit.

H,SOy: Acide salicylique

HCL: Chlorure d’hydrogene

L’ICso: Concentration inhibitrice 50
LDH: Lactate déshydrogénase

MDA: Malondialdéhyde

Nacl: Chlorure de sodium

NAD: Nicotinamide adénine dinucleotide
NADH: Nicotinamide adénine dinucleotide
NS: Différence non significative

0,: HI’oxygene singulet

OH": Radical hydroxyle

PAL.: La phosphatase alkaline

PEB: Poids de L’extrait brut.

pH: Potentiel hydrogen

PMV: Poids de matiére végeétale.

R: Rendement.

SOD: Superoxyde dismutase

T: Témoin

TBA: Acide thiobarbiturique
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Introduction générale

Les éléments traces métalliques (ETM) sont presents a différents niveaux de la crodte
terrestre. Les concentrations moyennes d’ETM rencontrées dans les sols se trouvent dans une
gamme allant de moins de 0,01 a plus de 1 500 mg par kg de sol mais peuvent dépasser 50 a
70 g dans les sols métalliferes (Zouainia, 2017). La présence de métaux lourds dans
I’environnement résulte de causes naturelles et des activités humaines. Elle pose un probléme
particulier, car les métaux lourds s’accumulent et ils ne sont pas biodégradables dans ce
dernier (Miguel, 2008).Les métaux lourds les plus souvent considérés comme toxique pour
I’homme sont : le plomb, le mercure, I’arsenic et le cadmium. D’autres comme le cuivre, le
zinc, le chrome, pourtant nécessaires a 1’organisme en petites quantités, peuvent devenir
toxiques a doses plus importantes est trés variable et leur impact sur 1’environnement tres
différent (Shotyk et al .,2000) .

Le cadmium est connu depuis les années 50, tres toxique sous toutes ses formes, il est
I'un des rares éléments n'ayant aucune fonction connue dans le corps humain ou chez lI'animal.
Il faut éviter son contact avec des aliments. Chez I'Homme, il provoque notamment des
problémes rénaux et l'augmentation de la tension (Plumlee et Ziegler, 2003). Les effets
toxiques du Cd ne le sont pas seulement pour ’Homme, mais aussi pour les végétaux et les
animaux (Benito et al., 1999). L'un des principaux mécanismes qui expliquent la toxicité du
cadmium a été attribuée au stress oxydatif (Wang et al., 2012).

Ce stress est caractérisé par un déséquilibre provoqué essentiellement par une
production exagérée des especes réactives a l'oxygene (ERO). Qui sont responsable des
altérations biologiques, telles que la peroxydation lipidique et I'oxydation protéique et un
déficit des défenses antioxydants (Berger, 2006). I'oxydation des protéines et les altérations
de I'ADN, provoquant ainsi le développement du cancer, du diabéte, des maladies neuro-
dégénératives et des maladies cardio-vasculaires (Wang et al.,, 2012). De plus, la
cardiotoxicité est significativement associée a I'hypertension artérielle l'athérosclérose et
l'inflammation ...ect (Donatiello ,2002).

Durant ces deux dernieres décennies, la recherche en phytothérapie devient une des
plus grandes preoccupations scientifiques (Nyah et al., 2005). Depuis toujours, les plantes
médicinales ont été utilisées pour prévenir ou traiter diverses maladies. Selon des études
ethnopharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a travers le monde, en médecine
traditionnelle, pour leurs activités biologiques (Bisht et al., 2010). Dans certaines societés
traditionnelles non industrialisées (Chine, certains pays africains et latino-americains), la prise
en charge médicamenteuse de pathologies dites chroniques est en grande partie assurée par
I'utilisation des plantes médicinales et alimentaire ( Zhou et al., 2009). Les plantes
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médicinales contiennent des molécules bioactives qui représentent des intéréts multiples mis a
profit dans différent domaine. Parmi ces composeés, les métabolites secondaires qui se sont
surtout illustrés dans le domaine thérapeutique (Anderson et Markham, 2006).

A la lumicre de ces données, I’idée originale de notre travail était d’étudier et
d’évaluer, chez des rattes de la souche Wistar intoxiquées par le cadmium. L’effet de la
phytothérapie a base de traitement par I'extrait aqueux préparé a partir de la partie aérienne de
Crataegus laevigata reconnue par la médecine traditionnelle dans le traitement la perturbation
métabolique et physiologique et la prévention de la cardiotoxicité et des complications du
cadmium. Cette étude a été entreprise et divisée en deux parties:

- Une bibliographique comprend deux chapitre le premier développe Généralité sur toxiciteé
par cadmium et DP’activité antioxydant; le deuxiéme était une description botanique et
chimique de la plante selectionnée Crataegus laevigata.

-Une partie expérimentale, elle est divisée en 2 chapitres: Matériels - méthodes et résultats
discussions ; nous avons mentionné 1’ensemble des méthodes utilisées pour 1’extraction, le
dosage colorimétrique des polyphénols, des flavonoides et les tannins totaux, suivis par
I'évaluation de D’activité anti-oxydante et une étude in vivo de la toxicité cardiaque et
hépatique sur des rats albinos de type Wistar dont nous avons réalisé le dosage des paramétres
sanguins biochimiques et hématologiques ensuite la détermination des parameétres du stress

oxydatif. Une conclusion générale est donnée a la fin de ce mémoire



PREMIERE PARTIE

Synthese bibliographique



CHAPITRE |

Toxicite et genération d’un stress
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Chapitre I: Toxicite et génération d 'un stress oxydatif

1.1 Toxicité

1.1..1Définition

La toxicité c'est un caractére des substances chimiques qui, au contact ou apres
pénétration dans un organisme, ont la propriété de causer un dysfonctionnement a I'échelle
moléculaire, cellulaire ou organique (Viau et Tardif, 2003). Cette toxicité dépend de la
nature de la substance, de la dose et de la durée d'exposition, des différents facteurs liés a
I'individu (sexe, age, état nutritionnel et hormonal), des facteurs environnementaux et de

I'exposition simultanée ou antérieure a d'autres produits chimiques (Tron et al., 2002).

1.1.2. Différents formes

Selon la durée, la fréquence et la quantité de produits auxquelles un individu est
exposé, on observe plusieurs types de toxicités (Alain, 2002). L’homme est constamment
exposé a une toxicité soit aigué soit subaigué ou chronique (Bismuth et al., 1987).
1.1.2.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué se manifeste rapidement, voire immédiatement, juste apres

I'exposition de I'organisme (Boulouiz, 2016) une prise unique ou a court terme apres plusieurs
prises rapprochées. C’est 1’étude qualitative et quantitative des phénomenes toxiques qu’il est
possible de rencontrer apres administration unique de la ou des substances actives contenues
dans le médicament. La toxicité aigué d’une substance chimique est estimée par une série de
tests réalisés sur des animaux de laboratoire (Benzidane, 2012).

Le terme toxiciteé aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations de la létalité
et de la DLs. La DLsggest definie comme la dose déterminée statistiguement qui, lorsqu'elle
est administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible de causer la mort de 50% des
animaux traités sur une période donnée (Oliver, 1986).
1.1.2.2. Toxicité subaigué

Elle consiste a étudier les conséquences néfastes de I’administration répétée du produit
étudié (Laroche, 2001). La substance a teste reste administrée quotidiennement a différents
niveaux de dose a plusieurs groupes d'animaux. De maniére géenérale, au moins trois groupes
D’essai et un groupe témoin doivent étre utilisés (Ocde, 2008).
1.1.2.3. Toxicité chronique

Elle permet de caractériser le profil toxicologique d’une substance chez les animaux, a
la suite d’une exposition répétée et prolongée au-dela de 90 jours. Dans ce cas, le produit est

administré quotidiennement, une a deux fois par jour pendant 18 a 24 mois. Le protocole



Chapitre I: Toxicite et génération d 'un stress oxydatif

expérimental est similaire a celui utilisé pour la toxicité subaigué, sauf que la période est plus
longue (Laroche, 2001).11 est habituel de mettre fin au bout de deux ans aux expériences a
long terme sur les animaux, car on considére ordinairement que cette durée couvre la plus
grande partie de leurvie (Schubik et al., 1956).

1.1.3.Quelque éléments responsables de la toxicité

1.1.3.1. Toxicité des produits chimiques

L’exposition a des produits chimiques est un probléme croissant dans les sociétés
industrielles, Le risque est plus difficile a apprécier que pour les médicaments car il n’existe
pas de réseaux spécifiques qui recueillent les effets secondaires. De plus, les effets a long
terme a des expositions a doses variables, susceptibles de produire des maladies chroniques
du foie et des cancers, restent peu connus. La période de latence entre 1’exposition et
I’événement peut durer des années (Tolman et Dalpiaz, 2007).

L’évaluation du risque nécessite 1’étude systématique et coordonnée entre
I’épidémiologie, la toxicologie. On estime que moins de 30 % des agents chimiques
potentiellement toxiques sont correctement testés et qu’il persiste une exposition dans
I’environnement et au travail, a des produits hépatotoxiques connus comme le chlorure de
vinyle (Tolman et Dalpiaz, 2007).

Les atteintes causeées par les agents industriels posent un probléeme spécifique
particulier de mode d’exposition. La structure et la liposolubilité du produit sont des
déterminants majeurs du mode de transport a travers les membranes cellulaires, Les voies
principales d’exposition sont transcutanées, gastro-intestinales par ingestion et pulmonaire par
inhalation (Berry et Edward, 2000).

Les mécanismes de toxicité des agents industriels sont similaires a ceux des
médicaments classiques avec la formation de métabolites réactifs, de radicaux libres
entrainant différentes lésions cellulaires. Cela est bien caractérisé pour le tétrachlorure de
carbone et le chlorure de vinyle (Bolt et al.,, 2005) .L’Agence nationale américaine
responsable du contrdle des agents chimiques a réecemment listé 667 agents chimiques dont
228 sont référencés comme potentiellement toxiques pour le foie, soit sur la base
d’expérimentations animales ou bien d’observations cliniques ( Niosh , 1994).
1.1.3.2. Toxicité des medicaments

Toxicité induite par les médicaments constitue un probléme majeur de santé publique
dans la majorité des pays occidentaux, puisqu'elle y représente la principale cause
d'insuffisance hépatique aigue. La toxicité est le plus souvent due a la transformation du
médicament en métabolite réactif toxique principalement par le cytochrome P450 et ses
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isoenzymes (Keeffe, 2005). Ces metabolites réactifs sont transformés en métabolites a réactif
par différents systemes de protection en particulier la conjugaison au glutathion et les
époxydes. Lorsque ces mécanismes sont insuffisants, les métabolites réactifs peuvent se lier
de facon covalente sur certains constituants des hépatocytes et entrainer la mort cellulaire ou
en déclenchant des réactions immunologiques, Mais cette toxicité est liée a une susceptibilité
individuelle constitutionnelle appelée idiosyncrasie (Keeffe, 2005).

1.1.3.3. Toxicité des produits industriels

1.1.3.3.1.Hydrocarbures aliphatiques halogénés chlorés
e Dichlorométhane (Chlorure de méthylene)

Le dichlorométhane est un solvant utilisé dans de nombreuses applications industrielles. Chez
I’homme, des cytolyses hépatiques ont été observées a la suite d’intoxications aigués, ont
décrit une augmentation sérique des transaminases a plus de 10 fois la normale a la suite

d’une intoxication aigue (Lauwerys, 1999).

® Trichlorométhane (Chloroforme)

L’utilisation du trichlorométhane ou chloroforme est actuellement trés limitée. Le
chloroforme n’est plus employé comme anesthésique du fait du risque d’atteinte hépatique et
d’hyperexcitabilit¢ cardiaque. Chez 1’homme, les déces résultant d’une intoxication au
chloroforme observent le plus souvent dans des cas de suicides, d’accidents et quelque fois
d’homicides. Une nécrose centrolobulaire et une stéatose sont observées lors d’une
intoxication aigué (Lauwerys, 1999).
1.1.3.4. Toxicité des métaux lourds

Ont un caractére polluant avec des effets toxiques pour les organismes vivants méme a
faible concentration, ils n’ont aucuns effets bénéfiques connus pour la cellule (Baker et
Walker, 1989). Les composés métalliques ont une toxicité variable selon leur nature et leur
voie de pénétration (ingestion, respiration, contact avec la peau) (Chiffoleau et al ., 2001).
Par ailleurs, si les métaux sont souvent indispensables au métabolisme des étres vivants
(oligo-éléments), nombreux d'entre eux sont cependant toxiques lorsque leur concentration
cas du fer (Fe), du cuivre (Cu), du zinc(Zn), du nickel (Ni), du cobalt (Co), du molybdéne
(Mo) du manganése (Mn), du chrome (Cr), du titane (Ti) .....etc (Casas, 2005). Leur toxicité
se développe par bioaccumulation le long de la chaine alimentaire dans tous les cas comme
du plomb(Pb), du mercure(Hg) et du cadmium(Cd) (Nies, 1990).
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1.2.Métaux lourds
1.2.1. Définition

Les métaux lourds sont des éléments ayant des propriétés métalliques naturelles
(densité, ductilité, stabilité des cations, spécifiés de ligand, conductivité) et qui possedent un
numéro atomique > 20 (Loué, 1993), caractérisés par une forte masse volumique supérieure a
5 g/cm3 (Adriano, 2001). Ils sont présents dans tous les compartiments de 1’environnement,
mais en générale en quantité trés faibles et ne sont pas biodégradables. On dit que les métaux
sont présents en « quantités traces » car ils représentent 0.6 % masse du totale des constituants
de la croute terrestre et représentent aussi «la trace» du passé géologique et de I’activité
anthropique (Blum, 1990). Certains métaux présents dans I’environnement jouent un role
important dans la cellule (cuivre, fer, manganése, nickel et zinc,...). D’autres, comme le
cadmium, le plomb et des métalloides ne sont pas nécessaires a la vie et sont préjudiciables
dans tous les cas (Zhang et al., 2009).
1.2.2. Métaux utilisés dans I’expérimentation
1.2.2.1.Cadmium
1.2.2.1.1.Définition

Le cadmium (Cd), du grec kadmeia (Goyer et Clarckson, 2001).Le nom de Cadmium
vient du latin cadmia (calamine) (Nakib, 2010), I'ancien nom pour " calamine” ou "galmei”,
un minerai de zinc (Verge, 2006). Le Cd est un métal blanc argent, légérement bleuté, trés
malléable et ductile, largement utilisé dans les pays industrialisés, (Behrouze, 1995;
Martineau, 2008), n’est pas essenticl au développement des organismes animaux ou
végétaux, appartenant a la famille de métaux de transition. En revanche, ses propriétés
physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du calcium, lui permettent de traverser
les barriéres biologiques et de s’accumuler dans les tissus. Il se trouve souvent associé¢ dans

les roches aux éléments du méme groupe(Zorrig, 2010).

Figure 01 : Aspect du cadmium (Arris, 2008).



Chapitre I: Toxicite et génération d 'un stress oxydatif

1.2.2.1.2.Métabolisme
% Absorption

La population générale est trés majoritairement exposée par voie orale (alimentation),

a I’exception des fumeurs qui peuvent absorber quotidiennement par inhalation une dose de
cadmium équivalente a celle absorbée par voie orale (une cigarette contient en moyenne 2 pug
de cadmium) (Aranguren, 2008).Lors d’une exposition par inhalation, une fraction du
cadmium se déposé le long du tractus respiratoire. Soixante quatre pour cent du cadmium
déposé dans les poumons sont absorbés (Debacker, 2007).
Selon sa forme, le Cd peut étre inhalé ou ingéré; par les poumons, dont la biodisponibilité
avoisine les 25%, lui permet de traverser la barriére alvéolo-capillaire et de court-circuiter le
systeme hépatique, provoquant un plus lourd fardeau sanguin que lorsque ingéré par le tractus
gastro-intestinal, la biodisponibilité orale étant de 35%. (Kim et Sharma, 2004). Les
omposés les plus hydro-solubles, chlorure et oxyde sont absorbés a environ 90-100 % et le
sulfure est absorbé a hauteur de 10 %.Cette absorption aprés une inhalation unique peut se
faire sur une période de plusieurs semaines (Debacker, 2007).

Bien que les formes solubles de cadmium puissent étre absorbées partiellement au
niveau de ’arbre bronchique, les alvéoles sont le lieu privilégié¢ de 1’absorption du Cd inhalé
(Atsdr, 2008).

+ Distribution

Le cadmium systémique est largement distribué dans 1’organisme, mais avec un
tropisme particulier pour le foie et les reins (Atsdr, 2008). Le cadmium est transporté dans le
sang fixe a I’hémoglobine ou aux métallothioneines, Il est également retrouvé dans les os, le
pancréas, la glande thyroide, lestesticules et les glandes salivaires (Bisson et Houeix, 2014).
L’accumulation de cadmium dans le foie et les reins a ét¢ montrée dans plusieurs publications
relatant les résultats d’autopsies de personnes décédées (cause accidentelles ou autres)
(Oehha, 2006).
+« Elimination

Le cadmium sous forme de cation divalent (Cd*") présente la propriété de se lier
facilement a des groupes anioniques, ainsi qu’aux groupements sulfhydriles des protéines ou
d’autres molécules a groupement thiols ou mercaptans, et cette derniére propriété est
déterminante dans le métabolisme du cadmium. Ainsi, les complexants privilégiés du
cadmium sont les métallothionéines (MT) (Efsa, 2009).

Le transport du cadmium dans le sang s’effectue sous forme liée a des MT, a

I’albumine ou dans les érythrocytes. Dans les reins, la faible dimension du complexe Cd-MT



Chapitre I: Toxicite et génération d 'un stress oxydatif

facilite son passage a travers les glomerules vers les tubules rénaux ou il pénetre facilement
par pinocytose dans les cellules tubulaires ou il est dissocié puis réabsorbé par les cellules du
tubule proximal jusqu’a une dose critique. En se liant notamment a la mégaline et a la cubiline
apicales. Les vacuoles de pinocytose fusionnent avec les lysosomes dont les enzymes
dégradent les MT et liberent ainsi le cadmium. Lorsque la concentration critique est dépassée,
des atteintes tubulaires surviennent correspondant a une enzymurie, protéinurie de bas poids
moléculaire, une augmentation de 1’excrétion urinaire de cadmium sous la forme complexée

aux métallothionéines ou libre (Efsa, 2009).
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Figure 02 : La voie du Cd dans le corps(Evelyne, 2006).

1.2.2.1.3.Mécanismes de toxicité du cadmium

Le Cd est capable d’induire I’apparition des especes réactives de 1’oxygene (ERO)
pardes mécanismes indirects. Il est également décrit comme inhibiteur de la réparation de
I’ADN
(Waisberg et al., 2003). Ce métal peut avoir une toxicité importante par interférence avec des
métaux essentiels comme le fer, le cuivre et le zinc. Les perturbations engendrées par le Cd

aboutissent a plusieurs conséquences nefastes pour la cellule (Waisberg et al., 2003).

Ses effets sont trés toxiques, il est caracterisé par une longue demie-vie biologique
(approximativement20-30 ans), un faible taux d’excrétion par 1’organisme, et un stockage
prédominant dans les tissus mous(surtout le foie et les reins). Le cadmium a un large éventail
d’effets de toxicité: la nephrotoxicité, lerisque cancérogeéne, la tératogénicité, la toxicité
endocrinienne et la toxicité de 1’appareil reproductif (Lazou et al., 2002), il peut également
infecter le systéme immunitaire. Les effets de ce métal sont corrélés a une anomalie des
réponses humorales ou cellulaires, bien que les données disponibles sont rares et dans une

certaine mesure controversees (Koller, 1998).
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1.2.2.1.4.Cadmium et génération d’un stress oxydant

La génération d’espeéces réactives de [’oxygene (ROS) (anion superoxyde,
radicalhydroxyle, peroxyde d’hydrogene, oxyde nitrique) fait partie du métabolisme normal
de la cellule. La chaine de transport des électrons dans la mitochondrie et les lysosomes
génerent ces especes de maniére constitutive (Nohl et al., 2003). Par contre, lors d’une
contamination par le cadmium, il se crée un déséquilibre entre la génération de ROS et la
production d’antioxydants (Stohs et Bagchi, 1995; Ikediobi et al., 2004). Les effets toxiques
du Cd sont essentiellement indirects. Ce métal lourd non oxydoréducteur en milieu biologique
provoquerait la diminution des taux cellulaires des principauxsystéemes antioxydants (Stohs
and Bagchi, 1995), il induit de facon indirecte la production de ROS et la peroxydation
lipidique par interférence avec les systemes antioxydants. En effet le cadmium peut entrainer
une diminution de la quantité d’antioxydants (glutathion) ou de D’activité¢ d’enzymes
permettant de lutter contre le stress oxydant (superoxyde-dismutase, glutathion-peroxydase,
catalase) (Leonard et al., 2004).

Un autre mécanisme possible est 1’augmentation de la concentration en fer ou en
cuivre a la suite de leur déplacement par le cadmium de métallo-protéines. . A I’'inverse du
cadmium, ces deux métaux peuvent causer un stress oxydant direct par réaction de Fenton
(Wardman etCandeias, 1996).En effet, ’augmentation de la quantité de ROS lors d’une
contamination par du cadmium peut influencer 1’expression de nombreux geénes dont ceux de

facteurs de transcription(Haddad, 2002).
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Figure 03: Mécanismes d’induction du stress oxydant par le Cd (Bonnefont-Rousselot
1994;Ercal etal.,2001)
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1.3.Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux
libres quisont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés qui
inhibent ou retardent le processus d’ oxydation en bloquant I’ initiation ou la propagation des

chaines de réactions oxydatives (Behera et al., 2006).

1.3.1. Antioxydants enzymatiques

Ces mécanismes impliquent principalement des enzymes spécifiques (superoxyde

dismutase ou SOD, catalase, gluthation peroxydase ou Gpx) (Vuldoukis et al., 2004).

e Superoxyde dismutase (SOD): Le r6le déterminant de la SOD dans les systems de
défenses antioxydants de I’ organisme est connu depuis 1968. On sait que le radical
superoxyde (Oy) est le point de départ de la chaine de production des radicaux libres. Or,
des ce stade précoce, la SOD inactive le radical superoxyde en le transformant en
peroxyde d“hydrogéne (H,05).

e Catalase: Le peroxyde d hydrogene (H,O) est ensuite rapidement catabolisé par la

catalase et les peroxydases en dioxygene (O,) et en molécules d’ eau (H,0).

e Gluthation peroxydase (Gpx): L’ activité du GPx, est de détoxifier le peroxyde
d’ hydrogene et d’” autres hydroperoxy des d’ origine lipidique en couplant la réduction de
I” hydroperoxy de avec I” oxydation d’ un substrat réducteur (Vuldoukis et al., 2004).

1.3.2.Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non-enzymatiques sont des molécules antiradicalaires, qui piégent

les radicaux libres (les vitamines antioxydantes (C, E).

e Vitamine E

La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble. Le terme vitamine E englobe
différents isomeres, 1’a-tocophérol étant I’antioxydant le plus efficace, notamment dans la
détoxification des radicaux peroxyles et alkoxyles (Re et al., 2005; Birben et al., 2012).
e Acide ascorbique: vitamine C

La vitamine C est un antioxydant puissant. Elle participe dans les réactions avec la
vitamine E et 1’enzyme glutathion peroxydase pour neutralisation des radicaux libres
(CheickTraore,2006). La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ROS
(majoritairement 1'0O,-et le ONOO-). Il est present dans les Iégumes, le choux, le poivron, les
agrumes. Elle joue un réle important dans la regénération de la vitamine E (Bossokpi, 2002).

e Polyphénols

12
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Les polyphénols sont des composés possédant des activités biologiques qui les rendent
bénéfiques a la santé humaine. Beaucoup d’ études indiquent que les polyphénols pourraient
diminuer le risque de survenue d’ un certain nombre de pathologies, en particulier celles
liées au vieillissement et aux lésions oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou euro
dégénératives) (Leong et Shui, 2002). Les activités biologiques relatives a ce type de
composes sont relativement diversifiées. Chaque classe chimique de polyphénols semble étre
utilisée pour ses vertus spécifiques (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Les composes
phénoliques sont principalement reconnus pour leur activité antimicrobienne et anti-oxydante,
cette derniére est d'un intérét général avec les récentes découvertes sur la prévention des
cancers (Karakaya, 2004).

e Flavonoides

Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres dus a leur
propriété de donation d'atomes d'hydrogéne disponibles dans les substituants hydroxyles de
leurs groupes phénoliques (Sandhar et al., 2011). Les flavonoides préviennent efficacement
la peroxydation lipidique puisqu'ils peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres
susceptibles d'arracher un hydrogene sur le groupement CH2 situé entre les deux doubles
liaisons des acides gras polyinsaturés, ils formeraient des especes radicalaires intermédiaires
peu réactives. De plus ils pourraient agir en chélatant les métaux de transition tels que le
cuivre et le fer (Le et al., 2007).

13



CHAPITRE I

Généralite sur la phytothérapie et
description des plantes étudiées
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11.1 Phytothérapie
11.1.1. Définition

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques:
phyton et thérapie qui signifient respectivement "plante™ et “traitement” (Bellamine,1993). La
Phytothérapie avant tout se définit comme étant une discipline allopathique, fondée sur
I'utilisation thérapeutique de la plante médicinale, qui est basée sur des connaissances issues
de la tradition(Achouri et Cherki,2018). Elle est destinée a prévenir des maladies par l'usage
des plantes (Bellamin ,1993).Le mode de préparation et d’administration sont des facteurs
déterminants dans un traitement (Hamza, 2011).

La Phytothérapie fait partie des médecines paralléles ou des médecines douces
(Zeghad ,2009), consiste a utiliser des plantes comme médicaments pour rétablir et conserver
le corps en bon état, dont plus de 80 % de la population mondiale I’utilisent pour les divers
problemes de santé (Farnsworth et Kass ,1986).

11.2. Famille des Rosaceae

Regroupe plus de 3000 a 3500 especes classées en 4 sous familles: Rosoideae,
Spiraeoideae, Amygdaloideae et Maloideae et retrouvées dans les régions tempérées de
I’hémisphére nord. Cette famille présente une grande variabilit¢é morphologique et une
tendance évolutive marquée (Berkane, 2017). C’est aussi la famille du pommier, cerisier,
fraisier, prunier et d’autres especes qui fournissent les fruits comestibles des régions
tempérées. Existe sous forme d’herbe, arbuste ou arbre ¢’est ainsi que la tige est soit herbacée
vivace, parfois de type stolon comme chez le fraisier, soit ligneuse accompagnée d’une
transformation des poils épidermiques en aiguillons piquants (Takhtajan ,1993). Les feuilles
sont alternes, simples ou composés avec des folioles dentées et stipulées. La fleur qui
caractérise cette famille est hermaphrodite, pentamere, actinomorphe et cyclique. Le gynécée
est dialycarpellé et parfois gamocarpellé. L’ovaire supeére ou infeére est syncarpe contenant
dans chaque loge 1 a 2 ovules anatropes et bitégumentés ou unitégumentés ayant une
placentation marginale ou axile. Quant a 1’androcée: le nombre d’étamines est variable.
(Botineau ,2010). La déhiscence de 1’anthére est longitudinale. Les fleurs superovariées et
hypogynes se transforment aprés fécondation en akenes, follicules ou drupéoles. Celles qui
sont péri/épigyne avec un ovaire également supere donneront naissance a des drupes. C’est
alors aux fleurs inférovariées de se transformer en pomme. La graine est exalbuminée

renfermant un embryon volumineux et riche en substances de réserves (Berkane ,2017).
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Il .2.1.Crataegus laevigata
v" Nom latin
Le Crataegus oxyacantha L, dans sa nomination actuelle: Crataegus laevigata , tient
son etymologie du latin: crataegus ou « kratos » dont la signification en francais exprime la
branche dure par allusion a la dureté de cet arbrisseau. Oxyacantha est a son tour subdivisé en
« oxus » = aigue ou pointue et « akantha »= épine, I’ensemble donne épine pointue (Couplan
,2012).
v" Noms communs
Cette espece est connue en France sous les noms suivants : Aubépine: obtenu suite a une
déformation du nom latin «spinaalba » puis « albispina » qui veut dire épine
blanche(Coquillat ,1962)
-Aubépine a deux styles: vu que la fleur en présente deux (Dif et al., 2015)
-Aubépine des haies, épine blanche: vue qu’elle est armée d’épines sur ses branches claires.
-Epine de mai en se référant au mois de mai, la saison de sa floraison (Bézanger et Pinkas
,2014)
-Et en vieux frangais on 1’appelait albinspine puis albinspin (Coquillat ,1962)

v Les anglais utilisent les appellations de: hawthorn qui tient sa racine d’un mot
compose anglais ancien « hagathorn » dont hedge=haie thorn=épine (Patrick et Henry
,1996), haws, may bush, may bolossom, white thorn, hawthorn midland (Jain et Khamesra ,
2007).

v En langue arabe littéraire cet arbrisseau porte la nomination de : _s_= NZaaror
(Berkane, 2017)

Figure04: Arbre révérant de la descendance de 1’aubépine d’ Arimathie en Angleterre a

Glastonbury (Berkane ,2017)
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I1.2.1.1.Description botanique

Crataegus laevigata L est un arbrisseau épineux appartenant a la famille des Rosaceae et
incluse del150 & 1200 espéces (Yanar et al., 2011) et pouvant atteindre 2 a 4 métres jusqu’al0
meétres de hauteur intervenant amplement dans la formation des haies (Berkane, 2017). IL est
un arbuste épineux ou petit arbre qui a des feuilles vertes clairs, fleurs blanches, et baies
rouges vives (Tigrine et Moudache ,2013). Les rameaux sont épineux, étalés et lisses mais
les jeunes rameaux sont le plus souvent glabres. Ci-dessous les principales caractéristiques
des feuilles, fleurs et fruits.... de I’espece (Antony, 2011). Les deux espéces communes
Crataegus laevigata (Crataegus oxyacantha) et Crataegus monogyna sont les plus utilisées

dans la médecine traditionnelle (Svedstrom et al .,2002).

Figure05:Illustration des différentes parties de ’appareil végétatif et de Crataegus

laevigata(Zelimir, 2010).

I1.2.1.1.1.Feuilles

Les feuilles sont caduques, alternes et de petite a moyenne taille (3-5 cm). Leur
couleur est d’un vert vif luisant a leur face supérieure et plus clair a la face inferieure. Elles
deviennent jaunatres en automne. Elles sont attachées aux branches par un pétiole long (0.8-
1.5cm) laissant a sa base des stipules dentées de forme lancéolée a ovale. Le limbe qui est de
forme obovée est 1égerement découpé en 3 a 5 lobes obtus d’une marge enticre a la base puis
Iégerement dentée en haut. La nervation est pénnatilobéel2ou 17pénnatifidéel3et saillante a

la face inferieure. Les nervures secondaires sont recourbées vers I’ intérieur (Kremer ,2017).
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Figure06: Feuilles de Crataegus laevigata(Berkane ,2017).

I1.2.1.1.2. Tronc et branches
Le tronc de bois dur grisatre est revétu d’une écorce lisse. Il s’assombrit, prend une couleur
brunatre et devient écailleux envieillissant .Les branches sont glabres portants des épines
robustes et droites d’environ 1-3cm (Berkane ,2017).
I1.2.1.1.3.Fleurs

Les fleurs blanches ou roséatres sont hermaphrodites et pentaméres émettant une odeur
désagréable de triméthylamine. Le calice renferme cing sépales libres de couleur verte-brune
d’un aspect glabre et de forme triangulaire. La corolle est aussi pentameére et libre, blanchatre
de forme arrondie a approximativement ovale. Le gynécée comporte d’une maniére
caractéristique 2 a 3 longs styles entourés d’un verticille de 15 a 20 étamines portant a leurs
extrémités supérieures des anthéres rougeatres. L’ovaire est soudé au calice referment un
ovule par carpelle. L’inflorescence est en corymbe regroupant 6 a 12 fleurs par bouquet.

(Kremer ,2017).

Figure 07: Fleur de Crataegus laevigata (Kremer ,2017).
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I1.2.1.1.4.Fruit
Une baie globuleuse et ellipsoide de couleur rouge foncée luisante renfermant deux a
trois noyaux a l’intérieur de la face ventrale aplatie. Elle présente a sa face supérieure une

couronne de sépales et le reste de styles au centre de cette derniére (Berkane ,2017).

Figure08: Baies de Crataegus laevigata montrant les sépales persistants (Kremer, 2017).

I1.2.1.2. Systématique
Régne : Plantea
Clade : Angiospermes
Clade : Eudicots
Clade : Superosidées
Classe : Rosidées
Ordre : Rosale
Famille :Rosacées
Sous famille:Spiraeoidées
Genre : Crataegus
Espéce: Crataegus laevigata
Synonymes: Crataegus oxyacantha (L),Crataegus oxyacanthoides(Roques ,2016)
112.1.3. Répartition géographique
Crataegus laevigata est retrouvé aisément en Europe de 1’Angleterre jusqu’en Suéde
et méme en Finlande, au Proche-Orient jusqu’a I’Himalaya et en Afrique du nord (Berkane
,2017). on trouve aussi en Afghanistan, I’aubépine monogyne est la plante la plus commune
de toutes les espéeces de haie, idéale a cet égard en raison de ses rameaux denses et épineux et
de sa résistance (Bouzid, 2009). Introduite a Tasmania, en Australie, par les anglais en1800
en vue de créer des haies, ’espece Crataegus oxyacantha a retrouvé le biotope convenable a

sa croissance et envahie. Les autres villes australiennes pour se retrouver actuellement en
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Victoria, Tasmania, les collines d'Adélaide et les plateaux de Nouvelle-Galles du Sud
(Berkane, 2017). On peut le retrouver également dans les lisiéres de foréts, les champs mais
aussi dans les montagnes (Berkane, 2017). L'aubépine est localisée surtout dans le tell

Algéro-Constantinois d’une fagon spontanée et aussi un peu dans la région des Aures

(Boudraa, 2008)

Figure09: Répartition géographique du Crataegus laevigata
(Edward et Gilman, 2006)
112.1.4. Composition chimique

112.1.4.1.Flavonoides
Cette espece contient 1 a 2% de flavonoides répartis essentiellement dans les fleurs et

les feuilles (Massacrier, 2015). Les flavonoides synthétisés par cette espéce appartiennent
principalement aux groupes flavone et flavonol ou certains d’entre eux sont des aglycones.

Quant aux autres ils sont soit des O-hétérosides ou C-hétérosides (Carnet, 1990).

H
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FigurelO : Structure de basse de FlavonoidesCrataegus laevigata(Carnet, 1990).
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112.1.4.2. Proanthocyanidols ou tanins condensés
La composition de la fraction proanthocyanidolique de Crataegus laevigata (2.5-
4.5%) comporte: un procyanidol dimére B-2 [épicatéchol (4p — 8) épicatéchol],un
procyanidol trimére C-1 [épicatéchol (4 —8) épicatéchol (4 —8) épicatéchol] majoritaires,
et la présence aussi de procyanidol B-5 [épicatéchol (4B —6) épicatéchol], d’un tétramére et
d’oligoméres. Le monomeére épicatéchol est lui-méme présent en quantité notable, les
catéchines sont aussi présents mais en quantité beaucoup plus moindre (Vanhaelen, 1989).
Tableau 01: Proportions des procyanidines dans les fleurs, feuilles+fleurs et 1’extrait

commercialisé de Crataegus laevigata(Vanhaelen, 1989).

1.18% 0.85% 0.58% (-) Epicatechine
Traces 0.18% 0.09% Procyanidine B5(7)
1.78% 1.09% 0.87% Procyanidine B2
0.43% 1.02% 0.79% Procyanidine C1
Traces 0.74% Traces Procyanidine D1
3.39% 3.88% %2.33 Total

112.1.4.3.Acides phénoliques

Crataegus laevigata synthétise également des acides phénoliques, précisément des
dérivés de I’acide caféique et des dérivés de I’acide —p-coumarique avec une prédominance de
I’acide caféique (trans 50-(E) caféylquinique) (Petereit et al., 2000). lls ont réussi a isoler a
partir des fleurs de deux spécimens de Crataegus laevigata obtenus de deux jardins
botaniques différents en Allemagne, cinq composés hydroxycinnamiques dont trois sont des
dérivés de I’acide caféique (acide 4-O-(E)-cafeoylquinicine, acide 5-O-(E)-caffeoylquinicine
et acide 3-5 di-O-(E)-cafeoylquinicine) et les deux autres des dérivés de I’acide-p-coumarique
(acide 4 -O-(E) p- coumroylquinicine, acide 5-O-(E) p coumaroeylquinicine(Petereit et al
,2000).

o

HO
D/\\)J\OH
HO

Figurell: Structure de I’acide caféique de Crataegus laevigata (Petereit et al .,2000).
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112.1.4.4.Autres composes
v" Sucres: le D-sorbitol a été mis en évidence dans cette espéce.
v Acides triterpinique: trois acides triterpiniques pentacycliques figurent dans cette
espece : acide oléanique, acide cratacgolique et 1’acide ursolique.
v Amines aromatiques : phényléthylamine en quantité importante, O-
méthoxyphénethylamine et tyramine.
Acides aminés : amino-purines.
Huiles essentielles : a 1’état de traces (Massacrier, 2015)

Saponines. L’esculine est présente dans 1’écorce de 1’aubépine(Anthonie, 2007).

AR NEAN

Vitamines: la vitamine C s’avére étre la vitamine la plus importante dans les baies
d’aubépine, Smg de vit C sont retrouvés dans 1g de baies(Meiling, 1937).

v' Tons: le lithium n’est retrouvé que dans les feuilles de cette plante contrairement au
magnésium qui n’est présent que dans le fruit. Les chlorides sont présents en quantité
importante surtout dans le fruit suivit de potassium en quantité modérément
importante (Gulec, 2009).

112.1.5.Utilisations de Crataegus laevigata

Il est possible d'utiliser Crataegus laevigata sous la forme d'infusion (soit I'équivalent
de 1 a 2 gl/jour de plante en 2 a 4 prises) ou sous la forme d'extraits hydroalcooliques
standardises (soit I'équivalent de 160 a 900 mg/jour en 2 a 4 prises) (Pittler et al .,2003).
L'utilisation, par voie orale, des sommités fleuries de I'aubépine, dans I'éréthisme cardiaque
chez l'adulte et dans les états neurotoniques des adultes et des enfants, en particulier dans les
troubles mineurs du sommeil .De nombreuses études ont pu mettre en évidence l'intérét de
I'utilisation de cette plante dans les indications suivantes :

o Les insuffisances cardiaques légeres du fait des effets inotrope positif (augmentation de
la contractilité myocardique), dromotrope positif (accélération de la vitesse de la conduction
auriculo-ventriculaire) et bathmotrope negatif (ralentissement du rythme cardiaque), ainsi
gu'une vasodilatation artérielle.

o L’éréthisme cardiaque (sensation d'oppression) (Wichtl et Anton, 2003).

Bien que traditionnellement, les fruits fussent employés pour le traitement des troubles
cardiaques d’origine nerveuse. Actuellement, ces extraits sont presque exclusivement preparés
avec les feuilles et les fleurs de I’arbuste (Degenring et al., 2003). Les sommités fleuries ont
une action sédative sur le systéme nerveux et une action régulatrice sur le systeme cardio-
vasculaire; elles corrigent les troubles du rythme cardiaque; elles sont hypotensives et

antispasmodiques au niveau des muscles lisses vasculaires. Ces actions neuro-sedatives,
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cardio-sedatives, vasodilatatrices et antispasmodiques peuvent étre utilisées dans les
Insomnies, le nervosisme, 1’émotivité et le surmenage (Tigrine et Moudache , 2013).

Les décoctions des feuilles et des fruits de Crataegus laevigatasont utilisées pour traiter les
maladies cardiovasculaires, le diabéte, le cancer et I’impuissance sexuelle dans la médecine
arabe traditionnelle (Ljubuncic et al., 2005).

L’activité antioxydante, anti-inflammatoire, hypotensive des extraits alcooliques de
Crataegus laevigata (fruits, fleurs et feuilles) a été prouvée in vitro(Fong et al., 2005). Des
expériences réalisées in vivo par (Zhang et al., 2004),ont démontré quel’ administration de
I’extrait obtenu a partir de la partie charnue des fruits du genre Crataegus laevigata augmente
la concentration du a-tocophérol et inhibe I’oxydation des LDL (Low DensityLipoprotein)
humaines. En Europe, Crataegus laevigata a un usage interne contre la tachycardie (Garcia
etal., 1997).
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Chapitre I : Matériel et Méthode

1.1. Matériel
1.1.1.Zone d’étude (Annaba)

La wilaya d’Annaba est située a 600 km de la capitale Alger, a I'extréme Est du pays,

ouverte sur le littoral méditerranéen sur 80 km. Elle s'étend sur 1 439 km?2 soit 0,06 % du

territoire national.

La wi

RN NERN

1.1.2.

laya d’ Annaba est limitée :

Au Nord par la Mer Méditerranée.

A I'Est par la Wilaya d'El —Tarf.

A I'Ouest par la Wilaya de Skikda.

Au Sud par la Wilaya de Guelma. (Agence Nationale d’Intermédiation et de
Régulation Fonciére, 2013)

WILAYA D'ANNABA

L EL TARF
SKIKDA

[ ]
ANNABA

GUELMA

Figure 12: Présentation géographique de la zone d’étude Annaba (Andi ,2013)
Materiel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espéce appartenant a

la famille des Rosaceae:Crataegus laevigata.Cette plante a été récoltée pendant le mois de

Janvier 2019 dansla région d’Annaba. Les feuilles sont nettoyées, puis mis a sécher a I'abri de

la lumiére et d’humidité, a la température ambiante jusqu’a 1’utilisation.

Cette

plante a été choisie suite a une enquéte ethnobotanique entrepris dans la région

d’El’Oued pendant Octobre jusqu’au Décembre 2018 sur les plantes utilisées par la

population locale dans le traitement des maladies cardiovasculaires.
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Figure 13 : Feuilles de Crataegus laevigata(photo originale)
1.1.3. Animaux et conditions d'élevage

Notre étude a été réalisée sur quinze (15) rattes femelles Wistar Albinos agés de 8 a 10
semaines et pesant entre 145g et 150 g. Ces animaux amenés de l'institut pasteur d'Alger, et
élevés a I'animalerie au niveau de la faculté de sciences de la nature et de vie de l'université
Echahid Hamma Lakhdar d'El-Oued. Elles ont été soumises a une période d’adaptation aux
conditions de I’animalerie, de deux mois d’environ a une température ambiante (T° de
chambre), et une photopériode de 12 h/12 h. Les rattes sont logées dans des cages en plastique

et ont un acces libre a ’eau et a la nourriture par un régime standard (Southon et al.,1984).

Figure 14: Rates blanche de la souche Wistar Albinos (photo originale)
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1.1.4. Matériel et techniques d’étude au laboratoire
A. Les produits et réactifs

AICl3; Folin Ciocolteu; 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH); acide ascorbique;
acide galique; quercetine; gélatine; molybdate; acide sulfurique (H,SO,);TPTZ
(tripyridyltriazine); Fecls; acide acétique ;NaH,PO,; sérum physiologique 0.9 %; méthanol;
formol 10%; liquide de Fehling; bicarbonate de sodium; HCI. Vanilline, acétate de sodium,

acide acétique glacial.
B. Verreries et petits matériels:

Erlenmeyer.

Pipettes Pasteur, béchers de 500 et 1000 ml.
Tubes a essai.

Micropipette 10 ml.

Flacons en verre de 20 ml.

RN NN R

Seringue de 5 ml et 1ml.
v Disques de papier wattman.
1.2.Méthodes

1.2.1.Préparation de I'extrait aqueux

50g de poudre des feuilles dissous dans 500ml d'eau distillée et subit a 1’ébullition pendant
30min .Ensuite I’extrait a été filtré a 1'aide d’un papier Wattman, le filtrat est séché a I’étuve a
45 C° L’extrait brut a été stocké dans des flacons stériles étiquetées et conservées au

congélateur a 6C° (Kaneria et al., 2012).
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(Feuilles) Crataegus laevigata

50g de poudre de la partie + 500 ml d'eau distillée
aérienne (feuilles)

Ebullition pendant 30min

[ Filtration

| ’etuve 2 45 C°

Dosage des Etude phytochimique
composés bioactive

Détermination de 1’activité
antioxydante

Figure 15: Protocole de préparation de I'extrait aqueux Crataegus laevigata (Kaneria et al.,
2012)
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1.2.2.Détermination du rendement d'extraction

Le rendement d’extrait a été calculé par la formule suivante

ou - R % = (PEB/PMV) x 100

R : est le rendement en %.
PEB : Poids de I’Extrait Brut (g).
PMV : Poids de matiére végétale (g) (Falleh et al., 2008)

1.2.3.Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont réalisés sur I’extrait aqueux de Crataegus laevigatadans le but

de mise en évidence I’existence de quelques métabolites secondaires:

% Les alcaloides

(0,5g dans 1ml) d’une solution d’extrait dans I’eau additionnée d’une goutte de HCl
concentré, la solution obtenue est ajoutée 2 gouttes de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un
précipité ou d’une coloration brune-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al.,
2007).
+ des polyphénols

I ml d’extrait végétal, on ajoute deux gouttes de solution alcoolique de chlorure
ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleue noiratre ou verte plus ou moins foncée
signe la présence des composés polyphénoliques(Bidie et al., 2011).
% des flavonoides

Réaction dite a la cyanidine (réaction de Shibata) : dans un tube a essai, mettre
Imld’extrait végétal, ensuite ajouter 1ml d’alcool chlorhydrique (4ml EtOH + 1ml HCI
concentré), ajouter ensuite deux a trois copeaux de magnésium. La présence d’une coloration
rose-oranger ou violaceée signe la présence des flavonoides(Békro et al., 2007).
¢ des polyterpénes et stérols

Dans 1ml d’extrait végétal ajouter quelques gouttes d’anhydride acétique. Ensuite
introduire0,5 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition d’une couleur rouge intense
indique la présence des terpenes et verte foncée indique la présence des sterols(Bagre et al.,
2007).
+»+ des saponosides

I ml d’extrait végétal sont mis dans un tube a essai. Aprés avoir agité pendant
quelques minutes, la hauteur de mousse est mesurée. Une hauteur de mousse supérieure a 1

cm et persistante aprés 15mn de repos indique la présence des saponosides (Bidie etal., 2011).
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%+ Les sucres réducteurs

I ml d’extrait brut sont additionnés 1 ml de liqueur de Fehling. La formation d’un
précipité rouge brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction
positive(Békro et al., 2007).

1.2.4.Méthodes d’analyse quantitatives d'extrait

1.2.4.1. Dosage des polyphénols
v" Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (HsPM012040), il est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne(MogO,3). Cette coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu
donne un maximum d’absorption environs 750- 765nm (Bonnaillie et al., 2012).
v" Mode opératoire

Dans un tube & essai on préleve : 200ul de chaque solution d’extrait est ajoutée 1ml de
réactif de Folin Ciocalteu (1/10) aprés5min0,8ml d'une solution de bicarbonate de sodium
(7,5%) est ajoutée. La réaction est incubée a I’ombre a température ambiante pendant 30 min.
L’absorbance est mesurée a 765 nm avec UV-Vis spectrophotometre.

La courbe d'étalonnage a été réalisée par I'acide gallique a différentes concentrations (20 -
100 pg/ml), dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en pug
équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec (ug d'EAG/mg). Toutes les mesures sont
répétées 3 fois (Bonnaillie et al., 2012).
1.2.4.2. Dosage des flavonoides
v Principe

Les flavonoides des extraits ont été quantifiées par la méthode du
trichlorured’aluminium (Bahorun et al., 1996); Le principe est basésur 1’oxydation des
flavonoides par ce réactif (AICI3), ce qui entraine la formation d’uncomplexe jaune-orange
qui absorbe a 420 nm. La coloration jaune-orange produite estproportionnelle a la quantité de
flavonoides présente dans I’extrait testé (Chekroun, 2015).

v" Mode opératoire

Mettre 1ml d’extrait dans un tube a essai; Ajouter 1 ml d’une solution méthanolique de
chlorure d’aluminium a 2%; incuber les tubes a 60 min a température ambiante. Lire
I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible a 420nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage

établie avec la quercétine (10-20 ug/ml) et est exprimée en microgramme d'équivalent de
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quercétinepar milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait), le test est répété 3 fois. (Kebieche,
2009; Talbi et al., 2014).
1.2.4.3. Dosage des tannins totaux

La détermination de tannins dans I’extraits a été réalisée par la méme méthode de
Folin Ciocalteu aprées précipitation des tannins par la gélatine selon la procédure décrite dans
(Adewusi et al., 2011)

Un volume de 500 pl de I’extrait est homogénéisés avec 50mg de gélatine dans 500ul
d’eau distillée, Le mélange tannin- gélatine est laissé pendant 15min a congélateur a 4C°,
ensuite filtrer le mélange on prend surnageant de filtré par micropipette. Les composés
phénoliques non adsorbés (constituant le surnageant)sont dosés par la méthode de Folin
Ciocalteu comme précédemment décrit aprés qu’on compléte le volume prélevé a partir de
surnageant 150 pl ajouté 850 ul I'eau .dans un tube a essai on prend : 200ul de solution
prépare est ajoutée 1ml de réactif de Folin Ciocalt ensuite, nous les ajoutons aussi 0,8ml d'une
solution de bicarbonate de sodium. La réaction est incubée a I’ombre a température ambiante
pendant 30 min. L’absorbance est mesurée a 765 nm avec UV-Vis spectrophotomeétre.

La concentration des tannins totaux est estimée en microgramme €quivalent d’acide
gallique par milligramme du poids de la matiere seche (ug EC)/mg d'extrait). Le test est
répété 3 fois.
1.2.4.4.Détermination des teneurs en tannins catéchiques
v" Principe

Le dosage des tannins condensés a été réalisé par la méthode a la vanilline sulfurique
(Muanda, 2010; Pélagie et al., 2015). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupe aldéhydique de la vanilline sur le carbone en position 6 du cycle A de la catéchine
pour former un complexe chromophore de couleur rouge (Virginie et al., 2015).

v" Mode opératoire

Un volume de 50 pl de D’extrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v), puis mélangé. Ensuite, 750 pl de I’acide chlorhydrique
concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la température ambiante pendant 20 min.
L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc (Belyagoubi, 2011). La concentration des
tannins est estimée en microgramme équivalent de catéchine par milligramme du poids de la

matiére séche (ug EC)/mg d'extrait) a partir de la courbe d'étalonnage (Belyagoubi, 2011).
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1.2.5.Evaluation de ’activité antioxydante
1.2.5.1 . Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl)

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical libre stable. Le
DPPH est caractérisé par une couleur violette (Chikhi, 2014). La stabilité de la molécule est
assurée par ladélocalisation des electrons au sein de la molécule. La réduction des radicaux
DPPH par un agentantioxydante entraine une décoloration de la solution. Le changement de
couleur peut étre suivie parspectrophotométrie a 517 nm (Laraba et al., 2016). L’intensité de
la couleur est proportionnelle ala capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner

des protons(Boudjouref, 2011).

Q - Q NO,
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Figure 16 : Mécanisme réactionnel du test DPPH entre 1‘espéce radicalaire DPPH" et un
antioxydant(RH) (Goudjil, 2016).

A 50ul de solution d’extrait a différentes concentrations (100ug/ml-1000ug/ml) est
ajouté 1ml de la solution méthanolique du DPPH a 0.01M. Parallélement, un contrble négatif
est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1ml de la solution méthanolique de DPPH.
La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 517nm apreés 30 min d’incubation a
’obscurité et a température ambiante.

Pour tracer la courbe d'étalonnage en prenant I’acide ascorbique comme un standard a
différentes concentrations (20-100 pg/ml), dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons, le test est repété 3fois.L’activité antioxydante est exprimée

comme le pourcentage d'inhibition calculé en utilisant I'équationsuivante:

Activité Antioxydante (%)= (A contrdle —A échant / A contr6le) x 100

Ou: AC: absorbance en absence de 1’inhibiteur (controle négatif)

AE: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)

Les résultats sont exprimés en ICso et calculés a partir des courbes de la variation du

pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut rappeler
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que plus la valeur de ICs est petite, plus I’activité antioxydante des extraits est grande
(Popovici et al., 2009).

1.2.5.2. Test de phosphomolybdate (PM)

Le test du pouvoir réducteur du phosphomolybdate est un essai direct qu’on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. 1l repose sur la
réduction des molybdates en molybdene en présence des extraits en donnant une coloration
verte détectable par I’'UV a une longueur d’onde de 695nm (Prieto et al., 1999).

Mettre 150 ul de solution d’extrait végétal dans des tubes a essai; Ajouter 1350 ul de solution
de molybdate et incuber le mélange dans un bain marie & une température de 95°Cpendant
90min. apres on les laisse refroidir a température ambiante, puis on mesure I’absorbance a une
longueur d’onde égale a 695nm. Pour tracer la courbe d étalonnage en prenant 1’acide
ascorbique comme un standard comparatif a différentes concentrations (0.02-0.1mg/ml). Le
test est répété 3 fois (Jayaprakasha et al., 2006).

1.2.5.3. Test du pouvoir réducteur du fer

v" Principe

Cette méthode correspond a la réduction d'un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(lll)-
TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(ll)-TPTZ)2] par un antioxydant (RH),
a a un pH bas pour maintenir la solubilité du fer. (Fe (II) -TPTZ a une couleur bleu intense et
peut étre contr6lé a 593 nm (figure 17) (Réka et al., 2002).

N

R R
ED TLES

Figure 17: Réaction du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(Nadal, 2009)
¥v" Mode opératoire
Mettre 50ul de solution d’extrait (Img/ml) dans un tube a essai, ajouter 1.5 ml de
réactif de FRAP fraichement préparé ensuite lire I’absorbance aprés Smin a 593 nm contre un

blanc de réactif. Pour tracer la courbe d étalonnage en prenant I’acide ascorbique comme un
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standard comparatif, a différentes concentrations (20- 100ug/ml) mg/ml. Le test est répété 3
fois (Huang et al., 2005).
1.2.6. Etude des activités biologiques deCrataegus laevigatain vivo

1.2.6.1. Traitement des animaux

Apres la période d’adaptation, les rates femelle étaient réparties en trois groupes de
cing rates, chacun (groupe) était traité pendant 15 jours comme suivant:

Groupe (T) : Rates saines témoins ont re¢u seulement 1’eau potable par voie orale.

Groupe(Cd) : Rates intoxiquées non traité ont regu 1’eau distillée par voie orale concomitante

a I’injection intra péritonéale (ip) de cadmium 5mg/kg/jour.

Groupe (ECd) : Rates malade traité ont recu 350 mg/Kg/jour d’extrait de Crataegus
laevigata par gavage, concomitante a I'injection intra péritonéale (ip) de cadmium a la méme

dose que le groupe 02.
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15Rates femelles Wistar Albinos

15
l, 3 Jou
5 rates 10 Rates ont regu
témoin de cadmium
S rates traitées par 5 rates
L’extrait de intoxiquées
Crataegus sans traitement
laevigata3s0

Prélévement
de sang

Créatinine, Glycémie
TGO, TGP
PAL, LDH.

! !

Sacrifice

Préléevement
des organes

Foie Gloeiin

Préparation

Coupe
d'homogénat Histologique

Figure 18: Protocol expérimentale
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1.2.6.2. Sacrifice et prelevement du sang et des organes

Apres 16 h de jelne les rates sont sacrifiées (par décapitation). Au moment du
sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs.La glycémie est mesurée par le glucomeétre
pour chaque rat. Apres centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes le sérum
obtenu est récupéré puis conservé a -20°C jusqu’au moment des analyses biochimiques
(glycémie, créatinine, phosphatase alcaline (PAL), TGO, TGP,LDH). Aprés la dissection le
foie et le cceur sont soigneusement prélevés, rincés avec I'eau physiologique, ensuite pesés. .
Une partie du foie, le coeur sont récupérés dans des flacons de formol (10%) pour faire 1'étude
histologique. Les homogénats des organes sont préparés pour le dosage des parameétres du
stress oxydatif.
1.2.6.3. Méthode de dosage des parametres biochimiques
1.2.6.3.1. Dosage de la glycémie
v" Principe

La glycémie est la détermination enzymatique du glucose se fait selon les réactions
suivantes:

Glucose oxydase
Glucose +O, + H,O, — > Acide gluconique + H,0,

Peroxydase

2H,0,+ Phénol+4-Amino-antipyrin » Quinoneimine rose +4H,0,

¥v" Mode opératoire

- Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif

- Doser selon le tableau ci-aprés. Ensuite lire les DO aprés une incubation de 10 minutes
a37°C ou 30 mn a 20-25°C la coloration est stable & 30 minutes. La fiche technique est dans

I’annexe.

Tableau 02 : Mode opératoire de dosage de la glycémie

Blanc

Standard

Echantillon

Standard

10ud

Echantillon

10l

Réactif de travail

Iml

Iml

lml

1.2.6.3.2. Dosage de la créatinine

v" Principe

Dans notre étude, la créatinine a été determinée suivant une methode cinétique par un

auto analyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de créatinine sérique. Le test
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de la créatinine est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium. La
créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge. L’intervalle
du temps choisi pour les lectures permet d’éliminer une grande partie des interférences
connue pour la méthode. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la
concentration de créatinine présente dans 1’échantillon testé. L'absorption est mesurée a 490
nm (Murray et al., 1984).
1.2.6.3.3. Dosage d'alanine amino transférase TGP

L’alanine amino transférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique
pyruvique (GPT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique d’alanine vers 1’alpha-
cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate
en présence de lactate déshydrogéné (LDH) et NADH:

ALT
Alanine + o—Cétoglutarate » Glutamate + Pyruvate
LDH

Pyruvate + NADH+H'________ Llactate + NAD"®

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée
photométriquement, est proportionnelle a la concentration catalytique d’ALT dans

I’échantillon (Murray, 1984). L'absorption est mesurée a 340 nm.
1.2.6.3.4. Dosage d'aspertateamino transférase GOT
v Principe

Dans notre étude, I'Aspartate aminotransférase ont été déterminés suivant une méthode
cinétique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de I'Aspartate
aminotransférase (Murray, 1984). L'Aspartate aminotransférase (ASAT) initialement appelée
glutamate oxalo acétate-transaminase (GOT) catalyse le transfert d'un groupe aminé
d'aspartate vers l'a-cétoglutarate pour donne du glutamate et I'oxaloacetate. L'oxaloacetate est

réduit au Malate par Malate déshydrogénase (MDH):

AST

Aspartate+ a—Cétoglutarate » Glutamate + Oxalacétate

MDH

Oxalacétate + NADH + H* > Malate + NAD*
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Le taux de diminution de NADH, mesurée photométriquement. Elle est
proportionnelle avec la concentration de ASAT catalyse dans L'échantillon, I'absorption est
mesurée a 340 nm. La lecture se fait par spectrophotométrie a une longueur d'onde A=340 nm.

1.2.6.3.5. Dosage de phosphatase alcaline

v Principe
Phosphatase alcaline (PAL) catalyse I'hydrolyse des p-nitrophénylphosphate a pH=
10.4 et libération de p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante:
PAL
p-Nitrophénylphosphate + H2O ——— p-Nitrophénol + Phosphate
Le taux de formation de p-nitrophénol, mesurée par photométrie, est proportionnel a lI'activité

de la phosphatase alcaline présente dans I'échantillon (Rosalki, 1993).

1.2.6.3.6. Dosage LDH
Détermination cinétique de I’activité lactate dehydrogénase. Selon les
recommandations de la société Francaise de Biologie Clinique. (SFBC) La réaction est initiée

par addition de I’échantillon du patient au réactif. Le schéma réactionnel est le suivant:

LDH
Pyruvate + NADH + H+ > L- Lactale + NAD+

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a 1’activité

lactate déshydrogénase dans I’échantillon. La fiche technique est dans ’annexe.

1.2.7.Dosage des paramétres de stress oxydatif
1.2.7.1.Dosage des protéines tissulaire
v Principe

Le dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976) permet de déterminer
desconcentrations tissulaires de protéines. C’est une méthode colorimétrique, qui utilise le
bleude Coomassie comme réactif qui s’associe au groupement amine (-NH;) des
résidusprotéiques pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue
reflete le degré d'ionisation du milieu acide et l'intensité correspond a la concentration des
protéines).
L'absorption est mesurée a 595nm.
v" Mode opératoire
-Prélever 0,1 ml de I'homogénat.
-Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

- Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.
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-Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.

-La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée.

- La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon
d’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.
1.2.7.2.Dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires
v Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et
achaud avec 1’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe
decouleur rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré

parspectrophotométrie d’absorption a 532nm (Yagi, 1976).

® Réactif

20g de acide trichloroacétique (TCA); 375 mg de acide thiobarbiturique (TBA);
0,01gde Butylhydroxytoluéne (BHT); 25 ml de Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1IN et 50 ml
d'eaudistillée ont été introduit dans un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans
unbain Marie jusqu'a dissolution compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml

etcomplété le volume par I'eau distillée jusqu'au trait de jauge.

® Mode opératoire

Prélever 100 ul d'échantillon (homogénat) et 400 ul de réactif TBA dans les tubes a
essaien verre et a vis, et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100
°Cpendant 15 minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant
lestubes ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Apres
centrifugera 3000 tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532nm

a I'aided un spectrophotometre.

® Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient
d'extinctionmoléculaire du MDA (3 = 1,53 105 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en

umol/I.

MDA (pumol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 10*5)/mg de prot
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1.2.7.3.Dosage des glutathion réduit (GSH)

v" Principe

Le complexe formé entre le GSH et 1’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB),
cequi libére 1’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel présente une absorbance a
412nm(Weckbercker et Cory, 1988).
v" Mode opératoire

Mélanger avec [’agitateur 0.8 ml de solution homogéne et 0.2ml de I'acide
salicylique(0.25%) et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min
pendant 5minutes. Puis, prélever 0.5ml de surnagent, ajouter le 1ml de solution tampon tris
avec NaClsolution 1 avec 0.025ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3. Laisser le
mélange 5min detempérature de chambre puis lire I'absorbance avec spectrophotomeétre
d'absorptionmoléculaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé).
v’ Expression des résultats
On calcule la concentration du GSH exprimée en nanomoles par milligramme deprotéines
(nmol/mg prot) selon la formule suivante :

DO X 1 X 1.525

GSH(nM /mg de prot) = X d
; 13133 X 0.8 X 0.5 X mg de prot

GSH: concentration de glutathion.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1: volume de mélange de protéine.

1.525ml: volume total de mélange.

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

0.8ml: volume de solution homogene sans protéine existe dans 1ml.
0.5ml: volume de solution surnagent.

d: facteur de dilution.
1.2.8. Etude histologique

Dans notre étude, tissus foie et coeur de toutes les animaux traités ou non traités ont
été soumis a une autopsie compléte apres conservations dans un milieu approprié

(Formaldéhyde 10 %).les coupe histologique a été effectuer dans laboratoire privé.
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1.2.9. Etude statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test T de student. Les resultats sont donnes
sous forme de moyennes et écart-types (ES). Alors, nous avons utilisé un logiciel MINITAB
13 et EXCEL (office 2007) qui nous aident pour faire I’analyse.

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :
NS : Différence non significative P > 0.05.

* . Différence significative P < 0.05.

** - Différence hautement significative P < 0.01.

*** - Différence trés hautement significative P < 0.001.
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|. Résultats

I. 1.Le rendement de I’extrait aqueux deCrataegus laevigata

Le rendement moyen en extrait aqueux a été calculé en fonction de la matiere végetale
séche de la partie aérienne( des feuilles) de la plante Crataegus laevigata. Ce rendement est

présenté dans le tableau suivant :

Tableau03: Rendement couleur et aspectde 1’extrait sec de la plante étudiée

Caractéristiques de

Rendement Couleur | Aspect
I’extrait brut

17,65+ 2.68 Marron foncée Pateux

Selon les résultats obtenus, nous remarquons quela plante a un rendement en extrait

brut considérable avec une couleur marron foncée et un aspect pateux.
1.2.Tests phytochimiques

Les tests chimiques réalisés sur I'extrait brut montrent la présence de plusieurs familles
de composés tels que saponosides, flavonoides, alcaloides, polytepénes, mais particulierement
les polyphénols et les sucres réducteurs. Par contre on note I'absence des stérols. Ces réactions
sont basées sur des phénomeénes de précipitations ou de colorations par des réactifs
spécifiques a chaque famille de composeé (Zirar, 2014). Les résultats obtenus sontreprésentés

dans le tableau 05.

Tableau 04: Résultats des tests phytochimiques

Composés Réactifs Crataegus laevigata
Alcaloides Dragendorff +
Polyphénols FeCls +4++
Flavonoide d’alcool chlorhydrique ++
Polyterpénes d’acide sulfurique +
Stérols d’acide sulfurique -
Saponosides Test de mousse +

Sucres réducteurs Liqueur de Fehling +++
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(+) présence, (++) abondant, (+++) trés abondant, (-) absence
I. 3. Détermination des teneurs des composés bioactifs

1.3.1. Dosage des polyphénols

L'étude quantitative del’extrait realisée par le dosage spectrophotométrique par la
méthode de Folin-Ciocalteu avait pour objectif la détermination de la teneur totale en
polyphéenol présent dans I'extrait de Crataegus laevigata. Cette teneur a été calculée a partir
de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, exprimée en pg d’acide gallique/mg d’extrait

sec. Les résultats obtenus sont représenté dans le tableau 06.

Tableau 05 : Teneurs en polyphénols de I'extrait aqueuxCrataegus laevigata

Espéce Crataegus laevigata
pg d’acide gallique/mg d’extrait 70.20 £0.36
sec

On remarque d’aprés les résultats illustrés dans le tableau ci-dessusque la teneur en
composé polyphénolique dans I’extrait aqueux de 1’espéce Crataegus laevigata contient une
teneur de ’ordre de 70.207 ug équivalent de 1’acide gallique par ml d’extrait (ug EAG/ml
d’extrait).

1.3.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl3) et I’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoide a été déterminée dans 1’extrait,est
exprimée en pug de quercetine /mg d’extrait sec. Les résultats obtenus sont représentes dans le

tableau 07.

Tableau 06 : Teneurs en flavonoides de 1’extrait

Crataegus laevigata

pg de quercétine/mg d’extrait 15.29+0.13

Sec

Le tableau ci-dessus montre que laconcentration de flavonoide est de 1’ordre de
15.29+0.13pg EQ/mg d’extrait.
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1.3.3.Dosage des tannins

Les résultats du dosage des tannins catéchiques et totaux des extraits aqueux de Crataegus
laevigatasont déterminées a partir des équations de régression linéaire de la courbe
d’étalonnage exprimées successivement en pg équivalent de l'acide catéchique et pg
équivalent d’acide gallique par mg d’extrait sec. Les résultats sont présentés dans le tableau

ci-dessous.

Tableau 07: Teneurs en tanninscatéchiques et totaux de Crataegus laevigata

Extrait aqueux Tannins Catéchique Tannins Totaux
(ng EAC/mg MS) 2 (ngEAG/mg MS)°
Crataegus laevigata 0.29+£0.01 10.48 £0.052

aug équivalent de 1'acide catéchique /mg de la matiére séche. pg équivalent d'acide gallique/

mg de la matiére seche.

Il en ressort des résultats obtenus que I’extraitobtenu est de trés faible teneuren tannins
dans la partie aérienne (feuille) qui correspondant au (0.29533+ 0.01328 pg d’acide
catéchique /mg d’extrait sec) et (10.48 £0.052ug équivalent de l'acide gallique /mgd’extrait
sec) respectivement.

I.4. Evaluation de ’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de I'extrait de Crataegus laevigataa été
réalisée par trois techniques chimiques (test de phosphomolybdate, le piégeage du radical
libre DPPH., la réduction de fer).

1.4. 1.La méthode de phosphomolybdate (PM)

Le test du pouvoir réducteur au phosphomolybdate est un essai direct qui est employé
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose sur la
réduction des molybdates en molybdene en présence des extraits en donnant une coloration
verte détectable par I’UV a une longueur d’onde de 695 nm (Halmi, 2015).

Les résultats montrent que la capacité antioxydante par le phosphomolybdate de notre
extrait est importante de l'ordre de 286.5 + 23.1 en microgramme (ug) équivalents d'acide

ascorbique par milligramme (mg) de la matiere seche (WEEAA/mgMS).
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1.4. 2.Test de DPPH

L’activité antiradicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-
1picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simpliciteé.
L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de la concentration de
I’extraits utilisée (Cuendet et al., 1997).

L’activité antioxydante de 1’extrait est exprimée en ICs, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de ’activité du radical DPPH. Dans ce test on a
utilisé ’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1%)
est représente dans le tableau09 .

Tableau 08: ICs de 1’extrait brut et I’acide ascorbique

Crataegus laevigata Acide ascorbique

1Cso(ng/ml) 439.93+ 5.93 61.97+ 3.68

A partir des résultats, on remarque que l'activité antioxydante de I'extrait Crataegus laevigata

est moins importante que celle d'acide ascorbique.
I.4. 3.Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

En présence d'extrait de la plante le fer ferrique Fe®* a été réduit a la forme ferreuse
Fe?* Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant I'augmentation de

ladensité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 593 nm.

Le résultat montre que l'activité réductrice du fer de I'extrait aqueux de Crataegus
laevigata est tres forte qui correspondant au 295.9 + 33.9 microgramme (pg) équivalents

d'acide ascorbique par milligramme (mg) de la maticre seche (ug EAA/ mg MS).

I.5. Effet du traitement par Crataegus laevigata sur les rates atteintes de toxicité par
cadmium
1.5. 1. Etude de I'effet de traitement sur le poids relative des organes

e Les foies ont été prélevés et pesés apres sacrifice des rates. Les résultats sont représentés

dans le tableau (10).
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Tableau09: Poids relatif du foie chez le groupe témoin et les groupes traités pendant 15 jour.

Groupes Lot T Lot Cd Lot ECd
Moy * Es Moy * Es Moy * Es
Poids relatif(%) 4.41+0.29 4.64+0.83* 4.12+0.83"°2

des Foies (Q)

Moy + S.E.M. de 05 rates de chaque groupe.
NS p > 0.05;*p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin(T).
90 <0.05;"p<0.01; °p < 0.001 comparaison avec le lot de cadmium (Cd).

D'aprés nos résultats nous observons une augmentation significative du poids relatif
des foies chez le groupe cadmium (Cd) par rapport au groupe témoin(T). Par contre nous
observonsune diminution significative chez le groupe (Ecd) par rapport au groupe (Cd).
® Les coeurs ont été prélevés et pesés apres sacrifice des rates. Les résultats sont représentés

dans le tableau (11)
TableaulO : Poids relatif des cceurs chez le groupe témoin et les

groupestraitéspendant15jours

Groupes Lot T Lot Cd Lot ECd
Moy * Es Moy * Es Moy * Es
Poids relatif(%) 0.02::0.37 0.025+0.35* 0.073+0.35"2

des cceurs (Q)

Moy + S.E.M. de 05 rates de chaque groupe.
NS p > 0.05;*p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin(T).
9p<0.05;°p<0.01; °p < 0.001 comparaison avec le lot de cadmium (Cd).

Nos résultats montrent que le poids relatif des cceurs chez le groupe cadmium (Cd)
augmente de fagon significative par rapport au groupe témoin (T), par contre chez le groupe

(ECd) augmente de facon significative par rapport au groupe cadmium.
1.5. 2. Etude de I'effet du traitement sur le poids corporel

Les résultats obtenus dans la figure (19) représentent le poids corporel des rats témoins et

traités.
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Figure 19: Variation du poids corporel chez les rates
.Comparaison avec groupe témoin (T): *p< 0.05,**p < 0. 01,***p < 0.001, avec groupe témoin cadmuim (Cd ):

NSp > 0.05,%p < 0.05, °p < 0.01, C p < 0.001 et n=5 rats.

Au cours du traitement, les rats recevant le cadmium (Cd) présentent une diminution
hautement significative du poids corporel (p<0.01) par rapport au groupe témoin (T)et
aucune varation significative a été observée chez le groupe (ECd) par rapport au groupe
(T). Le traitement par l'extrait aqueux de Crataegus laevigata induit une augmentation
significative (*p<0.05) du poids corporel comparé au groupe (Cd).

1.5.3. Etude des paramétres biochimiques

La figure (20) représente I’influence du traitement d’extrait aqueux de Crataegus

laevigata sur les taux sériques de glycémie, 1’urée, la créatinine chez des rates atteint de la

toxicité par cadmium administré pendant 15 jours.
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Figure 20 : Teneur plasmatique la créatinine et les glycémies chez les groupes témoins et les
groupes traités pendants 15 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): *p< 0.05,**p < 0. 01,***p <

0.001, avec groupe témoin cadmium (Cd ): NSp > 0.05,ap < 0.05, IOp <0.01, Cp<0.001 et n=5rats.
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Le taux plasmatique de créatinine montreune augmentation significative chez le
groupe cadmium (Cd) par rapport au groupe témoin (T).Par ailleurs, une diminution
hautement significative (p<0.01) vue pour l'autre groupe (Ecd) par rapport au groupe T. le
traitement par I’extrait de Crataegus laevigata a une dose de 350mg/kg aboutissant a
unediminution hautement significatif (°p < 0.01) par rapport au groupe cadmium (Cd).

Le taux plasmatique de la glycémie est diminué d’une fagon trés hautement
significative chez le groupe cadmium (p<0.001) par rapport témoin. Le lot malade traitépar
I'extrait représente une augmentationnonsignificative en comparaison avec le groupe
cadmium (Cd).

® L ’activité des transaminases (TGO, TGP)
La figure (21) représente I’activité des transaminases (TGO, TGP) chez les groupes

témoins et les groupes traités pendant 15 jours.
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Figure 21: L’activité des transaminases (TGO, TGP) chez les groupes témoins et les groupes
traites pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): *p< 0.05,**p < 0. 01,***p < 0.001, avec
groupe témoin cadmium (Cd ): NSp > 0.05,ap < 0.05, bp <0.01, Cp<0.001 et n=5 rats.

On observe une augmentation significative de l'activité de TGO des rats contaminés
par cadmium (Cd) par rapport aux rats normaux et aussi une augmentation significative chez
les groupes (ECd) par rapport le témoin. Alors qu’il y’est pas une variation significative chez
les rats du groupe (ECd) traités par 1’extrait de Crataegus laevigata a une dose de 350mg/kg
par rapport au groupe (Cd).

Nos  résultats de lactivitt de transaminase @ TGP  montrent  une
augmentationsignificative chez le groupe cadmium (Cd) par rapport au rats normaux (T), on
marque aussi aucune variation significative chez les rats du groupe (Ecd) par rapport au
groupe T. Par contre une diminution de facon significative chez le groupe (Ecd) par rapport

au groupe (Cd).
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® Concentration du Phosphatase alcalin et LDH
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Figure 22: Concentration de la phosphatase alcaline et LDH chez les groupes témoins et les
groupes Traités pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): *p< 0.05,**p < 0. 01,***p <
0.001, avec groupe témoin cadmium (Cd ): NSp > 0.05,ap <0.05, bp <0.01, Cp<0.001 et n=5 rats.

D'apres les résultats obtenus, on marque une augmentation du PAL de fagon
significative (p< 0.05) chez le groupe (Cd) par rapport au groupe (T), et d’une fagon non
significative chez le groupe (Ecd) par rapport au groupe (T). Nos résultats illustrent
unediminution non significative (p> 0.05) du PAL chez les rats du groupe (Ecd) par rapport
au groupe (Cd).

Les résultats obtenus révélent que la concentration de LDH est diminue de facon
significative (p< 0.05) chez le groupe (Cd) par rapport au groupe (T),par contre le lot (Ecd)
diminution de fagon significative par rapport au groupe (T). D’autre part nous avons remarqué
chez le groupe intoxiques par le cadmium et traités par I’extrait de Crataegus laevigata une
diminution significative de l'activation de LDH (°p <0.05) par rapport au groupe (Cd).
1.6.Etude de I'effet de Crataegus laevigata sur des paramétres de stress oxydant chez les
rates intoxiqués par cadmium
1.6.1. Etude de la Malondialdéhyde (MDA)

Les résultats de I'étude de I'influence d'un traitement de 15 jours en utilisant I'extrait de
Crataegus laevigatasur le taux tissulaire des MDA (foie et coeur) sont illustrés dans la figure
(23).

51



Chapitre Il :

Chapitrell: _________________________________ResultatsetDiscussion ___

MDA (umol /mg protéine)
O R N W b UT OO N 0O O

NS a

foie

cd

Ecd

MDA(u mol/mg protéine)
o
(<)}

NS a

04 -
0,2 -
o | Il
T

Cd
Coeur

Ecd

Figure 23:Concentrations tissulaires de malondialdehyde chez le groupe témoin et les

groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p < 0.01;

*** n < 0.001, comparaison avec groupe cd:? p <0.05; b p <0.01; ¢ p <0.001, n= 5 rats.

Nos résultats montrent que la molonydialdéhyde (MDA) hépatique et cardiaque chez

les rates (Cd) a été augmenté de facon significatif (p<0.05) par rapport au groupe témoin (T).

D’autre part, les rates administrées Cd et traités par 350mg/kg Crataegus laevigata présentent

une diminution significative (p<0.05) du MDA dans le foie et le cceur par rapport aux rats

intoxiqués par cadmium.

1.6. 2. Variation de concentration du glutathion réduit (GSH)

Les résultats obtenus aprés 1’évaluation du taux du GSH sont montrés dans la figure (24).
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Figure 24: Variation de la Concentrations tissulaires de glutathion (GSH) chez le groupe

témoins et les groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05

;**p<ODL***p<000LammmmmnamcymmeC¢NSp>00&ap<00&bp<OOL°p<ODOLn:5

rats.

52



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Nos résultats montrent que la concentration de glutathion réduit tissulaires hépatiques
ne présente aucune variation significative (p>0.05), mais dans le cceur est diminuée de fagon

significative (p<0.05) chez les rates du lot (Cd) par rapports au groupe témoins sain.

D'autre part, nos résultats obtenus révélent que la concentration de GSH hépatique et
cardiaque chez les rates (ECd) a été augmentee de fagcon non significative en comparaison
avec les rates injectées du cadmium.

1.7. Etude histologique

L’observation microscopique des coupes histologiques des fois et cceurs des rates
injectées du cadmium révele une modification cellulaire bien visible (nécrose tubulaire,
dilatation tubulaire, hémorragie). Alors que les coupes histologiques des fois et coeurs des
rates traitées par I'extrait de la plante a la doses 350mg/Kg présentent une amélioration au

niveau cellulaire.

Figure 25: Coupes histologiques de foie de differents groupes (x40)
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Figure 26: Coupes histologiques de cceurs de différents groupes (x40)
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I1. Discussion

Parmi la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a une espece peuplant
spontanément, connu pour sa richesse floristique diversifiée. Il s’agit de Crataegus laevigata
plante médicinale appartenant a la famille des Rosacées, utilisée en phytothérapie pour ses
propriétés sedatives, vasculoprotectrices et antioxydantes (Bahorun, 1997). Elle est aussi
utilisée comme plante ornementale (Mohand, 2006). L’utilisation des plantes médicinales est
aujourd’hui la forme de médecine de plus en plus utilisée a travers le monde. Le recours au
traitement par les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a activités
biologiques constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques (Djedioui.,
2010).Notre étude a porté dans un premier temps a [lidentification des groupes
phytochimiques, qui caractérisent I'extrait aqueux de Crataegus laevigataet la recherche
d'activité biologique que peuvent avoir cet extrait invitro a savoir les capacités antioxydantes.
Dans un deuxiéme temps, .in vivo a savoir les effets protecteurs contre la toxicité et les

dommages induit par le cadmium chez les rattes Wistar.

Le rendement de la plante en extrait brut était considérablecomparaison avecAmor,
(2017), ce rendement chez les plantes peut étre variable macomparaison avec Igré chez la
méme espéce; cette variabilité est due probablement a la variation des facteurs suivants : les
conditions pédoclimatique, la période du récolte, le temps du récolte, la méthode de séchage
aussi aux méthodes d'extraction appliquées (Makhloufi, 2009).

L'extrait aqueux de feuilles seches de Crataegus laevigata contient plusieurs composés
bioactifs. Les composés polyphénoliques sont bien connus comme des agents antioxydants et
dirigé contre les radicaux libres associés aux dommages oxydatifs. La présence de ces
composés, tels que des flavonoides dans I'extrait de Crataegus laevigata susceptibles de
donner crédibilité a son utilisation locale pour la gestion d'affection induit par le stress
oxydatif. Les glycosides et les flavonoides peuvent inhiber la croissance tumorale et la
protection contre les infections gastro-intestinales. Les alcaloide sont une histoire dans les
effets pharmacologiques pour leurs effets analgésiques et antispasmodiques (Njoku et Obi,
2009). Ainsi, les alcaloides jouent un role détoxifiant et un antihypertenseur (Awoyinka et
al., 2007).

L’étude quantitative des extraits bruts de Crataegus laevigata. Aumoyen des dosages
spectrophoto métriques, avait pour objectif la détermination de la teneur despolyphénols
totaux, des flavonoides et des tanins totaux et catéchiques. La teneur en polyphénols a été

estimée par la méthode colorimétrique de Folin- Ciocalteu.Les résultats montrent que les
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composés polyphenoliques sont abondants dans la partie aérienne de Crataegus laevigata. Si
on compare les résultats a ceux de (Bouaziz et al., 2014) on constate que lesteneurs d’extraits
aqueux (2.12+0.0134mg QE/g MS) des feuilles de C. azarolus sont beaucoup proches aux

résultats trouvés dans 1’étude.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques, des études
récentes ont montré que les facteurs extrinséques (tels que des facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante, la
période de sa récolte et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en
polyphénols (Aganga et al., 2001).

Les flavonoides sont des composés naturels qui interviennent non seulement dans
lapigmentation des végétaux, mais aussi qui présentent des activités biologiques, telles que
desactions antioxydantes (Sebastien, 2006).En présence du chlorure d’aluminium, les
flavonoides révelent I’apparition de coloration jaune, qui est due a la formation d'un complexe
entre le chlorure d'aluminium et les atomes d'oxygéne présents sur les carbones des
flavonoides (Zeghad, 2009).

La teneur de flavonoides de I’extrait aqueux des feuilles de Crataeguspinnatifida,
rapporté par (Yoo et al.,2008) in (Bouzid, 2009) est équivalent a 4.07 mg EQ/gsont bien
supérieurs par rapport a nos résultats, toutefois il est difficile de comparer ces résultatsavec
ceux de la bibliographie car 1'utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité
d’une comparaison entre les études(Aganga, 2001; Pedneault et al., 2001; Fiorucci, 2006).

Les tanins sont responsables des propriétés hémostatiques (Asquith et Butler, 1986).
Nos résultats sont inferieurs que celles de Bouaziz et al. (2014) ;en raison des conditions
climatiques ou degré de la température ainsi que le type de solvant utilisé et la méthode
d’extraction(Aganga, 2001; Pedneault et al., 2001; Fiorucci, 2006)..

Dans le but d'évaluer l'activité antioxydante de I’extrait aqueux de Crataegus
laevigata, nous avons utilisé trois méthodes basées sur trois mécanismes antioxydants
différents: I'effet piégeur des radicaux libres evalué par le test de DPPH. La capacité
antioxydante totale estimée par le test de phosphomolybdate et le pouvoir réducteur du fer en
utilisant le test FRAP. Selon les résultats trouvés, l'extrait aqueux est doté d'un pouvoir
piégeur avec une ICsp de 439.93+ 5.93 pg /ml mais plus forte en comparaison avec du
standard (acide ascorbique) 1C5061.97+ 3.68 pg /ml. Alors que cet extrait possede une
capacité antioxydante importante de l'ordre de 286.5 + 23.1 et 295.9 + 33.9 ng équivalent
AA/mg de la matiere séche pour le test de PM et FRAP respectivement. Le test DPPH,radical
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libre de couleur violet est réduit en un composé de couleur jaune en présence de composes
anti-radicalaires. L’intensité de la coloration, mesurée au spectrophotométre, est inversement
proportionnelle a I’activité antiradicalaire des composés dont on souhaite déterminer
I’activité(Kouamé et al., 2009).11 est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons
dans une courte durée, aussi il est assez sensible pour déetecter des substances actives a des
basses concentrations. A ceteffet, il a été employé pour le criblage des activités antiradicalaire

des extraitsvégétaux (Yi et al., 2008).

L extrait aqueux des feuilles de Crataegus pinnatifida, rapporté par Yoo et al., (2008)
est inférieure par rapport de nos résultats.Les solvants, les protocoles, la durée de
conservation des échantillons et la température pourraient expliquer les différences constatées

entre nos résultats et ceux de la bibliographie (Klervi, 2005 ; Sokol, 2007).

Selon Turkmen et al., (2007) les polyphénols semblent étre des donateurs
efficacesd'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur structure chimique ideale. Les
autrescomposés phénoliques mineurs ne devraient pas étre negligés, par ce que la synergie
entre les
différents produits chimiques devrait é&tre prise en considération dans [l'activité
biologique(Bourgou et al., 2008).

Pour I'évaluation de l'activité protecteur de I'extrait aqueux de Crataegus laevigata,
nous avons essay¢ d’évaluer l'effet de cette plante en ’administrant a dose 350 mg/kg par

voie orale pendant 15 jours chez des rates atteintes une toxicité provoquée par le cadmium.

L'exposition de cadmium a dose (5mg/kg) chez les rates a provoqué une diminution du
poids corporel. Ce résultat est en accord avec plusieurs études (Newairy et al., 2007) qui ont
suggeré que la réduction de la croissance est due a la réduction de la consommation
alimentaire par des effets de cadmium sur les centres nerveux responsable de la régulation de
la satiété et de la faim (Missoun et al., 2010). D’autre part, perte du poids est due au
catabolisme, plus particulierement des lipides par lipolyse des tissus adipeux (Vats et al.,
2004; Oliveira et al., 2008). Cependant chez toutes les rates traitées par 1’extrait de
Crataegus laevigata a une dose de 350 mg/kg, on observe a la fin un gain de poids.
L’amélioration des poids corporels pourrait étre expliquée par le pouvoir de la plante a
restaurer le stock en triglycérides (Farnier, 2002; Babu et al, 2007).

Concernant le poids relatif des organes (foie et cceur), nous remarquons
I’augmentation du poids relatif des organes chez les rates exposées au cadmium. Ceux-Ci

peuvent étre expliqué, d’une part, par I’hypertrophie tissulaire de ces organes causée par ce
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métal et d’autre part, par I’accumulation intense du métal lui-méme dans ces organes cibles
(Messaadia et al.,2013) ; ainsi une cardio - et hépatotoxicité causée par 1’accumulation de
cadmium dans ces organes peut avoir comme conseéquences une nécrose (lbrahim et al.,
2011). Cette anomalie du foie est un phénomeéne qui a été signalé par de nombreux auteurs a
la suite de 1’agression par des substances chimique (Huang et al.,2012).

En revanche, le traitement par de Crataegus laevigatadu groupe exposé au cadmium a
entrainé une amélioration du poids relatif des organes notamment le foie. Cette amélioration
est due probablement par 1’effet inhibiteur de ces plantes contre I'accumulation de cadmium
dans cet organe ce qui diminue leur effet néfaste sur cet organe et donc diminue leur poids
relatifs.

Dans notre étude, nous avons constaté que I'administration quotidienne du cadmium a
une dose de 5mg/kg pendant une période de 15 jours a provoqué un changement significatif
des marqueurs biochimiques; glycémie,créatinine, TGO, TGP, PAL, LDHchez le groupe des
rates administré du cadmium et les groupes traites.

La créatinine est un métabolite de la créatine, excrété dans l'urine par filtration
glomérulaire. Une élévation de sa concentration dans le sang est une indication de
dysfonctionnement rénal (Frank, 1992; Siby., 2008). Cette molécule indispensable pour la
production d'énergie dans les muscles.En temps normal, la créatinine est transportée par le
sang puis éliminée par lesreins, dans les urines. L'administration de Crataegus laevigata (350
mg / kg / jour) a restauré de maniére hautement significative de la fonction rénale et protége
le rein de I’intoxication au Cd. La valeur de créatinine dans le plasma est inversement liée au
débit de filtration glomérulaire (DFG), donc a la fonction rénale. Ainsi, plus la fonction rénale
est altérée, plus la créatininémie augmente (Laib,2018).

La perturbation du bilan hépatique, exprimée par 1’augmentation sérique des
transaminases I'ASAT(TGO), ALAT(TGP), la PAL et de la LDH chez les rats intoxiqués par
le cadmium, indique une lésion hépatique qui peut s’expliquer par la fuite des enzymes
tissulaires vers le plasma. Dans notre étude on a observé 1’augmentation de leur activités
enzymatiques qui est en accord avec les travaux d’Aouacheri,(2017). Leur activité
enzymatiques est proportionnelle au degré de dommages hépatiques (Kesari et al., 2007). Ils
sont donc bons indicateurs de 1’hépatotoxicité (Babu et al., 2007; Eidi et al., 2007).

Cette fuite est due a D’altération de la perméabilité membranaire (Salem, 2005).
L’augmentation sé€rique des enzymes peut étre due a des Iésions tissulaires dans le foie, suite a
des modifications de la perméabilité de la membrane cellulaire, ou également due a une

augmentation de la synthése ou a une diminution du catabolisme des aminotransférases
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(Krim et al., 2013). L’ASAT, I’ALAT, la LDH et la PAL sont les biomarqueurs les plus
sensibles qui sont directement impliqués dans 1’étendue de la toxicité et des dommages
cellulaires puisqu’ils sont cytoplasmiques et libérés immédiatement dans la circulation apres

I’atteinte cellulaire (Farag, 2010).

Le stress oxydatif peut progresser aux dommages oxydatifs impliquant des protéines
cellulaires (contractiles, structurelles, et enzymatiques), des lipides, I'ADN et d'autres
molécules d'une maniere qui pourrait conduire a la fonction cellulaire anormale (Powers et
Jackson, 2008). Il résulte d’un déséquilibre entre la production des ROS et leur élimination
par les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la progression de plusieurs
maladies. Les métaux lourds peuvent induire des dommages oxydatif et étre une source

endogene potentielle des radicaux libres (Moreira et al., 2001).

Les résultats obtenus dans notre étude concernant la partie du stress oxydatif in vivo
montrent une élévation bien définie de la concentration du MDA tissulaires (foie et cceur)
chez les rats cadmium par rapport aux rats normaux, ceux-ci accordent avec les travaux de
Valco,(2006). Le malondialdéhyde (MDA) est le parametre le plus largement utilisé pour
évaluer les dommages oxydatifs aux lipides .Cette augmentation peut probablementétre le
résultat de l'augmentation des ROS qui attaquent les acides gras polyinsaturés de lamembrane
cellulaire et provoque la peroxydation lipidique (Battacharya et al., 1997).L'augmentation de
la peroxydation lipidique affaiblit le fonctionnement des membranes par labaisse de la fluidité
membranaire et par la diminution de l'activité des enzymes et desrécepteurs liés aux
membranes (Kakkar et al., 1998).

Nos résultats suggérent aussi que l'extrait aqueux de Crataegus laevigata induit un
effet antioxydant, qui peut étre du a la richesse de cette plante en composés bioactifs et en anti
oxydant qui inhibent la lipoperoxydation et 1’altération causées par la production excessive de
radicaux libres (Liu et al.,2000).

Nos résultats montrent une diminution claire de teneur en glutathion réduit (GSH)
hépatique et méme au niveau de coeur chez le groupe cadmium par rapport au groupe témoin.
Le GSH joue son role antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydantes
telles la CAT et la SOD (Cempel ,2002).

D'apres les résultats de la présente investigation, on a observé une augmentation de la
concentration de glutathion réduit (GSH) du foie et du cceur, chez les rates traitées par I'extrait

aqueux de Crataegus laevigata par rapport aux rates cadmium. L'effet de I'extrait aqueux de
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Crataegus laevigata serait probablement dd a I'influence des composes bioactifs présents dans
les plantes, tels que les flavonoides et leur pouvoir antioxydant. D'autre part, les composes
phénoliques sont connus par leurs capacités de recycler la vitamine E et de piéger les radicaux
libres, ceci peut donc participer directement & une réduction de l'utilisation de GSH (Babu et
al,2007). De plus cette augmentation peut étre expliquée par l'effet de vitamine C sur le

recyclage de glutathion (Baskin et Salem, 1997).

Les enzymes antioxydantes limitent les effets des molécules oxydantes dans les tissus
et jouent un réle dans la défense contre les dommages oxydatifs cellulaires étant piégeurs de
radicaux libres (Ghosh et al,2012).

En général, et d’apres les résultats des stress oxydatifs tissulaires suggerent quechaque
organe a un effet antioxydant spécifique (Begget & Korti ,2016), ce qui rend la gravité de
I’attaque oxydative différente entre les organes, c’est pourquoi on trouve que la variation des
antioxydants défere d’un organe a 1’autre.

Les études histologiques ont été largement utilisées comme biomarqueurs pour les
investigations toxicologiques (Uzun et al., 2009 ). Nos résultats au niveau du foie et du cceur
montrent quelques altérations par rapport au groupe témoin. Le foie est le principale organe
cible dans les études toxicologiques. Les altérations histologiques observées au niveau du foie
et du ceceur chez les groupes des rates cadmium produit des dommages histologiques inclus
une nécrose, dilatation et vacuolisation tubulaire, atrophie glomérulaire, nécrose, hémorragie,
cellules inflammatoires.Des altérations histologiques similaires ont été observées par
Sylvie,(2003). L’observation des coupes histologiques que nous avons réalisees révéele des
atteintes tissulaires. Ces altérations peut-étre induites, au cours d’un stress oxydatif, par
I’augmentation de la peroxydation des lipides. Il en résulte 1’activation d’inflammations
cellulaires (Milton et al,2011). En effet, ces radicaux peuvent diffuser dans le cytoplasme et a
travers les membranes, pour aller attaquer des composants cellulaires éloignés de leur site de
production ou encore pour atteindre d’autres cellules (Layachi, 2013). Les coupes
histologiques du foie et cceur des rates intoxiqueeset traitées par Crataegus laevigata
montrent la présence trés peu des nécroses cellulaires. Cela pourrait signifier que la plante a
un effet protecteur. En effet il a été rapporté que les flavonoides (Perez et al, 1998) et
plusieurs autres composés phénoliques (exp : tanins) ont été testés comme cytoprotecteurs et

chélateurs de radicaux libres (Ouali etal, 2007).
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En Algeérie, la médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place
majeure dans le traitement de différentes maladies, a titre d’exemple de Crataegus laevigata.
Qui pousse a I'état spontané dans la région d’ Annaba, cette plante est fréqguemment employée
pour ses vertus médicinales, car elle contient des principes actifs qui agissent sur
I’organisme.Notre travail a été pour I'objective d'évaluer I'effet de Crataegus laevigata sur des
rates Wistar Albinos contaminé par cadmium. A la lumiére des résultats obtenus, on peut

conclure que:

- L'extraction réalisée a partir de la partie aérienne de la plante étudiée dans ce travail a
permis d'obtenir un rendement del7, 65 %. L'analyse phytochimique montre que Crataegus
laevigataest trés riche en alcaloides, polyphénols, flavonoides, polyterpénes , saponosides et
sucres réducteurs, mais I'absence des stérols.Donc cette plantepeut étre une nouvelle source
des molécules bioactives qui ont un important effet thérapeutique contre plusieurs
pathologies.

-L'analyse quantitative montre que I'extrait aqueux de cette plante contient des polyphénols
(70.20 +0.36pg équivalent d’acide gallique/ mg de la matiére séche), flavonoides
(15.29+0.13pg équivalent de quercétine/mg de la matiere séche), tannins catéchiques (0.29+
0.01 pg équivalent de catéchine/mg de la matiére séche), tannins totaux(10.48 +0.052ug
équivalent de l'acide gallique /mgd’extrait sec).De méme, cet extrait a une activité

antioxydante confirmée par différentes tests a savoir le PM, FRAP et DPPH.

-L’étude physiologique a montré que le traitement par ces plantes augmente le poids corporel

des rates et améliore le poids relatif des organes notamment le foie et le ceeur et I'absence de

I'effet secondaire toxique sur ces deux organes cibles.

-L'administration d’extrait aqueux de Crataegus laevigata en concomitance avec le cadmium
a fait diminuer le niveau de la toxicité, en modulant les niveaux des biomarqueurs du stress
oxydant, et en régulant I'activité des enzymes antioxydantes (diminution de la concentration
du MDA, élévation du taux du glutathion réduit (GSH)dans le foie et le cceur. Cette
combinaison a aussi révelé une restauration du taux de certains parametres biochimique
(glycémie, TGO, TGP), ainsi que l'analyse tissulaire réalisée au niveau du foie et du cceur a
permis de montrer que cette espéce provoque une régénération remarquable du tissuhépatique
et cardiaque, ce qui permis de mettre en évidence l'action protectrice de Crataegus laevigata

et sa capacité a ameliorer I'activité du systéme biologique des rates intoxiquees par cadmium.
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Conclusion genérale

Ces résultats ne constituent bien évidemment qu'une premiére étape de recherche des
molécules biologiqguement actives. Nos perspectives de recherche pour le futur sont les

suivantes :
- Isoler les molécules actives contenues dans l'extrait de Crataegus laevigata, ensuite

déterminer I'effet pharmacologique et les mécanismes d'action de ces molécules sur les
différents systemes biologiques au cours de la toxicité hépatique et cardiaque.

-determiné les molécules impliquées dans d’autres effets thérapeutiques.
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Annexes 01 : Préparation des extraies aqueux de Crataegus laevigata

(Originale, 2019)

Annexes 02: Résultat des tests phytochimiques de Crataegus laevigata
(Originale, 2019)
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Annexes 03:Spectrephotomeétre

Annexes 04: Administration de I'extrait de Crataegus laevigatapar gavage
gastrique (Originale, 2019)
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Annexes 05 :Injection intrapéritonéale de cadmium 5 mg/ kg/ jour.
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Annexes 06:La fiche techniquededosage de la glycémie et LDH
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Annexes 07: Les analyses de cadmium
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Résumé:

L’objectif de ce travail d’une part, est I'étude phytochimique et I’activité biologique (antioxydante)
d'extrait aqueux de Crataegus laevigata issue d’Annaba, d'autre part pour évaluer l'effet protecteur
des principes actifs dérivés de cette plante sur des rates Wistar A/lbinos atteint d’une toxicité par
administration de cadmium 5Smg/kg pendant 15 jours. Ces rates sont réparties en trois lots de cinq
rates chacun dont le premier lot sert comme témoin, le second est un lot contaminé par le cadmium et
le troisiéme lot contaminé par le cadmium et traité par Crataegus laevigata. 1 analyse
phytochimique montre que notre extrait contient de polyphénols avec une quantit¢ de 70.207
+0.369ug équivalent d’acide gallique/ mg de la matiere seche, flavonoides 15.29+0.135ug équivalent
de quercétine/mg de la matiere séche, tannins catéchiques0.29533+ 0.013pg équivalent de
catéchine/mg de la matiere seche et tannins totaux 10.48 +£0.052pg équivalent d’acide gallique/ mg de
la matiere seche. L’activité antioxydante a été évaluée par des tests chimiques tels que les tests de
PM, DPPH et le FRAP qui ont révélé une trés importante activité attribué a cette espéce. A partir de
I’analyse de nos résultats, on observe une diminution hautement significative considérable du poids
corporel des rates contaminées au cadmium et une augmentation significative du poids relatif des
organes prélevés (foie et cceur). Les résultats ont montré aussi des changements notables dans les
parametres biochimiques caractérisés surtout, par une augmentation significative de la concentration
sérique de la créatinine, L activité des transaminases (TGO, TGP) et de phosphatase alcaline chez les
rates contaminées. En outre, cette plante a diminuée le stress oxydatif qui est traduit par une
diminution de la teneur en malondialdéhyde (MDA), une augmentation du taux du glutathion réduit
(GSH) dans les foie et ceeur .La présente étude confirme que de Crataegus laevigata peut avoir un
effet protecteur vis-a-vis la toxicité induite par le cadmium et les pathologies associes au stress
oxydatif.
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