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Résumé

Le but de cette étude est la biosynthése verte et caractérisation spectroscopique de
Nanoparticule d’Oxyde de zinc ZnO-NPs issu de I’extrait aqueux de l’espéce végétale:
Helianthemum lippii L. et I’évaluation de pouvoir antioxydant In vitro par le test de DPPH et
I’évaluation des activités biologiques In vivo contre 1’intoxication induite par le tétrachlorure
de carbone chez des rattes femelles de type Wistar Albinos. Notre expérimentation In vivo
(pendant 15 jours), a été réalisée chez 30 rattes; divisées en 6 lots de cing rattes chacun, lot 1:
témoin, lot 2: intoxiqueé par le CCls (25 ul/kg/2j), lot 3: traité avec l'extrait d'Helianthemum
lippii L.(200mg/kg/jours) et intoxiqué par le CCls (25 ul/kg/2j), lot 4 : traité avec de ZnO-NPs
(100 mg/kg/jour) et intoxiqué par le CCls (25 ul/kg/2j), lot 5: traité avec le mélange Extrait-
ZnO-NPs et intoxique par le CCls (25 ul/kg/2j), lot 6: traité avec le Silymarine (200
mg/kg/jour) et intoxiqué par le CCla(25 ul/kg/2)).

Les résultats d’étude phytochimique obtenues montrent que notre extrait aqueux a un
rendement de ’ordre de 7,08% et la présences des différentes métabolites secondaires tels
que : Alcaloides ,Terpénoides, Saponines, Flavonoides et Tanins. De plus, L'analyse
guantitative a montré que I'extrait aqueux est riche en polyphénols totaux (175 +£0.0226 mg
d'EAG/g d'extrait sec) avec une teneur en flavonoides égale a 2.09 +0.039 mg d'EQC/g
d'extrait sec. D'aprés les résultats IR de la biosynthese verte de ZnO-NPs, on remarque :
groupe fonctionnel impliqué dans la synthése de ZnO-NPs a illustré dans les pices 980 et 700
cm 1, de méme les observations du MEB nous conservons des Nanoparticules en cluster de
différentes formes avec une taille de 1’ordre de nanomeétre. L’évaluation de pouvoir
antioxydant In vitro de I’extrait par le piégeage du radical libre DPPH a donné la valeur
d’ICso de 0.842 mg/ml. Consternant 1’évaluation des activités biologiques In vivo on observe
une diminution considérable de poids corporelle des individus intoxiqués par CCls et une
augmentation de poids relatifs du foie chez le groupe contaminé par le CCls par rapport au
témoin. De plus, pour les produits testent : Extrait aqueux et ZnO-NPs nous a impressionnée
par leur capacité régulatrice vis-a-vis les taux des enzymes sériques (TGO, TGP, PAL et vy-
GT) qu'ils sont perturbés par le CCl, avec une diminution trés significatives (p<0,001), méme
pour les parameétres biochimique tel que (Bilirubine, Cholestérol ,Triglycéride, Urée et
Créatinine).

En conclusion, les résultats de cette étude montrent que : Extrait aqueux et ZnO-NPs et
spécialement la synergie entre Extrait aqueux-ZnO-NPs de la plante Helianthemum lippii L.
peut étre proposé pour protéger le foie contre les dommages oxydatifs induits par le
tétrachlorure de carbone.

Mots clés: Biosynthése verte, Nanoparticule d’Oxyde de zinc, Helianthemum lippii L.,
Pouvoir antioxydant, CCla.
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ABSTRACT

The aim of this study is the green biosynthesis and spectroscopic characterization of
ZnO-NPs Zinc Oxide Nanoparticle from the aqueous extract of the plant species:
Helianthemum lippii L. and the evaluation of antioxidant power In vitro by the test of DPPH
and the evaluation of the biological activities in vivo against poisoning induced by carbon
tetrachloride in female rats of the Wistar Albino type.

Our in vivo experiment (for 15 days) was carried out on 30 rats; divided into 6 batches
of five rats each, batch 1: control, batch 2: intoxicated by CCls (25 ul / kg / 2d), batch 3:
treated with the extract of Helianthemum lippii L. (200 mg / kg / day) and intoxicated by CCl4
(25 ul / kg / 2d), batch 4: treated with ZnO-NPs (100 mg / kg / day) and intoxicated by CCla4
(25 ul / kg / 2d), batch 5: treated with the Extract-ZnO-NPs mixture and intoxicated by CCla4
(25 ul / kg / 2d), batch 6: treated with Silymarin ( 200 mg / kg / day) and intoxicated by CCl4
(25 pl / kg / 2d). The phytochemical study results obtained show that our aqueous extract has
a yield of around 7.08% and the presence of various secondary metabolites such as:
Alkaloids, Terpenoids, Saponins, Flavonoids and Tannins. In addition, the quantitative
analysis showed that the aqueous extract is rich in total polyphenols (175 £0.0226 mg of EAG
/ g of dry extract) with a flavonoid content equal to 2.09 £ 0.039 mg of EQC / g of dry extract.
According to the IR results of the green biosynthesis of ZnO-NPs, we notice: functional group
involved in the synthesis of ZnO-NPs illustrated in parts 980 and 700 cm -1, likewise the
observations of the SEM we keep Nanoparticles cluster of different shapes with a size of the
order of nanometer. Evaluation of the extract's antioxidant power in vitro by scavenging the
free radical DPPH gave the IC50 value of 0.842 mg / ml. Dismaying the evaluation of
biological activities In vivo, there is a considerable decrease in body weight of individuals
poisoned by CCl4 and an increase in relative liver weights in the group contaminated with
CCl4 compared to the control. In addition, for the products tested: Aqueous extract and ZnO-
NPs impressed us with their regulatory capacity with respect to the levels of serum enzymes
(TGO, TGP, PAL and y-GT) that they are disturbed by CCls with a very significant decrease
(p <0.001), even for biochemical parameters such as (Bilirubin, Cholesterol, Triglyceride,
Urea and Creatinine).

In conclusion, the results of this study show that: Aqueous extract and ZnO-NPs and
especially the synergy between aqueous extract-ZnO-NPs of the plant Helianthemum lippii L.
can be proposed to protect the liver against oxidative damage induced by tetrachloride of
carbon.

Key words : Green biosynthesis, Zinc Oxide Nanoparticle, Helianthemum lippii L,
Antioxidant power, CCla.
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Introduction

Au cours de ces derniéres années, de nombreuses etudes et recherches se sont focalisées
sur les nanomatériaux. Elles ont regu une énorme attention en raison de leurs applications en
optique, biologie, médecine,... etc (WIESNER et al.,2007).La nanotechnologie s'est
développée energiquement comme un domaine indispensable de la recherche moderne avec
effets en électronique, biochimie et biotechnologie (GNANASANGEETHA et al.,2014).

La biosynthése des nanoparticules biologiquement sont un aspect important de la
nanotechnologie. Avec l'avenement des nouvelles technologies et I'amélioration des
connaissances scientifiques ont ouvert la voie a l'utilisation d'entités biologiques dans la
synthése de nanoparticules parmi lesquelles I'emploi de plantes pour la synthése de
nanoparticules peut étre avantageux par rapport a d'autres entités biologiques (KAVITHA et
al.,2013).La synthése biologique des nanoparticules par extrait végétal est actuellement
exploitée au motif que développer une synthese de nanoparticules bénigne pour
I'environnement afin d'éviter des effets néfastes dans les applications biomédicales
(KAVITHA et al.,2011). Certaines nanoparticules jouent un réle important dans
décomposition des radicaux libres, détruisant ainsi les dommages oxydatifs du corps humain
(Rehana et al.,2017). Dans a cet égard, il est possible d'utiliser des nanoparticules vertes. qui
présentent des propriétés antioxydantes puisante contre le stress oxydative . Parmi les
nanoparticules, ZnO-NPs peuvent étre mentionnés que ont été considéres dans les domaines
scientifique et industriel applications au cours des derniéres décennies(ZAMAN,2012). des
études précédentes ont montré que des ZnO-NP ont été signalés pour les cellules humaines
non toxiques. Cet aspect fait leur utilisation comme agents antioxydant puissant , et leur
adaptation aux cellules humaines (SIRELKHATIM et al.,2013).

Des rapports récents sur les plantes vers la production de nanoparticules auraient des
avantages tels que facilement disponibles, sirs a manipuler et une large gamme de des
biomolécules telles que les alcaloides, les terpénoides, les phénols, les flavanoides, les tanins,
etc (KAVITHA et al.,2013).

En Algérie, nous avons longtemps eu recours a la médecine traditionnelle grace a la
richesse et la diversité floristique de notre pays, qui constitue un véritable réservoir
phytogénétique, avec environ 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques
(BOUZID et al.,2016). parmi les plantes médicinales le Helianthemum lippii qui est une
source tres riche en polyphénol que I’on rencontre dans les feuilles. Elle est largement utilisée

dans la médecine traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobienne, antitumorale,
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antivirale anti inflammatoire, antifongique, anti oxydante, activités spasmolytique et
hypotensive (BOUAMAMAA et al.,2006).

Les troubles hépatiques sont généralement causes par des produits chimiques toxiques,
des médicaments ou des infections pathogénes, et sont considérés comme problémes de santé
publique graves (GORDILLO et al.,2017;CHAOQ et al.,2013). L'un des meilleurs modéles de
1ésions hépatiques provient du tétrachlorure de carbone est un solvant utilisé dans 1’industrie
chimique et il est bien connu par ses effets néfastes sur la santé notamment 1’hépatotoxicité
(ADEWALE et al.,2014).

A la lumiére de ces informations, L’objectif de cette étude est la fabrication de
nanoparticules d'oxyde de zinc par approche verte et évaluation I' activités biologiques de
nanoparticule d’oxyde de zinc synthétisé biologiquement a base de Helianthemum lippii L.
contre des altérations physiologiques induit par le CCL4 chez les rattes Wistar. En utilisant
des outils biochimiques

Ce travail est divisé en deux parties: La premiere partie est consacrée a la synthese
bibliographique qui comporte quatre chapitres.Le premier chapitre concernant zinc et
nanoparticules d’oxyde de zinc , le deuxieme chapitre concernant étude de I’espece végétale
Helianthemum lippii L.,Le troisiéme chapitre est agent toxique tétrachlorure de carbone,et la
derniere chapitre sur le médicament silymarine .La deuxiéme partie est consacrée a la partie
expérimentale qui contient le chapitre des matériels et méthodes utilisées durant ce travail et
le chapitre des résultats et discussion qui contient la présentation des résultats et leur

interprétation en se basant sur ce qui était dit dans la partie bibliographie.
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CHAPITRE 1 ZINC ET NANOPARTICULES D’ OXVYDE DE ZINC

Chapitre I : Zinc et Nanoparticules d’oxyde de Zinc

1. Généralité

Le zinc est un oligo-élément présent dans toutes les cellules et est essentiel pour le
fonctionnement normal des tissus et organes du corps (PORIES,1976). Le Zn agit en tant
gu'antioxydant et sa carence entraine une augmentation des Iésions oxydatives des tissus
(OTEIZA et al., 1995).Zn n'a jamais été montré pour interagir directement avec une espéce
oxydante mais préfere plutdt exercer ses effets dans de maniéere indirecte (POWELL et al.,
2000).En plus, le zinc stimule les défenses immunitaires ainsi que le renouvellement
cellulaire, cet oligo-élément participe a la formation de nouveaux tissus, d'ou son réle
essentiel dans la croissance des enfants. Il favorise le développement des lymphocytes T, qui
nous défendent contre microorganismes pathogenes,et aide aussi a la cicatrisation des plaies
(MANSOURI,2014) .

D’autre part, L'atome de zinc est présent dans plus de 200 métallo-enzymes ; Il est
essentiel et agit comme cofacteur enzymatique dans de nombreux processus métaboliques de
I'étre humain (LEFEVRE,2002).1l entre dans la composition de nombreuses enzymes et joue
un role dans la synthése des protéines. Le Zn agit en tant qu'antioxydant et sa carence entraine

une augmentation des lésions oxydatives des tissus (OTEIZA et al.,1995).
2. Métabolisme de zinc

L’absorption intestinale du Zinc est une étape clé de son métabolisme car elle assure en
grande partie la régulation de la teneur en ce métal dans le corps humain (WILLIS et al.,
2005).De nombreux facteurs alimentaires et physiologiques modulent cette absorption et le
transfert du zinc vers le compartiment sérique. Le mécanisme de passage de la muqueuse
intestinale implique la fixation du zinc sur une métallo-thionéine puis sur d’autre protéine
dans les cellules intestinales (GOYER,1995). D’autre fagon le mode d'absorption est saturable
- le zinc induit la synthése de la métallo-thionine, dans les cellules muqueuses intestinales. La
saturation de ces derniéres provoque la rétention du complexe zinc- métallo-thionine dans les
cellules muqueuses qui tapissent le tractus gastro-intestinale son excrétion (Figure 01)
(JAKUBOVSKI,2001).
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Figure 01 : Mécanisme de I'absorption du zinc (Seve,2002).

Aprés D’absorption intestinale ; la diffusion de zinc se fait dans le plasma, les
érythrocytes les leucocytes et les plaquettes. Dans le plasma, le zinc est fixé a des protéines
principalement 1 albumine (60%) et I'alpha 2 macroglobuline, et des aminoacides qui servent
de transport. Initialement, le zinc est concentré dans le foie (60%) et les reins, fixé sur une
métallo-thionine. La synthése de cette protéine hépatique est stimulée quand la concentration
plasmique en zinc est élevée. Puis le zinc est distribué dans tout 1’organisme (JAKUBOVSKI,
2001). Le zinc traverse la muqueuse intestinale a partir de 0.4% dans la nourriture et passe
dans le lait maternel (LANDOWN, 1991). La majorité est répartie dans les muscles (60%), et
dans les os (30%) ; le reste se distribue entre le foie la prostate, le tractus gastro-intestinale les
reins, la peau, les poumons, le cerveau, le cceur et le pancréas (JAKUBOVSKI, 2001).

L'excrétion du zinc se fait principalement par le tube digestif. Le zinc fécal (environ 10
mg/j) correspond au zinc non absorbé (67%) des aliments et a du zinc endogene (33%). Aussi,
environ 0,5 mg de zinc peut étre perdu chaque jour par la sueur de méme que dans les urines
(APOSTOLI,2002;LEE,2000).Les autres fluides corporels sont également des voies
importantes d’élimination du zinc (FAVIER,1990).

3. Zinc et le stress oxydatif

Le zinc est considéré comme un antioxydant, plusieurs études ont révélé la capacité du
zinc contre le stress oxydatif et épuisement du glutathion. Cet oligo-élément a un role sur
stabilisation de la Cu/Zn-SOD (POISSON,2014). De plus, le zinc joue un role vital dans la
protection contre les dommages des radicaux libres (BANNISTER,1987). La prise de zinc

conduit a long terme a I’induction des protéines antioxydantes comme les métallothionéines
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(MT). Le zinc protege également les groupements thiols des protéines et peut inhiber
partiellement les réactions de formation des espéces oxygénées induites par le fer ou le cuivre
(MEZZETTI et al.,1998). Oligo-élément zinc retarde les processus oxydatifs par plusieurs
mécanismes. Précisément ; la génération réduite des especes réactives oxygénées ROS tell
que : O2" et H202. En plus, Le zinc induit également la génération de métallothionéine, qui est
tres riches en cystéine et un excellent piegeur d'OH. (PRASAD, 2014).

Le zinc joue un role important en coure la stabilisation des groupes sulfhydryles R-SH
contre l'oxydation (BRAY et BETTGER.,1990; POWELL,2000). Il y a trois facons dans
lequel le zinc réduit la réactivité sulfhydryle. Tout d'abord, le zinc se lie directement au
groupe thiol. Deuxiémement, cela crée un obstacle stérique, en se liant a proximité immédiate
du groupe sulfhydryle de la protéine. Troisiemement, il modifie la conformation de la
protéine, en se liant a l'autre site de la protéine. Le zinc est antagonisant les réactions
catalysées par les métaux de transition, (POWELL,2000). Il a été démontré que les métaux de
transition tels que le cuivre et le fer redox actifs catalysent la formation de radicaux,
principalement par Réaction de Fenton (JOMOVA et VALKO.,2011).Ces metaux de
transition formée des complexes avec des composants cellulaires, tels que les nucléotides, le
glucose et les citrates pour le fer et glucides, ADN et enzymes pour le cuivre. Lorsque le
métal est complexé, il devient piégé et réagit avec H>O- et forme un radical hydroxyle réactif
(HO"). Cela conduit a la peroxydation lipidique, a I'ADN et des dommages aux protéines, et
par conséquent des lésions tissulaires graves. Le zinc est capable de remplacer le cuivre et le

fer et réduire les lésions oxydatives localisées (POWEL,2000).
4. Nanoparticules

Les nano particules (NPs) sont généralement, considérés comme un nombre d’atomes
ou molécules, reliées entre eux avec un rayon inférieur a 100 nm. Nous pouvons les définir
d’une fagon pratique, comme étant un agrégat ou un ensemble d’atomes dont les dimensions
sont comprises entre 1 et 100 nm (DAHMOUN,2013). Cette taille leur permet l'interagir
facilement avec les composants biologiques. Ils comprennent un grand classe des particules
ayant des propriétes médicales environnementales et commercialement importantes
(TEEGUARDEN et al.,2014). Il est composé d'un oxyde metallique qui reste 1'un des
composes reconnus comme étant sans danger qui classe comme un matériau (GRAS) ne par
I’agence americaine Food and Drug Administration (FDA)(JAMDAGNI et al.,2016).
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4.1. Propriété des Nanoparticules

Les nanoparticules présentent des propriétés qui sont fonction de leur composition, de
leur structure cristalline, de la surface exposée ainsi que de leur procédé de synthése.
Cependant, quelle que soit leur origine, les nanoparticules possedent des propriétés physiques
communes qui découlent notamment de leur dimension. Lorsque la taille diminue, la surface
specifique augmente, le nombre d’atomes en surface devenant plus important. Cela a pour
conséquence une modification des propriétés optiques, électriques, magnétiques, physiques
(abaissement de la température de fusion),catalytiques (réactivité accrue) du matériau sous
forme nano-particulaire par comparaison au méme matériau a 1’échelle microscopique
(BUZEA et al.,2007;PREINING,1998).Les propriétés des nanoparticules sont pour la plupart
directement liées a leur petite taille ainsi qu’a leur surface. Lorsque la taille diminue, le
nombre de particules par gramme de matiére croit considérablement. Ainsi, le nombre
d'atomes localisés en surface, c'est-a-dire en contact avec le milieu environnant augmente. De
plus, la réactivité d’une nanoparticule dépend de sa surface. Le rapport surface/particules et
surface/masse étant beaucoup plus important pour les nanoparticules que pour les particules
microscopiques, leur réactivité augmente (BUZEA et al.,2007; WITSCHGER and FABRIES.,
2005) .Les propriétés optiques des nanoparticules s’avérent également trés intéressantes
(SEZNEC, 2014). Grace a ces propriétés, les nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs-ZnO) ont

fait I’objet d’une attention accrue dans les applications biomédicales (JIANG et al.,2018).

4.2. Pénétration cellulaire des nanoparticules

La taille régit tout d’abord la profondeur d’atteinte des NPs dans 1’organisme
(TRIBOULE,2013). Il est bien établi que les nanomatériaux de plus petite taille ont une plus
grande capacité de pénétrer les cellules (NABESHI et al.,2010;SAKAI et al.,2011). La
capacité des NPs de certaines tailles a pénétrer plus facilement les cellules peut étre liée a
différents mécanismes d'entrée dans la cellule en fonction de la taille (KRUG et WICK.,
2011). Lorsque les NPs atteindre la membrane extérieure d'une cellule, ils peuvent interagir
avec les composants de la membrane plasmique ou de la matrice extracellulaire et entrer dans
la cellule ( BEHZADI et al.,2018) , par plusieurs mécanismes peuvent étre mis en jeu :

v La phagocytose, qui concerne les tres grosses particules de 1 a plusieurs micrométres ou

dizaines de micromeétres de diamétre.
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v La pinocytose et la macro-pinocytose, correspondant a 1’internalisation non spécifique
de fluides extracellulaires, mais aussi parfois de particules de ’ordre de quelques
centaines de manometres a quelques pm de diametre, respectivement.

Des processus d’endocytose, plus frequents pour des NPs de taille inferieure a 200 nm,
(PETROS et al.,2010;JIANG et al.,2008). Selon le type de cellule, ainsi que les protéines,
lipides et d' autres molécules impliquées dans le processus, I'endocytose peut étre classée en
différents types d'endocytose; endocytose mediée par la clathrine , endocytose médiée par la
cavéoline, endocytose indépendante de la clathrine / cavéole et macro-pinocytose ( BEHZADI
et al.,2018) et dont la nature et I’efficacité dépendent aussi du type cellulaire et de la chimie
de surface des NPs (Figure 02) (PETROS et al.,2010;JIANG et al.,2008).De plus, il
semblerait qu’il existe une taille optimale d’internalisation lors des mécanismes d’endocytose

(CHITHRANI et al.,2006).

a Phagocytosis b Macropinocytosis (1 am)

Extraceliular flusd

°° Sold parucie P
(] ° > =
s 3 <x ®
o <z o o o °°
(= o

Pwudopodnnnl

/ Cytoplasm \
o Vesicle
Fhagosome

€ Caveolar-mediated endocytosis d Clathrin-mediated endocytosis @ Clathrin-independent and
{-60 nm) (-120 nm) caveolin-independent
Extracellular flud endocytosis (-90 nm)

<2 o = =4 o

ooaaoﬂoo © x oo - "o ® "o
B o g > S et i Y r g > Y
-~ e veotw &3
—_—> = Clathrin-
% g\(N—Caveoun coated pit “
. & ey
3 R Clathrin- S *
2 ,;\(N ke

Figure 02 : Modes d’internalisation cellulaire des NPs en fonction de leur taille

(CHITHRANI et al.,2006).

4.3. Biosynthese des nanoparticules

Parmi les sources biologiques employees pour la synthése des nanoparticules, la
synthese médiée par les plantes (Extraits des végetaux) est tres courante lorsque les composés
phytochimiques bioactifs dérivés des plantes sont utilisés pour la production de

nanoparticules. Récemment, la synthese des nanoparticules par l'intermédiaire d'extraits de
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plantes est devenue I'une des alternatives populaires par rapport aux meéthodes
conventionnelles. Les approches de biosynthése ou de synthese verte ont retenu l'attention car
elles sont rentables, innovantes et I'utilisation de produits chimiques toxiques et les conditions
difficiles de réduction et de stabilisation sont évitées (MASON et al.,2012). Diverses
nanoparticules de métal et d'oxyde métallique ont été synthétisées avec succes a l'aide de
sources biologiques (HUSEN et al.,2014; SINGH et al.,2016; FARHANA et al.,2017).

Dans ce contexte 1a, nous nous sommes intéressé par 1’extraction des 1’extrait végétal
riche en principes actifs d’une espéce végétale et la formation des nanoparticules d'oxyde de

zinc ZnO.
5. Oxyde de Zinc

Le ZnO est un composé inorganique de formule chimique «ZnO» (BOZETINE,2017;
DAHMOUN,2013), multifonctionnel en raison de ses propriétés physiques et chimiques
uniques ( Tableau 01 ). Est un matériau non toxique, et d’'une importante abondance sur terre
(ROUMILI,2016). Il se présente généralement sous forme de poudre blanche, presque
insoluble dans 1’eau, largement utilisée comme additif dans de nombreux matériaux et
produits biomédicales (JACOBSSON,2009). il est possede plusieurs propriétés intéressantes:
une bonne transparence, une mobilité des électrons importante, une large bande interdite et
une forte luminescence a température ambiante (HARVEYBROWN,1957).

Tableau 01 : Principales propriétés physiques de I’oxyde de Zinc (DAHMOUN,2013).

Propriété Valeur
Masse volumicue 5,506 g cm™
Point de fusion Point de fusion
Conductivité thermique 1-1,2wWmiK?
Masse effective de 1’électron 0,24
Energie de liaison des exciton 60 meV
Energie de la bande interdite 3,4 eV (direct)

6. Application des nanoparticules d'oxyde de zinc

Les NP-ZnO ont des intéréts considérables dans divers domaines, elles sont considéerés
comme relativement biocompatibles, ce qui soutient leurs applications biomédicales et

représente une propriété puissante dans la promotion de la recherche biomédicale (JIANG et
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al.,2018). Y compris les antidiabétiques, anti-inflammatoires, activités anticancéreuses,
antibactériennes et antioxydantes, (RASMUSSEN et al.,2010).

6.1. Activité antioxydant des nanoparticules d'oxyde de zinc

Les NP-ZnO pourraient étre utilisées comme antioxydant puissant et comme traitement
adjuvant efficace aux médicaments chimio-thérapeutiques qui provoquent des troubles de la
reproduction chez les hommes. Ceci était basé sur la capacité des NP-ZnO a augmenter
I'efficacité thérapeutique de la doxorubicine et a réduire propriétés gonado-toxiques de la
doxorubicine (BADKOOBEH et al.,2013).

Dans le méme contexte, les NP-ZnO avaient la capacité d'augmenter les niveaux
d'enzymes antioxydantes et de diminuer niveau de malondialdéhyde (MDA). Par conséquent,
les NP-ZnO pourraient protéger I'intégrité de la membrane cellulaire contre dommages dus au
stress oxydatif (DAWEI et al.,2009).

Les faibles doses de NP-ZnO avaient des effets cytoprotecteurs. Ces particules
pourraient améliorer I'activité antioxydante et diminuer les niveaux de radicaux libres. Donc
les NP-ZnO pourraient protéger les cellules hépatiques de I'effet néfaste des xénobiotiques
(ATEF et al.,2016).
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Chapitre 11 : Etude de I’espéce végétale Helianthemum Lippii L.

1. Description botanique

C'est une plante herbacée vivace a feuilles persistantes dures, petites, de hauteurs
variant de 10 a 45 cm et pouvant atteindre jusqu'a 50 cm (CHOUIKH et al.,2015), portant 5
sépales dont deux plus petits, 5 pétales qui tombent tres vite apres la floraison, de nombreuses

¢tamines, un ovaire formé¢ de 3 carpelles soudés et coiffé d’un style unique coudé.
(BOUZERKOUNE,2009)

Figure 03 : Vue générale de la plante de Helianthemum lippii L (www.tela-botanica.org).

2. Classification botanique

Selon MANDEEL et AI-LAITH (2007), la position systématique de I’espéce végétale
Helianthemum lippii est mentionnée dans le tableau suivant :

Tableau 02 : classification de 1’espéce végétale Helianthemum lippii L.

Régne Végetale
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Endicots
Sous classe Rosidées
Ordre Malvales
Famille Cistacées
Genre Helianthemum
Espece Helianthemum lippii L.

12
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3. Noms vernaculaires

Le nom vernaculaire de cette espéce est différent selon les régions et les continents, par
exemple le nom d'Al Samhari (dans la région d'Oued Souf: sud-est de I'Algérie); Reguig (dans
la région de Ouargla: sud de I'Algérie) Tahsowat et Alrjik (sud-ouest de I'Algerie); Alrkaroq
(au Koweit), Umm Souika (la péninsule arabique) et Sun Flower (Nord-est de la Jordanie)
(BOUZERKOUNE,2009).

4. Localisation géographique

Le genre Helianthemum appartenant a la famille des Cistacées (KUBITZKI et BAYER.,
2003) contient 08 genres et 200 especes qui sont répandus dans les régions méditerranéennes.
En Algérie, ce genre a une seule espece Helianthemum lippii L.(SAMBAMURTY,2005).

5. Propriétés et usages thérapeutiques

Toutes les espéces de la famille Cistaceae sont fréquemment employées dans la
médecine traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobienne, antitumorale, antivirale anti-
inflammatoire, antifongique, antiulcer, anti oxydante, activités spasmolytique et hypotensive
(BOUAMAMAA et al.,2006).

Cette plante est employeée pour calmer les douleurs des regles menstruelles.
Comparativement a d’autres espéces; Helianthemum glomeratum a montré des effets
antibactériens, antiprotozoaire et antigiardiale et pour traiter les troubles gastro-intestinales
comme les diarrhées et les dysenteries .Concernant 1’activité antioxydante, cette propriété a

été prouvée par la littérature chez Helianthemum ledifolium (NEDJMI et SOUSSOU.,2014).
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Chapitre 111 : Agent Toxique Tétrachlorure de Carbone
1. Définition

Le tétrachlorure de carbone (CCls) est un liquide incolore, ininflammable et volatil,
avec une odeur distincte. Au 19éme siécle, il a été utilisé comme anesthésique. Dans les 25
premieres années du 20eme siécle sa toxicité était fermement établie (XIAOYUE et al.,
2007). Il est cependant un solvant largement utilisé dans les industries chimiques (FILIPPIN
et al.,2012). Le tétrachlorure de carbone (CCls) est un xenobiotiques connu a cause sa
toxicité (OUATTARA,1999) ou il est considéré un hépato-toxique qui provoque une
altération massive des heépatocytes (SANGARE et al.,2014).

2. Caractéristiques de tétrachlorure de carbone

Tétrachlorure de carbone est un molécule caractérisé par un poid moléculaire est égale a
153.84 g/mol. Il posséde plusieurs synonyme comme: Perchlorométhane, Tétrachlorométhane,
Carbon chloride, Carbon tétrachloride, Meéthane tétrachloride, Meéthane tétrachloro-
Perchlorométhane, Tétrachlorométhane et Tétrachlorocarbon (BISSON et al.,2005).

Figure 04: Formule brute de tétrachlorure de carbone (BISSON et al., 2005).

Comme les autres molécules chimiques, il y'a plusieurs paramétres physico-chimiques
de tétrachlorure de carbone tel que: la densitée, pression de vapeur, viscosité dynamique. Les

parametres physico-chimique les plus importantes sont mentionnées dans le tableau suivant.
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Tableau 03: Propriétés physico-chimiques de tétrachlorure de carbone (BISSON et al., 2005).

Propriétés Valeur
Pression de vapeur (Pa a 20 °C) 12,50
Constante de henry (Pa*m3/mol) 2,14.10-2 2 20°C - 2,87.10-2 a 25°C
Solubilités dans I'eau (mg/L) 800 a 20°C
Vitesse d'hydrolyse (jour) Temps de demi-vie : 1 heure . 5 jours.
Dissociation dans I'eau Absence de dissociation
Point d’¢billition (C°) (a pression normale) 76.77

3. Utilisation de tétrachlorure de carbone

Le tétrachlorure de carbone, CCls, a été un produit chimique fréquemment utilisé pour
la production des solvants chimiques, hydrocarbures chlorés et I’éthylcellulose (agent
nettoyant pour les machines et les équipements électriques). Utiliser aussi a I’industrie pour la
synthese des différentes matieres comme: nylon, gomme et caoutchouc chloré (INERIS,
2005). Durant 1987; le tétrachlorure de carbone peut utiliser dans le domaine d’agriculture
comme un produit phytosanitaire contre les insectes (insecticide), et utilisé aussi comme
nettoyant domestique (INERIS,2005).

Par ailleurs, le CClsa démontré son utilité en tant que modéle expérimental pour I'étude
des lésions hépatiques chez I'nomme (LI et al.,2016),largement utiliser pour induire un stress
oxydatif ( LIN et al.,2008) et aussi pour induire expérimentalement la fibrose hépatique. En
fonction de la dose et de la durée, l'effet du CCl4 sur les hépatocytes se manifeste
histologiquement sous la forme de statues hépatiques, de fibrose, de mort hépatocellulaire et
de carcinogenici. (EL-BOSHY et al.,2017; EBAID et al.,2013) .

4. Effet de tétrachlorure de carbone

4.1. Chez I'Homme

Le tétrachlorométhane est bien absorbé par voies digestive, respiratoire et a travers la
peau lésée. Inhalé, il est rapidement distribué dans tout 1’organisme, en particulier dans les
tissus adipeux, le foie et la moelle osseuse ( PELLIEUX,2009). L’exposition a des dose
élevés de CCls se provoque des intoxications aigués se traduisent par une depression du
systéeme nerveux central qui se compliquent d'atteintes hépatiques (cytolyse) et rénales
tubulaires ( IARC,1979).
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En cas d’ingestion, les premiers signes de I’intoxication sont digestifs (nausées,
vomissements, douleurs abdominales). Ils s’accompagnent ensuite d’une atteinte neurologique
centrale (céphalées, sensations de vertige, somnolence puis coma); les atteintes hépatiques et
rénales, qui font la gravité de 1’intoxication, apparaissent 24 a 48 heures apres la prise. La
tubulopathie aigué est au premier plan. Elle réalise une insuffisance rénale anurique réversible
en 3 a 15 jours apres son installation. L’atteinte hépatique est une cytolyse évoluant rarement
vers une insuffisance hépatique. La survenue d’un Oedéme Aigue du Poumon (OAP) est
fréquente. En plus, la plupart des intoxications sont dues a I’inhalation de tétrachlorométhane.
Les troubles de conscience et les signes d’irritation sont alors discrets ou absents.
L’hépatonéphrite est découverte aprés un intervalle libre de 1 a 4 jours (CONSO et
RUDLER.,1978).

4.2. Chez ’animale

Quelle que soit la voie de pénétration dans I’organisme, La toxicité¢ aigiie du
tétrachlorométhane observés sont une dépression du systéme nerveux central, une irritation
des muqueuses, une cytolyse hépatique et une nécrose tubulaire rénale. Dans les intoxications
subaigués, les troubles de conscience et les signes d’irritation sont discrets ou absents :
I’hépatonéphrite apparait aprés quelques heures de latence. L’oedéme aigu pulmonaire,
complication fréquente de I’intoxication, est di a I’insuffisance rénale( PELLIEUX,2009).

Mais les expositions répétées (toxicité chronique) sont a l'origine de lésions hépatiques
(stéatose, cytolyse) ainsi que de neuropathies périphériques. On observe dans certains cas des
atteintes glomérulaires rénales( ZIMMERMAN et al.,1983). Le tétrachlorométhane est aussi
responsable de Iésions surrénaliennes.

Le tétrachlorométhane n'a pas d'effet génotoxiques car la plupart des tests réalisés sont
négatifs donc; le CCls ne touche pas I’ADN et il n’induit pas aucun mutation (IARC,1979)
malgré qu'il est cancérogene hépatique dans diverses espéces animales; associé souvent a un
processus de nécrose cellulaire. Le tétrachlorométhane est classé cancérogene catégorie 3(
IARC,1982).

5. Mécanisme hépato-toxicité de tétrachlorure de carbone

Le CCls est rapidement absorbé par toute voie d’administration chez 'homme et
I'animal.Une fois absorbg, il est largement distribué dans les tissus, en particulier ceux ayant
une teneur elevée en lipides. 1l est metabolisé par le foie, les poumons et d'autres tissus (EPA,

2010). Le CCls appartient a la classe des hépatotoxines, qui agissent aprés transformation
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métabolique (RITESHA et al.,2015). L'hépatotoxicité induite par le CCls est supposee
impliquer deux phases (EIDI et al.,2012), la phase initiale implique, le métabolisme de CCl4
par le cytochrome Pasg en radical trichlorométhyl (CCl3"), qui réagit avec les macromolécules
pour former des adduits a 'ADN, aux protéines et aux lipides (Rosa et al.,2010; XU et al.,
2017)suivie d'une série de perturbations biochimiques telles que I'accumulation de
triglycérides (MAAMERI et al.,2015).Le CClz'peut également réagir avec l'oxygene (O2)
pour former un radical trés réactive (CCIz00") qui est plus susceptible que le CCls" d'extraire
I'nydrogéne des acides gras polyinsaturés (AGPI), ce qui conduit a la peroxydation lipidique
(CHAO et al.,2013).Par conséquent, les membranaires cellulaires sont détruites conduisant a
la fuite des enzymes intracellulaires comme I'ALAT et I'ASAT dans la circulation sanguine et
a la mort cellulaire (MAAMERI et al.,2015). La deuxiéme phase implique l'activation des
cellules de Kupffer, probablement par des radicaux libres. L'activation des KC est
accompagnee par la secrétion de médiateurs pro-inf lammatoires, comme les espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) (HUANG et al.,2012).
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Figure 05: Séquence chronobiologique d'événements au cours de dommages du foie
Provoqués par le CCI4(SCHOLTEN et al.,2015).
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Chapitre 1V : Le Médicament Silymarine

1. Généralité

La Silymarine est I'un des exemples les plus réussis de développement d'un médicament
moderne a partir d'une médecine complémentaire et alternative (RASKOVIC et al.,2011). La
Silymarine est isolée de 1’espéce végétale Silybum marianum L. (BOIGK et al.,1997) et ce
principe actif existe dans les fruits du chardon-Marie (WANGA et al.,2004). Herbe Silybum
marianum également connue sous le nom de Chardon Mary et lait chardon en anglais ou
Mariendistel en allemand. (SHAMAMA et al.,2011), L'extrait de Chardon-Marie est utilisé en
médecine traditionnelle depuis plus de 2000 ans notamment dans le traitement de la jaunisse.
(MOUILLE,2014)

2. Composition de Silymarine

Le Silypum marianum est un végétal riche en composés actifs de point de vue
médicinal, ses propriétés sont dues a la présence de la silymarine. La graine de Silybum
marianum contient un taux élevé de silymarine (qui peut étre extraite séparément ou separé
des différents composés de I’huile) d’ou I’intérét porté a cette partie de la plante (KARKANIS
et al.,2011). Les préparations commerciales de silymarine contiennent plusieurs flavonoides
(FEHER et al.,2012).

L’akéne du chardon-marie contient 1,5 a 3 % de flavanolignanes dont le mélange porte
le nom de silymarine et qui constitue les molécules les plus actives du chardon-marie qu'ils
sont : Silibinine, Iso-silibinine, Silychristine et Silidianine (Figure 06). Il contient aussi des
flavonoides : Quercétol, Taxifoline, Eryodictyol, Chrysoériol et quelques autres (Notamment
du Dihydrokaempférol, Kaempférol, Apigénol et Naringétol) qui présentent eux aussi des
propriétés intéressantes. Les molécules autres que celles constituant la silymarine que 1’on
trouve dans le chardon-marie, notamment les flavonoides, peuvent avoir des propriétés
rapportées pour des usages autres que le soutien hépatique et étre présentes chez d’autres
plantes en concentration plus importante. En revanche, elles ne jouent qu’un role minoritaire
dans les propriétés attribuées au chardon-marie (MOUILLE,2014).

Dans 1’akéne du chardon-marie, on trouve aussi 15 a 30 % d’acides gras dont environ
60 % d’acide linoléique, 30 % d’acide oléique et 9 % d’acide palmitique, environ 25 a 30 %
de protéines (la tyramine et de la bétaine...) ainsi que du tocophérol (0.038 % environ), des

dérivés phénoliques et des sterols (0.063% environ) dont du campestérol, du stigmastérol, et
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du sitostérol. Quelques sucres (arabinose, rhamnose, xylose, glucose) et du mucilage sont
aussi présents (MOUILLE,2014).
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Figure 06: Molécules composants de la silymarine (FEHER et al.,2012).
3. Usage de Silymarine

Selon de I’Organisation Mondiale de la Santé (2002); I’utilisation de Silymarine comme
un médicament pour le traitement de soutien de 1’hépatite aigiie ou chronique et de la cirrhose
induite par de 1’alcool, des drogues ou des toxines (FRASCHIN et al.,2002). La Silymarine
comme un médicament joue un rble aussi trés important contre la peroxidation lipidique,
résultant de la capture des radicaux libres et de la capacité d'augmenter le contenu cellulaire
de gluthation sous sa forme réduite.

Une capacité tres importantes de réguler la perméabilité membranaire et d'acroitre la
stabilité des membranes, en présence des dommages induits par xénobiotiques. (FRASCHINI
et al.,2002). Aussi La silymarine est utilisée comme traitement de soutien pour les maladies
du foie d'étiologie différente ou elle est hépatoprotectrice par son activité antioxydante (EL-
SHITANY et al.,2008), diverses études ont indiqué que la silymarine présente une forte
activité antioxydante. (DEHMLOW et al.,1996;BOIGK et al.,1997). Stimule la synthése des
protéines, influence le métabolisme lipidique et stabilise les phospholipides membranaires. La
silymarine réagit avec les espéces réactives de lI'oxygene (ROS) et les convertit en composés

moins réactifs et toxiques. Il potentialise les effets des antioxydants physiologiques
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(Glutathion, Superoxyde dismutase) et empéche la réduction de leurs concentrations
(PSOTOVA et al.,2002).

Elle protége les hépatocytes des Iésions causées par des radiations, une surcharge en fer,
des toxines, des virus d'hépatites virales ou par ischémie. (CAREL,2003). La silymarine
exercerait son effet protecteur contre la toxine amanitine en empéchant celle-ci de traverser
les membranes des hépatocytes et en inhibant les effets du TNF (Facteur de Necrose
Tumorale) qui exacerbent la peroxydation lipidique. (PIERR,2010). En plus; la capacité de
réguler I'expression nucléaure, par d'un effet similaire aux stéroides. Elle est capable de
I’inhibition de la transformation des hépatocytes stellaires en myofibroblastes, c'est un
processus responsable du depot de fibres de collagéne menant a la cirrhose (FRASCHINI et
al.,2002).

Selon VALENZUELA et GARRIDO (1994) L'hépato-protection fournie par la

silymarine semble reposer sur quatre propriétés:

v'Activité contre la peroxydation lipidique résultant de I'élimination des radicaux libres et
de la capacité d'augmenter le contenu cellulaire de GSH.

v Capacité de réguler la perméabilité des membranes et d'augmenter la stabilité des
membranes en présence de dommages xénobiotiques.

v’ Capacité a réguler I'expression nucléaire.

v"Inhiber le systeme de détoxication du cytochrome Paso hépatique (CYP).
4. Pharmacocinétique de Silymarine

L’extrait de Silymarine normalisée (70-80% silibinine) est peu soluble dans 1’eau
(FRASCHINI et al.,2002). L’absorption suite & une prise orale de silymarine est faible, avec
une biodisponibilité estimée a 23-47 % (PEPPING et MILK.,1999). Le pic plasmatique est
atteint 2 a 6 heures apres une prise orale (PEPPING et MILK.,1999 ; FRASCHINI et al.,
2002).Le Silymarine serait soumise a une circulation entéro-hépatique extensive, atteignant
des niveaux biliaires plusieurs fois supérieurs a ceux retrouvés dans le sérum (PEPPING et
MILK.,1999). Elle est rapidement glucuronoconjugués et sulfatés au niveau hépatique
(FRASCHINI et al.,2002). Quelque 40 a 80 % d'une dose orale est recupérable a partir de la
bile sous forme de conjugués, seulement 2 a 5 % étant excrétés dans l'urine (PEPPING et
MILK.,1999;FRASCHINI et al.,2002).
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1. Matériels utilisés

1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale appartenant a la famille des
Cistacées, qui est : Helianthemum lippii L. de la région Oued Souf (Sud-est Algérien); sa
taxonomie et toutes les données ont été detaillées précédemment dans la partie
bibliographique (page : 12). L’organe végétal choisi pour la réalisation des expérimentations
de cette étude est la partie aérienne, puisque la partie la plus utilisée par les arboriste.

Figure 07 : la partie aérienne d' Helianthemum lippii L. (photo originale).

1.1.1. Récolte

Les échantillons de la plante ont été prélevés a partir d’un site de la wilaya d’El-Oued
Sud-Est Algérien notamment (ourmes), notre espéce végétale a été récoltée en Septembre
2019. On générale la récolte des plantes médicinales en pleine nature nécessite une bonne
connaissance de espéce végétale, de la localité ou elles croissent et de leur cycle biologique
qui déterminera le moment le plus propice a ce ramassage. Il est toujours préférable de
procéder a la récolte par un temps sec, et chaud. Le matin est le moment le plus favorable.
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1.1.2. Séchage

Le plante prélevée tot le matin et au moment du débourrement sont placées dans des
sacs en tissus, puis transportées immédiatement en vue du séchage et des analyses. Les parties
aériennes de Helianthemum lippii L. sont soumises a un ringage a 1’ecau de robinet pour
éliminer les impuretés puis étendues en couches minces, & bonne aération pendant deux
semaines. Une fois séchées, les parties aériennes de la plante sont soumises a un broyage
manuel afin d’obtenir une poudre préte a I’emploi. La drogue obtenue est conservée dans des

flacons en verre ambré en vue des expérimentations.

1.2 . Matériel animal

Notre étude a réalisé sur 30 rattes femelles de souche WISTAR ALBINOS (208.64 g
15) fournies par les laboratoires de I’Institut de Pasteur d'Alger (Septembre 2019). Elles sont
divisées en six lots et hébergées au niveau de I'animalerie de la Faculté de Sciences de Nature
et de la Vie, Université Echahid Hamma Lakhdar-El-Oued. Dans des cages de polypropyléne
(Cing rattes pour chaque lot (n=5)) munies d'un porte étiquette ou sont mentionnés le nom du
lot et le traitement subi. Les rats sont soumises pendant un mois a une période d'adaptation ou
elles ont un acceés libre a I'eau et I'aliment dans des conditions : Température 24° et 12 heures

d'éclairage.

1.3. Tétrachlorure de carbone

Pour provoquer une intoxication chez notre modele animale et des perturbations des
parametres biochimiques et des modifications histologiques, on a utilisé le tétrachlorure de
carbone (CCl4).Ce produit toxique manifeste sa toxicité sur I'organisme animal en provoquant
d'importantes Iésions sur plusieurs organes ; notamment le foie par conséquence des lésions
de nécrose qui a long terme peuvent évoluer en cirrhoses hépatiques. Ce produit toxique est
fournit par les de laboratoire de MERCK. On a détaillé ces informations dans la partie

bibliographique (page :14).

1.4. Silymarine

Le Silymarine est un médicament d'origine végétal fournis par des laboratoires Bio-
Gatrana sous forme des gélules (0,25 g), ce médicament est utilisé pour I'amélioration des

fonctions du foie. Dans cette étude expérimentale, l'utilisation de Silymarine comme
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médicament pour le but de la comparaison de l'activité hepatoprotective entre : Extrait du

plant, NP-ZnO, Extrait+ NP-Zno et Silymarine face I'intoxication par le CCls.

Figure 08 : photo présente le médicament utilisé Silymarine (photo originale).
2. Méthodes suivies
2.1. Etude phytochimique

2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux de la partie aérienne de Helianthemum lippii L. est préparé selon la
méthode de MOTAMED and NAGHIBI (2010).100 g de matériel végétal de Helianthemum
lippii est mis & macérer dans 1000 ml d'eau distillée pendant 24 heures a I’ombre et
température ambiante. L’extrait récupéré par filtration est soumis a une évaporation SOUS
pression réduite a 45°C dans un rotavapeur (BUCHI), pour obtenir extrait aqueux qui est
conservée a 4°C jusqu’a son utilisation.

-Rendement de I'extrait

Le rendement est exprimé en pourcentage de la masse de I’extrait aqueux par rapport a
la masse de matériel végétal :

R (%) = M/Mo * 100

R % : Rendement exprimé en %

M : Masse en gramme de 1’extrait aqueux résultant

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter
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2.1.2. Tests phytochimique

Les tests phytochimique consistent a détecter les différents métabolites secondaires des
plantes par des réactions qualitatives. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques et a été réalisé selon les méthodes de
(HARBORNE,1998;EVANS,1983).

v" Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1 ml d’extrait a 1’analyse. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCL et ajouter gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et
quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc
ou brun respectivement révele la présence d’alcaloides.

v' Terpénoides

Dans un tube a essai, ajouter a Sml d’extrait de plante, 2 ml de chloroforme et 3mi
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un couleur brun rougeatre indique la présence
des terpénoides.

v Saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 5ml de extrait a analyser, mélangé avec Sml d’eau
distillée dans tube a essai et on agité vigoureusement. La formation d’une mousse de sable a
été prise comme une indication de la présence de saponine.

v Flavonoides

Ajouter dans tube a essai, Sml d’extrait a tester ,Sml de ammoniac dilué et 1ml de acide

sulfurique. L’apparition d’une coloration jaune preuve la présence de flavonoides.
v" Tannins

Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution

aqueuse de chlorure ferrique a 2 %. La présence des tanins est indiquée par une coloration

verdatre ou bleu- noiratre.

2.1.3. Dosage des composés phénoliques totaux

Dosage des composes phénoliques totaux de notre extrait aqueux a été réalisé selon la
méthode de SINGLETON et al.,(1999).125 uL de I’extrait végétal ajouté a 500 puL d’eau
distillée, la solution a été introduite dans un tube a essai, puis I’addition de 125 pL du réactif
de Folin- Ciocalteu. Aprés Smin ,1250 puL de carbonate de sodium a concentration de [7,5 g
/1] sont ajoutés pour favoriser le milieu pour déclencher la réaction d'oxydo-réduction, ensuit
complété par ’eau distillée jusqu’a 03ml. Le mélange a été agité et maintenu a 1’obscurité

puis incubé pendant 2h a température ambiante. L’absorbance de chaque solution est
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déterminée a 765 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-VIS (JENWAY). Une courbe
d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique de différentes
concentrations (0-200 pg/ml), réalisée par méme procédure du dosage. Toutes les mesures

sont repétées 03 fois.

2.1.4. Méthode de dosage des Flavonoides

1 ml extrait aqueux et de standard Quercétine (Préparée dans le méthanol) a été ajouté
a 1 ml de la solution de chlorure daluminium AICIlz (2 % dissous au méthanol). Aprés 10
minutes, 1’absorbance a été mesurée par rapport au blanc au A=430 nanometres Les
concentrations des flavonoides ont été deduites a partir de la gamme de la courbe
d’étalonnage établie avec la Quercétine (0.001- 0.005 — 0.009 0,01 — 0,03 — 0,05 — 0,07 —
0,09 mg/ml). Toutes les mesures sont répétées 03 fois et les résultats obtenus sont exprimés

en mg équivalent en Quercétine / g d’extrait. (AHN et al.,2007).

2.1.5. Préparation de Nanoparticule d’oxyde de zinc

L'acetate de zinc dihydraté et I'hydroxyde de sodium ont été utilisés comme matériau
précurseur pour la synthese de nanoparticules d'oxyde de zinc.50 ml d'acétate de zinc
dihydraté (0,02M) a été préparé avec l'eau distillée. Apres 10 minutes d'agitation dans un
agitateur magnétique, 1 ml d’extrait aqueux d’Helianthemum lippii L. (0,5 mg/ml) a été
ajouté, puison additionne I'nydroxyde de sodium NaOH (2,0M) jusqu'a obtention d'une
solution avec un pH 12. Le mélange a été laissé dans L'agitation pendant 2 heures jusqu'a ce
que la formation de précipité blanc soit observée. Une centrifugation a été réalisée a 4000
tr/min pendant 10 minutes. Le culot a été retirés et lavés en continu avec de I'eau distillée puis
de I'éthanol pour éliminer les impuretés du produit final. La poudre blanche de NPs de ZnO
ont été obtenues apres séchage a 60 °C dans une étuve pendant une nuit (ANAND and
JAYALAKSHMY .,2015; GNANASANGEETHA and THAMBAVANI.,2013).

Enfin, on détermine les propriétés de NPs de ZnO a l'aide de deux techniques :
Spectroscopie d’absorption infrarouge (IR) (Une technique a été utilisée afin d’identifier les
fonctions des molécules présentes dans 1’échantillon) et Microscope Electronique a Balayage
(MEB) (Afin d’obtenir des informations pour la taille et la morphologie des particules

synthétisées).
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2.2. Etude antioxydant In-vitro

2.2.1. Test de 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Le 2,2-phényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit
et change de couleur en vivant au jaune (Figure 09).Les absorbances mesurées a 517 nm
servent a calcules le pourcentage d'inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au
pouvoir anti radicalaire de I'échantillon (PAREJO et al.,2002). Cette méthode est basée sur la
mesure de la capacité des antioxydants a pieger le radical DPPH. L'effet de chaque extrait sur
le DPPH est mesureé par la procédure décrite par BENHAMMOU et al.,2007.

H
NO; + Antioxydant-OH ——» N + Antioxydant-O’
DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 09: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre I’espéce radicalaire

DPPH et un antioxydant (AKROUT et al.,2009).

50 ul des différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1.950 ml des solutions
aqueux du DPPH (0.025 g/l) fraichement préparée. En ce qui concerne le contrdle négatif est
préparé en paralléle, on mélangeant 50 pul d'eau distillée avec 1.950 ml du DPPH a la méme
concentration utilisée. Aprés incubation I'obscurité pendant 30 min et a la température
ambiante la lecture des absorbances est effectuée a 515nm a l'aide d'un spectrophotomeétre
UV-VIS de type OPTIZEN POP 1A. Le pourcentage de l'activité anti radicalaire est estimé
selon I'équation ci —dessous:

1% =((Ac-At)/Ac))*100
Ac : absorbance du controle.

At : absorbance de test effectué.

La solution antioxydant d'acide ascorbique est également préparée dans les mémes
conditions pour servir de témoin positif. Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant de
I’extrait aqueux, nous avant introduit le paramétre ICso (Concentration Inhibitrice 50). 1Cso est
la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour reduire 50 % du radical DPPH, ils sont
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calculés graphiquement par des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes
concentration de 1’extrait testé. Les résultats sont exprimés en mg/ml (TORRES et al.,2006).
La capacité antioxydant d'un composé est dautant plus élevée que son ICso est petit
(POPOVICI et al.,2009).

2.3. Etude antioxydant In-vivo

2.3.1. Préparation de dose de Silymarine

Les rates de laboratoire sont regoives une dose de (200 mg/kg/j) de Silymarine.Cette
dose est mélangeée avec I'eau du boire. (RAMESH et al.,2011).

2.3.2. Préparation de la dose de I’extrait végétal

On a choisi la dose de extraits similaire au la dose de Silymarine (200 mg/kg/j).

L'administration de cette dose se fait aussi par le mélange avec I'eau du boire.

2.3.3. Préparation de dose de Tétrachlorure de carbone

Une dose de I’ordre de (25 pl/kg/2j) a été préparée pour faire I’intoxication hépatique

chez les rattes (DJAHRA,2014). Cette dose a été administrée par voie intrapéritonéale.

2.3.4. Préparation de dose de Nanoparticule d'oxyde de zinc

Pour dose de Nanoparticules d’Oxyde de zinc a été fait selon notre étude expérimentale
on choisi la dose (100 mg/kg/jour). L'administration de cette dose se fait par le mélange avec

I'eau du boire.

2.4. Protocol expérimental

Le principe expérimental de cette étude consiste a provoquer chez les rattes, une
intoxication aigue et 1’évaluation de l'activité hepatoprotective de 1'extrait du Helianthemum
lippii; Nanoparticules d’Oxyde de zinc et le mélange (Extrait-Nanoparticules d’Oxyde de
zinc) vis-a-vis un stress oxydatif provoqué par le Tétrachlorure de carbone. Les rattes sont
regroupées en six lots de cing (n=5) dans des cages pour une période d’adaptation de
15jours. Les 15 jours suivants, les rattes de premier lot ont recu uniquement 1’eau, deuxiéme
lot recoive regulierement une dose de (25 pl/kg/2j) de tétrachlorure de carbone
(Intrapéritonéale) chaque 48 heures pondant la période de I'expérience (15 jours). Les autres
lots (3,4,5,6) sont réceptionnés une dose (25 pl/kg/2j) de CCl4 et une dose des de I'extrait du
Helianthemum lippii (200 mg/kg/jours) pour le lot (3), une dose de Nanoparticules d’Oxyde
de zinc (100 mg/kg/jour) pour le lot (4), une dose de mélange Extrait- Nanoparticules

29



Matériels Et Méthodes

d’Oxyde de zinc pour le lot (5), une dose de Silymarine (200 mg/kg/jour) pour le lot (6)
Tableau 04.

Tableau 04 : Résumé du protocole expérimental suivi et concentrations utilisées.

Lots CCls H.lippii NP-ZnO | NP-ZnO+H.lippi Sly Eau
Lot (1) - - - - - +
Lot (2) + - - - - +
Lot (3) + + - - - +
Lot (4) + - + - - +
Lot (5) + - - + - +
Lot (6) + - - - + +

2.5. Sacrifice et préléevement de sang et organe

2.5.1. Prélevement de sang

Les rattes sont sacrifiés au bout du 15 éme jour, 24 heures apres la derniere
administration des extraits étaient préparés. Les animaux sont sacrifiés par décapitation apres
I'anesthésie par chloroforme (94%). Le sang est recueilli dans des tubes héparines puis
centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min (Centrifugeuse SIGMA XXX), Le sérum est

récupéré puis conserve au froid (4° C) en vue des analyses biochimiques.

2.6. Dosage des parametres biochimiques sériques

Les parameétres analyses sont Glutamate-pyruvate-transaminase (TGP), Glutamate-
oxaloacétate-transaminase (TGO), Phosphatase Alcaline (PAL), Glucose, Cholesterol,
Triglyceride, Uree, Gamma-Glutamyl Transférase (y-GT), Créatinine, Lipides totaux,
protéines totaux, bilirubines. Les mesures sont effectuées dans I'automate Modele
(humarStar600 human) a une longueur d'onde spécifique pour chaque dosage. la glycémie est

mesuré pendant la période de sacrifice par une glucometre.

2.7. Etude statistique

Les résultats sont présents sous forme de moyen écart type. Aprés analyse de la
comparaison des moyennes entre les rats témoins et les rats expérimentaux est réalisée deux a
deux par le test de student pour les différents parametres. Les différences sont considérées
significatives avec P est égale 0,05 et hautement significatives avec P inferieur a 0.01.Tous les
calcules sont réalisés par I'EXEL (2010) et MINI TAB (version 18).
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Figure 10 : Plan expérimental d'étude.
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Résultats

1. Etude phytochimique

1.1. Rendement de I'extrait brut

La valeur obtenue de rendement (%) de I’extrait brut sont représentée dans la Figure 11

suivante.
__Rendement
7.08%
Matiére . >
. . ’
végétale_ =
92.92%

Figure 11: Rendement de 1'extrait brut d’Helianthemum lippii L.

1.2. Tests phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques (analyse qualitative) de quelques principes actifs
existes dans notre espéce végétale Helianthemum lippii L. sont regroupés dans le Tableau
05.Ces tests sont en relation avec l'intensité du précipité et de coloration, qui sont
proportionnelle & la quantité de la substance recherchée.

Tableau 05: Composants phytochimique de I'extrait aqueux d'Helianthemum lippii L.

Composés Extrait de plante
Flavonoide +)
Tannins +)
Alcaloides (+)
Saponines (+)
Terpénoides (+)

Présent: (+)
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1.3. Teneur des composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu a
partir d’une gamme d’étalonnage effectuée par l'acide gallique a différentes concentrations
(Equation standard de courbe : y = 0.35x + 0.3495) (Figure 12). Les résultats obtenus sont
ainsi exprimés en milligramme d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg d'EAG/g
d'extrait sec). La courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,999.

0.42 y =0.35x + 0.3495
R?=0.999

Absorbance
o
w

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

concentration d'acide Gallique (mg/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats de dosage des en composés phénoliques totaux de I'extrait brut

d’Helianthemum lippii L. sont présentée dans le tableau suivant (Tableau 06).

Tableau 06 : Teneuren composés phénoliques totaux de I'extrait brut d’Helianthemum lippii L.

. Teneur en composés phénoliques (mg d'EAG/g d'extrait
Paramétres
Sec)

Composés phénoliques totaux | 175.00 £0.0226

1.4. Teneur en Flavonoides

La teneur en Flavonoides estimée a partir d’une gamme d’étalonnage effectuée par la
quercétine a différentes concentrations (Equation standard de courbe : y = 33.92x + 0.0648)
(Figure 13). Les résultats obtenus sont ainsi exprimes en milligramme de la quercétine par
gramme d'extrait sec (mg d'EQC/g d'extrait sec). La courbe d'étalonnage est établie avec un

coefficient de corrélation R? = 0.9969
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y=33.92x+0.0648
25 R*=0.9969 v

Absorbance

0 001 002 003 004 005 006 007 008

concentration de Quercetin( mg/ml)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de Quercetin.

Les résultats de dosage des Flavonoides dans l'extrait brut d’Helianthemum lippii L.

sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 07).

Tableau 07 : Teneur des Flavonoides de 1'extrait brut d’Helianthemum lippii L.

Parameétres Teneur en Flavonoides (mg d'EQC/g d'extrait sec)
Flavonoides 2.09 £0.039

1.5. Caractérisation par spectroscopie Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge (IR) permet d’obtenir des informations sur la structure des
nanoparticules a partir des modes de vibration des liaisons en présence dans I’oxyde de ZnO
par les signaux spécifiques obtenus par spectroscopie IR. Résultats de spectroscopie
infrarouge sont présentés dans le Figure 14. Le groupe fonctionnel impliqué dans la synthese
de ZnO-NPs a illustré dans les pics 980 et 700 cm qui a représenté la vibration de valence de

la liaison Zn-O qu'identifie la présence de nanoparticule de ZnO.
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Figure 14 : spectroscopie infrarouge des nanoparticules de zinc synthétisé par I'extrait de

Helianthemum lippii L.

1.6. Caractérisation par Microscope Electronique a Balayage (MEB)

Les résultats d’analyse par le microscope électronique a balayage MEB des

nanoparticules de zinc synthétisé par l'extrait végétal d’Helianthemum lippii L. sont reportés

dans la Figure 15.D’aprés les observations du MEB nous conservons des Nanoparticules en

cluster de différentes formes avec une taille de I’ordre de nanométre.

Figure 15: Image de Microscope Electronique a Balayage (MEB) des nanoparticules de zinc

synthétisé par 1'extrait d’Helianthemum lippii L.
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2. Etude antioxydant In-vitro

2.1. Test de 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Les résultats de l'activité anti-radicalaire des extraits et de I'étalon (Acide ascorbique)
ont été présentés dans Figure 16 nous avons observé la valeur de la ICso de Acide ascorbique
(IC50=0.130 mg/ml) est inferieur que la valeur ICso d'extrait aqueux de notre plante
Helianthemum lippii L. (ICso = 0.842mg/ml).

IC 50

1
0.8
0.6
0.4
0.2

X .

H. lippii (L) Acide ascorbique

Figure 16: Variation de valeurs d’IC 50 de Helianthemum lippii L. et I’ Acide ascorbique.
3. Etude antioxydant In-vivo

3.1. Effet sur les poids

Le poid corporel et le poids du foie ainsi que le poids relatif du foie (Poids de I'organe X
100/poids de I'animal) des rates traitées et ceux des témoins non traitées sont reportés dans le
tableau suivant.

Tableau 08: Le poid corporel, poids du foie et poids relatif du foie des différents lots des rats.

Lots Poids
Poids corporels (g) | Poids du foie (g) | Poids relatif du foie (%0)

Lot (TO) 214.80+11.92 4.965+0.699 2.265+ 0.429

Lot (CCls) 200.2 +8.93" 6.096+0.333"" 3.051+0.257"

Lot (CCls+ Ext) 209.20+ 4.21° 5.296+4.66° 2.555+0.267 "

Lot (CCls+ NP-ZnO) 213.2+ 246" 5.400+0.307° 2.558+0.317¢

Lot (CCls+Ext+NP-ZnO) 208.80 +5.81% 5.198+0.584% 2.528+0.361°

Lot (CCls+Sly) 223.4+22.6"° 5.451+0.680 N 2.4416%0.2133°
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Les valeurs représentent la moyenne +* écart type moyen (n=5).

P: probabilité de mettre en évidence des différences significatives. P> o = 0,05 : (NS) différence non
significatives. P< a = 0,05 : (*/a) différence significatives. P < a = 0,01 : (**/b) différence hautement
significatives. P< a = 0,001: (***/c) différence trés hautement significatives.

3.2. Effet sur les teneurs en enzymes sériques

L'activité antitoxiques a été eévaluée a partir des concentrations sériques de la TGO,
TGP, PAL et Gamma GT dans le sang chez les lots intoxiquées par le tétraclorure de carbone
et traitées par I'extrait de la plant , NP-ZnO, Extrait+ NP-ZnO et Silymarine , les résultats sont

représentés dans les figures suivantes.
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Figure 17: Taux de TGP et TGO chez les rattes intoxiqués et traités.

Comparaison avec groupe témoin P> o = 0,05 : (NS) différence non significatives, P< a = 0,05 : (a) différence
significative, P <0,01 : (**), P <0,001 : (***),
Comparaison avec groupe traités par le CCl4: P <0,01: (b), P <0,001 :(c).
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Figure 18: Le taux de PAL et GAMMA GT chez les rattes intoxigqués et traités.

Comparaison avec groupe témoin P> o = 0,05 : (NS) différence non significatives, P< o = 0,05 : (a) différence
significative, P <0,01 : (**), P <0,001 : (***), Comparaison avec groupe traités par le CCls; P <0,01 : (b), P
<0,001 :(c).
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3.3. Effet sur les parametres de bilan hépatique

L'influence de I'administration de I'extrait du Helianthemum lippii L. ,Nanoparticules
d’Oxyde de zinc , le mélange (Extrait-Nanoparticules d’Oxyde de zinc) et Silymarine sur les

parametres de bilan hépatique dosés aprés le sacrifice des rates traitées par le CCls est
rapportée dans la figure suivante.
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Figure 19: Taux de bilan hépatique chez les rattes intoxiqués et traités.

Comparaison avec groupe témoin P> a = 0,05 : (NS) différence non significatives, P< a = 0,05 : (a) différence
significative, P <0,01 : (**), P <0,001 : (***), Comparaison avec groupe traités par le CCls: P <0,01 : (b), P
<0,001 :(c).

3.4. Effet sur les paramétres de bilan lipidique

On a quantifié le taux de Cholestérol et Triglycérides pour évaluer le métabolisme

lipidique chez les rates intoxiqués et traités. Les résultats son déterminées dans la figure
suivante.
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Figure 20: Le taux de Cholestérol et Triglycéride chez les rattes intoxiqués et traités.

Comparaison avec groupe temoin P> a = 0,05 : (NS) différence non significatives, P< a = 0,05 : (a) différence
significative, P <0,01 : (**), P <0,001 : (***), Comparaison avec groupe traités par le CCls: P <0,01 : (b), P
<0,001 :(c).

3.5. Effet sur les parameétres de bilan rénal

Les résultats de I'activité antitoxique sur le bilan rénal (Urée et creatinine) chez les rats

traitées et intoxiqués par le CCls sont présentées dans la figure suivante .
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Figure 21: Le taux d’Urée et Créatinine chez les rattes intoxiqués et traites.
Comparaison avec groupe témoin P> o = 0,05 : (NS) différence non significatives, P< o = 0,05 : (a) différence

significative, P <0,01 : (**), P <0,001 : (***), Comparaison avec groupe traités par le CCls: P <0,01 : (b), P
<0,001 :(c).
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Les résultats de I'analyse phytochimique effectuée sur I'extrait aqueux Helianthemum
lippii L. ont montre la présence de plusieurs principes actifs du métabolisme secondaire dans
les parties aériennes tels que : les terpénoides, les saponines, les alcaloides et tanins. De plus,
I’existence des tenures importantes des flavonoides et polyphénols totaux. On peut dire que
ces différents composés du métabolisme secondaire sont probablement responsables des
différentes activités biologiques de la plante.ces composés possedent pour la plupart des
activités biologiques intéressantes qui justifié leurs utilisations abondante et variée en
médecine traditionnelle (BOUGHRARA,2016). Parmi diverses activités biologiques : les
activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale, antiallergique, anti-thrombotique et
vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur activité anti-oxydante(LI et al.,2007).

Les polyphénols,notamment les flavonoides et les tanins sont des composés
phytochimiques les plus importants car ils possedent de nombreuses activités biologiques et
des bienfaits pour la santé (XIA et al.,2010) . Les polyphénols jouent un réle important dans
le corps: ils ont des effets anti-inflammatoires, antioxydants qui agissent contre la
peroxydation lipidique par la protection des lipides ciblent contre les initiateurs de
I’oxydation (LAGUERRE,2007), abaissent la tension artérielle et renforcent le systéme
immunitaire...etc (HENK et al.,2003). Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-
vis des radicaux libres dus a leur propriété de donation d’atomes d’hydrogéne et inhibiteurs
des enzymes du cytochrome Paso impliquées dans la production des ERO (DJAHRA,2014).

Les tanins sont responsables des propriétés hémostatiques, La présence de tanins
suggeré la capacité de cette plante a jouer un réle majeur comme un agent anti-diarrhéique et
antinémorragique (ASQUITH et BUTLER.,1986). D’autre part, les saponines agissent
comme hypotensive et ont des propriétés cardiodéperessive (PRICE et al.,1987). De plus, les
terpénoides ont été largement connue par leurs effets contre des cellules tumorales qui
présentent la capacité d'inhiber la croissance des cellules cancéreuses (HIDAYAT et
FATMAWATI.,2016). Méme Les saponines et les alcaloides ont une histoire dans les effets
pharmacologiques pour leurs effets analgésiques et antispasmodiques (NJOKU et OBI.,
2009). Ainsi, les alcaloides jouent un réle détoxifiant et un antihypertenseur (AWOY INKA et
al.,2007).

La détermination de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides a partir d'extraits
a base de plantes est nécessaire pour étudier le potentiel des plantes pour la prévention contre

les maladies et est la premiere étape dans la détermination de l'activité antioxydante des

42



Discussion

extraits des plantes (TOSUN et al.,2009). Donc les polyphénols sont des composes fortement
hydroxyles que I’on retrouve dans diverses fractions d’extraits végétaux. Ils ont la capacité
d’absorber les radicaux libres dans les systémes biologiques. Ce qui en fait de potentiels
agents antioxydants (HAGERMAN et al.,2005).

L’analyse quantitative de la teneur en polyphénols pour I’extraits aqueux du
Helianthemum lippii L. a été effectuée par des méthodes colorimétriques basées sur
I’utilisation du spectrophotométre UV- visible par la méthode de Folin-Ciocalteu dont le but
est la détermination des quantités en polyphénols présente dans l'extrait (HUANG et
al.,2005).

Nos résultats révélent que I'extrait aqueux du Helianthemum lippii L est riche en
polyphénols, avec un taux de 175 +0.0226 mg d'EAG/g d'extrait. Selon Belyagoubi-
Benhammou et al., (2014) ont montré que la teneur en polyphénols totaux tres faible (60.95 +
2.55 mg d'EAG/g d'extrait) sur I’extrait aqueux de la méme espéce végétale récoltée dans la
région Ain Ben Khelil (Nadma). En effet, la teneur phénolique d’une plante dépend d’un
certain nombre de facteurs intrinseques (génétiques) et extrinseques (conditions climatiques,
les pratiques culturales, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) ; cette
composition varie d’une espéce a une autre et parfois au sein d’une méme espéce
(PODSEDEK,2007).

Concernant la teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode de trichlorure
d'aluminium (AICl3). Le résultat d'extraits aqueux de la partie aérienne de Helianthemum
lippii L. montrent que la teneur en flavonoides 2.09 + 0.039 mg d'EQC /g d'extrait.

Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturelles
d’origine végétale a piéger les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certain nombre de
paramétres: Dose, Structure, Substituants et degré de polymérisation de la molécule
(MOHAMMEDI, 2013). L’évaluation de I’activité antioxydant c’est portée sur 1’application
de plusieurs tests parmi lesquels le test de DPPH par la méthode spectrometrique.

Le DPPH est un radical libre stable, accepté un électron ou un proton pour donner une
molécule diamagnétique stable.(BOUGANDOURA,2011) il est caractérisé par son adaptation
a plusieurs échantillons dans une courte durée, aussi il est assez sensible pour détecter des
substances actives a des basses concentrations. A cet effet, il a été employé pour le criblage
des activites antiradicalaire des extraits vegetaux (Y| et al.,2008).

Dans la présente étude, Les résultats obtenus révélent que, I'extrait aqueux de notre
plante Helianthemum lippii L. possede une bonne activité antiradicalaire, avec un

pourcentage d’inhibition ICsp de 1’ordre de 0.842 mg/ml. A des fins comparatives un
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antioxydant standard a été utilisé : acide ascorbique, qui montré une activité antiradicalaire
puissante avec ICso est de 0.130 mg/ml. En effet, il a été rapporté par CHUNG et ses
collaborateurs (2006),que I’activité¢ antiradicalaire DPPH par les extraits de plantes
médicinales, peut étre attribuée a la présence de groupement hydroxyle, a la disponibilité de
I’hydrogéne phénolique et a la possibilité de la stabilisation du radical formé résultant d’un
donneur d’hydrogéne. Une autre étude menée par KANG et al.,(2003), a suggéré que les
molécules polaires présentes dans les extraits végétaux contribuent a 1’augmentation de
I’activité antiradicalaire cela confirme [’augmentation de pourcentage d’inhibition avec
I’augmentation de la concentration d’extraits.

L’analyse spectroscopique des nanoparticules de NP-ZnO synthétisées a partir de
I'extrait de Helianthemum lippii L. par infrarouge (IR), montre des diférentes bandes
d'absorption de ces molécules, de forts pics apparaissant a 980 et 700 cm * dans le spectre IR
des NP-ZnO sont les pics caractéristiques des molécules ZnO. Le petit pic situé a 1650 cm *
pourrait étre attribué a I'étirement C=0 dans le carboxyle ou C=C dans le cycle
aromatique(SINGHA et al.,2016)

La bande nette & 1090 cm ~tindique le groupe C-O—C(GULER et al.,2020). Nous avons
également observe des pics de transmission vers 1384 concernant le mode d'étirement C-N
(ZARGAR et al.,2014)et on a observé également une pic large (O-H) s'étire 3000 cm™ a
3600 cm™ est due a I'étirement des vibrations des groupes O—H dans I'eau, I'alcool et les
polyphénols(SENTHILKUMAR et al.,2017).

La caractérisation de NP-ZnO avec MEB a montré que les molécules se combinent en
cluster de différentes formes avec une taille de I’ordre de nanométre, les résultats obtenus
confirment la capacité de I'extrait de végétale a synthétiser les NP-ZnO. Le mécanisme par
lequel ces extraits de sont responsable de la synthése des nanoparticules peuvent étre dus a la
coordination des NP-ZnO avec les groupes —OH et C-O. Il est donc justifié de conclure de la
référence antérieure (SENTHILKUMAR et al.,2017)

Que la synthese est due a la présence de composé polyphénolique, de flavonoides qui
interviennent dans la synthése des nanoparticules de ZnO. Donc les nanoparticules de ZnO
produites a partir de Helianthemum lippii L.

Nos résultats montrent que I’injection intrapéritonéale de CCls (25 ul/kg/2j) entraine des
perturbations de la croissance physiologique des animaux. En effet, on a remarquée une
diminution de la croissance de rates intoxiquées par le tétrachlorure de carbone
comparativement aux témoins. Ce résultat permet de suggérer que le CCls présente des effets

néfastes sur la croissance corporelle des animaux expérimentaux. La diminution de poids est
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accompagnée d’une augmentation de poids relatif de foie, chez les rates traités par le CCls. De
ce fait< on peut déduire que le foie représentent de tissu cible a I’intoxication au CCls, ce qui
augmente leur taille. Nous indique une hépatomégalie provoquée par le produit chimique
CClas. Ce résultat est en accord avec études (KAMBLE et al.,2008). Par contre les rates traités
au CCls puis avec l'extrait de Helianthemum lippii L.ont enregistré une augmentation
significative du poids corporel pourrait étre due a constituant flavonoide et phénolique qui
peut améliorer les états nutritionnels et sains menant & un corps amélioré gain de
poids.(MAQSOOD et al.,2017).De plus, les propriétés hépato-protectrices ont confirmé le
role des composés phénoliques comme des principes actifs antioxydants. Les terpenes et les
composés stéroidiens contenant dans I'extrait de Helianthemum lippii L. agissent comme des
antioxydants directs grace a des mécanismes de piégeage des radicaux libres et/ou des
antioxydants indirects en améliorant le statut antioxydant (Enzymatique et non enzymatique)
contre les effets indésirables lies a I'oxydation (Yeh et Yen.,2006).Ce qui entraine la
détoxification de tissu hépatique donc la diminution de poids relatif de foie.

Nous avons observé aussi une augmentation du poids corporel d'aprés I'administration
de NP-ZnO suite a la toxicité du CCls, du a la capacité des NP-ZnO a pénétrer plus facilement
grace a leur petite taille et impliqué dans les prolifération, différenciation et croissance
cellulaires (KRUG et WICK.,2011). ce qui refléter I'effet protecteur pour protégeant les rates
contre la toxicité du tétrachlorure de carbone (GAD et al.,2012;MULLER et al.,1974).
Cependant, ce n'est que depuis quelques années que son importance dans la prévention des
effets toxiques dus aux radicaux libres, a été prise en consideration (WANG et al., 2003).Une
faible dose de NP-ZnO pourrait améliorer I'activité antioxydante et diminuer les niveaux de
radicaux libres. Donc les NP-ZnO pourraient protéger les cellules hépatiques de I'effet néfaste
des xénobiotiques (ATEF et al.,2016).ce qui diminue la toxicité hépatique induit par le CCls
entraine la diminution de poids relatif de foie .

Les résultats de I’effet de CCls sur les teneurs en enzymes sériques, on a illustré une
augmentation hautement significatives de I’activité de PAL, TGO, TGP, y-GT chez les rattes
intoxiqueé par rapport au témoin. Les enzymes sériques TGO, TGP, PAL et y-GT sont des
enzymes synthétisés au niveau du cytoplasme de la cellule et déchargées dans la circulation
en cas de cellules endommagées (SINGH et al.,1998;,0ZTURK et al.,2009).CCls est
xénobiotique hautement hépatotoxique, CCls cause des dommages implique la
biotransformation de CCls par le systeme du cytochrome P-s50 dans un trichlorométhyle
radical libre (CCls), puis en transformant ce radical libre en un trichlorométhylperoxyle plus

réactif radical (CCIz02), qui provoque la peroxydation lipidique. Cette augmentation refléte
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généralement la gravité des lésions hépatiques. (WANG et al.,2003). Les membranes
cellulaires riches en graisses insaturées sont trés sensibles aux altérations par les radicaux
libres qui peuvent étre la cause de leur perte d'intégrité fonctionnelle qui est toujours associée
a une nécrose hépatocytaire et une perte de l'intégrité fonctionnelle de l'architecture de la
membrane des tissus (WANG et al.,2012). Permettant la fuite des enzymes intracellulaires
comme les TGO et TGP dans la circulation sanguine (EIDI et al.,2012; MAAMERI et al.,
2015).Ces derniers sont considérées comme de bons indicateurs de la cytolyse hépatique.
(DJAHRA,2014)

Les phosphatases alcalines (PAL) sont des enzymes présents dans I’organisme, mais
surtout au niveau du foie, de 1’os, de I’intestin, des reins et des globules blancs. (LAZARE et
al.,2011), PAL est présente dans la membrane plasmatique des hépatocytes et le niveau d'ALP
dans le sang est directement lié aux dommages dans la membrane des cellules hépatiques
(DAHIRU et al.,2007;,AHMAD et al.,2002) ainsi L’¢lévation du taux sérique de la
phosphatase alcaline, qui est normalement libérée dans la bile, peut résulter d’un
endommagement (Farida et al.,2012) ou d’une obstruction des voies biliaires (GIRISH et
PRADHAN.,2012). Les résultats de ROUSSEAU,(1978) confirment I'élévation remarquable
chez les rats intoxiqués par le tétraclorure de carbon et non traités de concentration sérique de
v-GT a cause de l'atteinte des cellules épithéliales des canaux biliaires.

L’¢élévation de la bilirubine dans la circulation sanguine pourrait étre attribuée a une
synthése ¢élevée, ’augmentation de 1’hémolyse, la diminution de la conjugaison ou a
I’altération du transport (SASIDHARAN et al.,2010). Et par conséquent, la bilirubine est
utilisée comme indicateur pour évaluer la fonction sécrétoire des hépatocytes (AL-HARBI et
al., 2014).Ce qui convient avec (AHSAN et al., 2009;VOGEL,2002;SAMUDRAM et al.,
2008). Dans nos conditions expérimentales, les traitements des rates par ZnO-NP, I'extrait du
Helianthemum lippii L & engendré une diminution de ’activité enzymatique de TGO, TGP,
PAL, y-GT et la bilirubine par rapport aux rattes intoxiqués par le tétraclorure de carbon ceci
peut expliquer par le r6le important de ZnO-NP qui possede un effet hépato protecteur par
piégeage des radicaux libres ou par augmentation de l'activité des antioxydants, qui
détoxifient ensuite les radicaux libres par effet antihépatotoxique (HAMBIDGE et KREBS.,
2007).Ces facteurs protégent les cellules hépatiques des effets néfastes et maintiennent la
régulation des enzymes et de la synthese des protéines essentielles a I’intégrité des
membranes Cellulaires (HAMBIDGE et KREBS.,2007).

De plus, les ZnO-NP augmentent le niveau de zinc qui est un élément important pour
tous les aspects de l'immunité (SHERMAN,1992) .De plus, les ZnO-NP améliorent
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I'immunité des animaux grace a la supplémentation en nano ZnO (RAJENDRAN,2013). Ces
facteurs protegent les cellules hépatiques qui et maintiennent la régulation des enzymes et de
la synthése des protéines essentielles a I’intégrité des membranes Cellulaires (HAMBIDGE et
KREBS.,2007).

La diminution des niveaux de transaminases et PAL, y-GT et la bilirubine indiquent la
stabilisation de la membrane plasmique et la protection des hépatocytes et maintenaient une
physiologie hépatique normale et entrainaient une stabilisation de la membrane plasmique et
une régéneration des cellules hépatiques endommagees. Ces résultats suggerent que l'extrait
aqueux Helianthemum lippii L. posséde des propriétés protectrices contre les lésions
hépatiques induites par CCls due & la présence des quantités élevées des flavonoides et des
composés phénoliques.Ces composés sont connus par des propriétés antioxydantes (
ALSABRI et al.,2013).

Une augmentation significative du taux plasmatique des triglycérides et du cholestérol
est observée chez les rats traités avec le CClas. Elle pourrait étre expliquée par la présence de
perturbations des mécanismes d’association des triglycérides avec 1’apoprotéine appropriée
pour former la molécule porteuse (lipoprotéine) (TIWARI et al.,2014;SHANMUGAM et al.,
2016).D’apres HALLIWELL,(1991), cette élévation des taux des lipides serait liée a
I'oxydation enzymatique du CCls et sa transformation en CCls libre au niveau de la membrane
plasmique. Cette oxydation conduit & I'apparition de radicaux libres ou de formes toxiques de
I'oxygéne qui induisent une peroxydation lipidique aboutissant & la destruction des
membranes cellulaires. (LEE et al.,2011;LEE et al.,2017). D’autre part, I'exposition au CCla
peut conduire a une modification covalente de MTP (Protéine résidant dans le RE, qui assure
la formation des lipoprotéines en réunissant 1’ Apo B et les triglycérides) et sa dégradation par
les protéasomes, cela conduit a une augmentation du taux des triglycérides (PAN et al.,
2007;HUSSAIN et al.,2011).

Nos résultats ont démontré aussi le traitement par I'extraits de Helianthemum lippii L. et
ZnO-NPS entraine la diminution significatif de I'nyper-lipidémie par la minimisation du taux
de Triglycéride et Cholestérol (MANJESHWAR et al.,2010).Ceci indique que cet extrait
protégent contre la peroxydation lipidique. du a leur richesse en métabolites secondaire. Les
polyphénols et surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants, susceptibles d’inhiber
la formation des radicaux libres et de s'opposer a lI'oxydation des macromolécules (VAN et
al.,1995).

La quantité considérable des flavonoides et des composés phénoliques contenus dans I'

extraits de Helianthemum lippii L. sont probablement responsables l'activité anti-oxydante.
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Les composes phenoliqgues comme les acides phénoliques sont considérer comme les
contributeurs majeurs a la capacité anti-oxydante des plantes (LI et al.,2007). Les tanins, les
flavonoides sont également des piégeurs de radicaux libres. lls revétent de ce fait des
potentialités dans 1’inhibition de la péroxydation lipidique (BRUNETON,1993). Les tanins
sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
conséquences de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides. Tandis qui les
NP-ZnO sont capables de protéger I'intégrité de la membrane cellulaire contre les dommages
du stress oxydatif induire par CCls d'augmenter les niveaux d'enzyme antioxydants (DAWEI
et al.,2009). En plus, Zn est aussi un composant important dans la membrane cellulaire et la
fonction, comme un antioxydant et protége contre la peroxydation des lipides (PRASAD,
2014).

Le dosage des protéines totaux fait une partie du bilan biologique standard, qui fait lui
méme une partie du bilan complete de la santé specialement la fonction du foie et des riens .
Dans le méme sens le dosage des protéines totaux peut utilise pour I'évaluation de statut
nutritional. La concentration augmenté des protéines peut étre trouver en cas des
inflammation par des agents pathogénes comme le CCls qui provoque des perturbation du
taux des proteins (MULLER et al.,1974;GAD et al.,2012). De méme, le taux d’urée augmenté
sous I’effet de CCls explique un catabolisme accru des protéines et/ou un probleme de
sécrétion au niveau des hépatocytes (DEANDRADE et al.,2012 ; SHAKYA et al.,2012). En
effet, Saba et ses collaborateurs (2010) ont démontré que 1’augmentation du taux de 1’urée et
de la créatinine est due a D’activation du catabolisme des protéines au cours de
I’hépatotoxicité.

Le rein est un organe dynamique qui intervient dans le maintien de I'homéostasie du
corps. Le tissu rénal peut étre affecté par divers médicaments et produits chimiques, y
compris les xénobiotiques (AJITH et al.,2007). La néphrotoxicité de CCls a été clairement
révélée par ’altération du parenchyme rénal, I’augmentation du taux d’urée, créatinine chez
les rates traités avec le CCls par rapport aux témoins. Ces parameétres sont considérés comme
des biomarqgueurs de la fonction rénale. Nos résultats sont en concordance avec les travaux de
OZTURK (2003), AHMED ALl et ses collaborateurs (2010) ainsi que ceux de KESHK et
KATARY (2016), qui ont montré que les cellules rénales ne sont plus capables de controler le
processus d’excrétion urinaire, car les reins sont parmi les organes cibles et les plus sensibles
au CCls.L’augmentation du taux d’urée et créatinine peut étre expliquée par 1’augmentation

de la dégradation des composés protéiques en acides aminés puis en urée et créatinine. Ainsi,

48



Discussion

ces acides aminés formés peuvent se transformer sous 1’action des transaminases plasmatiques
en composés carboxyliques tels que I’acide pyruvique (FORET,2012). Ceci implique la forte
activité enzymatique de TGO et de, TGP chez les rats traités par le CCla.

Concernant les effets protecteurs de la plante. Nous remarquons une amélioration de
parameétre rénal par composés doués d’activité antioxydante tels que les flavonoides, les
polyphénols et les tanins,ces différents constituants exercent leurs actions anti-inflammatoires,
en plus leurs actions antioxydantes en inhibant la production de I’anion superoxyde.La
diminution de taux de paramétres rénale aprés l'administration de nanoparticule de oxyde zinc
ceci expliqué par leur effet protecteur.Le ZnO-NP est un élément non toxique il posséde une
capacité antioxydant qui empéche ou ralentit I'oxydation en neutralisant des radicaux libres ,
donc d’améliorer la puissance de fonctionnement du tissu pour arréter la perturbation de la

membrane cellulaire (SANTHOSHKUMAR.,VENKAT et RAJESHKUMAR.,2017).
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CONCLUSION

De nos jours, I'utilisation des plantes en phytothérapie a regu un grand intérét dans la
recherche meédicale et devient aussi importante. Cet intérét de ces plantes médicinales
représente d’une part une source inépuisable des principes actifs naturels bioactifs peut
utilisées dans la formation des nouvelles substances ont des intéréts médicinale. La
biosynthese verte actuelle montre que le Helianthemum lippii L. peut étre utilisé comme
coiffe efficace ainsi que comme agent pour la synthese de nanoparticules de ZnO.Par
conséquentes, la synthese de NP-ZnO a l'aide de ressources vertes est une meilleure
alternative a la synthése chimique, car cette synthéese verte est sans polluants et respectueuse

de I'environnement.

L'analyse qualitative et quantitative de la plante montre que l'extrait aqueux de
Helianthemum lippii L. est tres riche en polyphénols, flavonoides, alcaloides, terpénoides,
saponines et tanins, ce qui pourrait représenter une nouvelle source potentielle des molécules
bioactives ont un important effet thérapeutique. L'étude MEB révéle que les molécules se
combinent en cluster de différentes formes avec une taille de I’ordre de nanométre. Méme les
résultats IR sont indicatifs d'une synthése réussie de nanoparticule de ZnO. En enregistre que
I'extrait de Helianthemum lippii L. posséde un pouvoir antioxydant puissant qu'il est bien
déterminé par le test de DPPH avec ICso = 0.842mg/ml. Ces résultats nous ont impressionnées

a l'efficacité d'extraits utilisés vis-a-vis les perturbations oxydatives in vitro.

Le traitement des rattes par le NP-ZnO, Helianthemum lippii L. diminue I'état de stress
oxydant induit par I'exposition au CCls par une limitation des phénoménes radicalaires et une
réparation des dommages oxydantes en diminuant la peroxydation ce qui entraine
l'augmentation du poids corporel des rattes et améliore le poids relatif de foie qui montre
I’effet bénéfique de ces systémes thérapeutiques contre la dysfonction physiologique
notamment dans le foie associe au toxicité du CCls. nos résultats ont montré aussi que
I’extrait Helianthemum lippii L. était bénéfique pour le traitement des dommages
hépatocytaire induits par le CCly, car il a diminué les concentrations PAL, TGO, TGP, y-GT
dans le sang et aussi la déminuation du taux du Cholestérol ,Triglycérides et Créatinine. Tous
ces résultats suggérent que I’extrait Helianthemum lippii L. et le NP-ZnO présente
effectivement des effets hépato-protecteurs puissants sur les lésions hépatiques induites par le
CCls chez les rats, et que ces effets peuvent étre dus a la fois a I'inhibition de la peroxydation

lipidique et a I'augmentation de l'activité des enzymes anti-oxydantes.
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Cette étude nous a permis d’ouvrir plusieurs perspectives :
Extraction et identification les molécules bioactifs responsable de I’effet thérapeutique
de Helianthemum lippii L.
Etudier I'effet thérapeutique de nanoparticule de ZnO contre des autres anomalies
physiologiques et métaboligues.
Evaluation de I’effet thérapeutique de nanoparticule de ZnO en modifiant la dose et la
voie d’administration.
Etudier des mécanismes d'action de la nanoparticule de ZnO au niveau moléculaire et

cellulaire.
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