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Résumé

L’objectif de la présente étude était de mettre en évidence les effets de différents extraits
des plantes choisies doté de propriétés antioxydant confirmé in vitro sur quelque anomalie et
maladies induites par 1I’exposition a certains contaminants (métaux lourds : Aluminium et
Plomb, ainsi que des agents stressants dans cette étude) y compris les désordre neurotoxiques,
la maladie d’Alzheimer et la maladie de parkinson. Le pouvoir antioxydant in vitro a été
évalué par différentes méthodes (DPPH, Blanchissement de B caroténe, DMPD, Chélation
métallique, FRAP, PRAP, et CUPRAC). L’activit¢ antioxydant in vivo a été évaluée par
I’induction des maladies en méme temps que la prise du traitement qui est les I’extraits des
plantes testées. Les méthodes de I’évaluation de 1’activité antioxydante in vitro montrent que
tous les extraits des plantes étudiées présentent des propriétés antioxydantes a différents
niveaux et par différents mécanismes. Confirmé par 1’étude in vivo suite a une étude du
comportement et de mémoire sur les maladies induites par aluminium et Plomb. Les résultats
obtenus pour les deux espéces d’hypericum testés sur la maladie d’Alzheimer induite par
I’exposition au chloride d’aluminium et au D-Galactose, montrent une amélioration
significative du comportement, du mémoire ainsi qu’une réduction évidente de Iésion de
tissus nerveux. L’étude de la résine boswellique sur la maladie d’Alzheimer a monté une
correction de comportement et de mémoire trés significative, de méme cette espéce a amélioré
les 1ésions tissulaire induites par I’exposition au plomb. Les tremblements de la maladie de
parkinson sont corrigés a une courte durée de traitement par le Quercus suber, de méme le
stress in vivo induit a été¢ clairement chassé par cette plante, résultat visible par étude
histologique. La méme étude in vitro a ét€ menée sur Salvia officinalis, dont les résultats

¢taient importants a 1’échelle biochimique et histologique.

Mots clé : Stress oxydatif, Alzheimer, Parkinson, antioxydant, Hypericum, résine de

Boswellia, Quercus suber, Salvia officinallis



Abstract

The aim of this study was to demonstrate the effects of various extracts of some selected
plants that have a confirmed antioxidant properties in vitro, on some anomalies and diseases
induced by exposure to certain contaminants (heavy metals: Aluminum and Lead, as well as
some stressors in this study) including neurotoxic disorders, Alzheimer's disease and
Parkinson's disease. The in vitro antioxidant capacity was evaluated by various methods
(DPPH, B-carotene bleaching, DMPD, metal chelation, FRAP, PRAP, and CUPRAC). The in
vivo antioxidant activity was evaluated by the induction of the diseases at the same time as
taking the treatment which is the plants extracts tested. The methods of evaluating antioxidant
activity in vitro show that all the extracts of the studied plants exhibit antioxidant properties at
different levels and by different mechanisms, confirmed by the in vivo study with a reference
to behavior and memory studies after inducing diseases by aluminum and lead. The results
obtained for the two species of Hypericum tested on Alzheimer's disease induced by exposure
to aluminum chloride and D-galactose show a significant improvement in behavior, memory
and an obvious reduction in lesion of nervous tissues. The study of boswellic resin on
Alzheimer's disease has mounted a very significant correction of behavior and memory, so
this species has improved the tissue damage induced by exposure to lead. The tremors of the
parkinson's disease are corrected to a short duration of treatment by Quercus suber, so the
induced stress in vivo was clearly hunted by this plant, visible result by histological study.
The same in vitro study was conducted on Salvia officinalis, with significant biochemical and

histological findings.

Key words: oxidatif Stress, Alzheimer, Parkinson, antioxydant, Hypericum, resin of

Boswellia, Quercus suber, Salvia officinallis



o=alall

@9 Andls el W dulas milan syl Bylinall slilall s daling slabius B slgl gl dalull ata ga cpnall
a2 9 mloglly aenagl VL alaill guleall) syliglall paed asell o2 daalill mlally dnlall sl ey @l synall
dnleall &gall 83 63 - coguidly pasag saglapll asag cmylmd Ml msbaal laga st (Bulymll aina @ Bsndigall wlgall
PRAP .FRAP . uleall il d4laz DMPD .issigple B onpsss -DPPH) cisling Bilug dosh oo sesnall o dmnda
sa @il glell il ga sogll ouih @ (msall g sas s ooa il gl (@ Bl ¥ slenall Llsgll gy 03 (CUPRAC
oa alignll gean ol il ppinall (o Bunl ¥ aloall Llgll s grh o3l Laylial 05 @il sbilall ga syl
@8 ilaall dalysll agadl b luay dalaa bl colgiuall solina @l duwl Y dnloas milan gaysl iylinall skl
@le Hypericum gy gill $2 g3l . onlmslly apgiagll ooz daalill pnlia¥l glayalilly clglall dnlys sey @gqall bagll
B2lally clglall @8 Lyl Ly saks . D- Galactose -4 sepagll sgsgl2l mgmll o galill saglayll e
lglall gpamy saglayll msa @le DOSWELlC gam dulys ayhsl dgpmell Eaai ¥l @gima @t slo¥l @ aaly uliily
@ @9 gpaidslll aga 3ha geams 03 gmlagll papmill ooz danlill Eani ¥ soly mail Lad s iyl sty Byl
Gsina @l daaly 6l ¢ galy Jay @l Lugll o dnnli il Gaglaa sgil Lol o qilall olysially qdell silaemt sids
Ssina @l daas Gl aybily Bpagsall Jlaggal ga @all husgll @ Emandi ¥l glegy lags Loy dulynll sgypal o9 daai ¥

Apagadll Ralynlly &y gpall elpaglll

olisiall Boswellia gaa , Hypericum isun il slas ,oemipslldl , saylayll damnd 8 545 kgalssall sylalll

Lyagsall, qielall



Liste des figures
Figure 1: Effet de 1’aluminium sur le systéme nerveux central .................c.oooeeiiii.. 08
Figure 2: implication de I’aluminium dans les pathologies neurotoxique et dans la MA......10
Figure 3. Role de radicaux libre dans la maladie d’Alzheimer ..................cooooiiiiiin.n. 12

Figure 4 : effets du plomb sur les enzymes antioxydants et leurs cofacteurs induisant

PINACHIVALION. ..ottt e e e e 16
Figure 5 : effets du plomb sur la biosynthése de ’héme...................oooiiiiiiiiiin, 17

Figure 6: Structure composition de hypericin , hyperforin et paxantone compounds de

RYDEVICUM PETTOFAIUN ... ..ottt e e et et e e e et e eaen e eanaeans 22
Figure 7: ’arbre a encens (Boswellie) ..o 24
Figure 8 : larésine de Boswellia sp  .......c..ooneiieiii i 25

Figure 9 : structures chimiques des 6 principaux acides boswelliques triterpéniques
PONLACY ClIQUES. ..ttt ettt ettt et e e e e e e e et et e e 27

Figure 10 : Arbre de Quercus suber L. et caractéristiques des feuilles et des

fruits............ 33
Figurell : représente les feuilles de Quercus suber ...............c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinan. 34
Figure 12 : les fleurs de Quercus SUDer ..............ccoou it 35

Figure 13 : Les glands oblongs, enveloppés sur la moiti¢ de leur longueur par les cupules,

sont réunis par deux sur des pédoncules courts et renflés.

Figure 14 : Photographies de Salvia officinalis L. ................cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinien, 38

Figure 15 : Structures chimiques de quelques composés identifiés dans les feuilles de Salvia
OffICIIALIS «.o..ooe e e e e et e e e et e 40

Figure 16: photo de deux espéces de I’ Hypericum prise de I’herbier (Flora of Turkey)....... 43

Figure 17 : photographies des deux eXtraits ............coeviiuiiiiiiiiiiniiiineeeeeaen, 44

Figure 18: Cage numéroté pour le test de I’activité locomotrice ...............cooevieiiinn.... 49

Figure 19 : dispositif pour le test de trous ............ooeiiiiiiii e, 49



Figure 20 : Dispositif pour le test des deux compartiments noir/blanc.............................50

Figure 21 : Dispositif utilisé pour le test de CroiX............oooeiiiiiiiiiiiiiii e, 51

Figure 22: Cage remplie d’eau utilisée pour le test de

Persolt.......cooooiiiiiiii 51
Figure 23: Photo de labyrinthe a 08 bras. ...........ccoiiiiiiiii e 52
Figure 24: Photo de 02 bras de labyrinthe utilisés..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiin e 52

Figure 25 : Photo des bras avec indice utilisés de labyrinthe pour le test de distinction de

00153 15 0 4 U PP 53
Figure 26 : Dispositif utilisé pour MST et MSR... ..., 54
Figure 27: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique de I’H.thymbrifolium ................. 55

Figure 28: Résultat de test de I’activité locomotrice chez les souris pour 1’étude de

I’Hypericum thymbrifolium ... e 59

Figure 29: Résultat de test de curiosité chez les souris pour 1’étude de [’Hypericum

FRYIIBDFTIOLITUML ...ttt ettt ettt et eat e e be e st e et e e aaeenbeennaeenbeensneenne 60

Figure 30: résultat de test d’anxiété chez les souris pour 1’étude de I’Hypericum
FRYIBDFTIOITUML. ...ttt ettt ettt ettt e st e et e et e enbe e aeeenne 60

Figure 31 : résultat de test de labyrinthe a deux bras surélevé chez les souris pour I’étude de

’Hypericum thymbBFIfOLIUmML. ............cccccoieiiiiiiiiiiieee ettt 61

Figure 32: résultat de test de la nage forcée chez les souris pour I’étude de I ’Hypericum
FRYIBDFTIOITUML. ...ttt ettt ettt et e et e et e st e enbeeeaeeenbeesnaeenseenseeenne 62

Figure 33 : résultat de test de mémoire spatiale de travail (nombre d’erreurs) chez les souris

pour I’étude de I"Hypericum thymbrifolium.................ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiennnn, 63

Figure 34: résultat de test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée chez les souris

pour I’étude de I"Hypericum thymbrifolium..................c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiananns. 64

Figure 35: résultat de test de distinction de position chez les souris pour 1’étude de
UHypericum thymbrifolium. ...........c.ooinn i e aae e 65

Figure 36: résultat de test de piscine de Morris « mémoire spatiale de référence » chez les
souris pour I’étude de /’"Hypericum thymbrifolium.................c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin... 66



Figure 37: résultat de test de piscine Morris « mémoire spatiale de travail » chez les souris
pour I’étude de /’Hypericum
thymbBFIfOLIUM . . ..o e 67

Figure 38: ¢tude microscopique de tissus nerveux pour I’étude de /'Hypericum
FRYMDBFIIOLIUIM . . ..o e e et et e e et e e 68

Figure 39: LC chromatogramme de I’extrait méthanolique de I’H. perforatum ............... 69

Figure 40 : Activité locomotrice chez les souris pour 1’étude de [’Hypericum

perforatum....72
Figure 41 : Test curiosité (trou) chez les souris pour 1’étude de I’Hypericum perforatum....72

Figure 42: le test d’anxiété (Comportement éclaire et non éclaire) chez les souris pour I’étude

de "Hypericum Perforaium .............o.uuene it e e aeeaaaas 73

Figure 43: le test de labyrinthe en croix surélevée chez les souris pour I’étude de

HYDericum Perforaium ..............oouuuuea e e 74

Figure 44: le test de la nage forcée chez les souris pour 1’étude de /’H.

perforatum............ 74

Figure 45 : le test de Mémoire spatiale de travail (nombre d’erreurs) chez les souris pour

I’étude de ["Hypericum perforatum. ..............o.uuueeuii it e, 75

Figure 46: le test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée chez les souris pour

I’étude de ["Hypericum perforatum. ..............c.uuuen it 76

Figure 47: le test de Distinction de position chez les souris pour I’étude de /’"Hypericum

PEOIOFQUUNL. ... ..o e e ettt et e et et e e et et et e e e et et e e et a e e e eeaas 76

Figure 48 : le test de Mémoire spatiale référentielle chez les souris pour I’étude de

UHYPEriCum PerforQlumi.............c.ouuu e et et e et e e e e e e eaes 77

Figure 49: le test de Mémoire spatiale de travail chez les souris pour 1’étude de /’Hypericum

DEOIOFQIUIN ..o e e e e 78

Figure 50:Etude microscopique du cortex cérébrale/Hippocampe effectuée par la

coloration(H.E) chez des souris pour 1’étude de /’Hypericum perforatum ....................... 79

Figure 51: 18sine de BoSwellia. .............ccoiiiiiii e 90

Figure 52 : schéma du dispositif du test du labyrinthe en croix surélevé.................... 102



Figure 53: (A) Schéma du dispositif du double —H. (B)Photographie du dispositif du test du

double H ... 105
Figure 54: schéma du premier protocole du labyrinthe du double —H....................... 106
Figure 55: schéma du deuxiéme protocole du labyrinthe du double —H..................... 108
Figure 56: test des saponosides ....................oooiiiiiiiiiiiiii e 114
Figure 57: test des alcaloides ............. ..., 114
Figure 58: test des terpenes. ............c.oiiiiiiiiii i 114
Figure 59: Chromatogramme de 1’huile essentielle de la résine boswellique.............. 115

Figure 60:Comparaison entre les pourcentages d'inhibition du radical DPPH des différents

antioxydants (huile essentielle de Boswellia sp et Acide ascorbique)....................... 117

Figure 61 : Figure montrant le pourcentage d'inhibition de la peroxydation de l'acide linoléique

par les différents antioxydants (I’huile essentielle, acide ascorbique) ........................ 118

Figure 62: pourcentages d’inhibition des deux extrait éthanolique et méthanolique de la

résine boswellique comparé au controles POSIIVES. .....ouuevueiiiieiiiiieeiea e, 120

Figure 63: Test de 1’activité locomotrice chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité

La =1 181001100001 1 s RO 122

Figure 64 : Test de I’activité locomotrice chez les souris pour 1’é¢tude de Boswellia et toxicité

P AIUIMNINIUINL. « oo e e e e, 122

Figure 65: Test de curiosit¢é chez les souris pour [’étude de Boswellia et toxicité

A alUMINIUIN . oo e 123

Figure 66: Test de curiosit¢ chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité

A alUMINIUIN . oo e e e 124

Figure 67: Test de l’anxiété chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité

QP alUMINIUIN. oo e e e 124

Figure 68: Test de I’anxiété chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité

(a1 111001107001 1 s DU 125

Figure 69 : Test de labyrinthe en croix surélevé chez les souris pour I’étude de Boswellia et

TOXICIEE A AlUIMINIUITI. oo oottt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e, 126



Figure 70 : Test de labyrinthe en croix surélevé pour I’étude de Boswellia et toxicité
APAlUMINIUM. ..o 126

Figure 71: Test de Persolt chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité
APAlUMINIUM. ..o e 127

Figure 72: Test de Persolt chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité

(e =1 18000110000 1 s DU 127

Figure 73 : Test de mémoire spatial de travail chez les souris pour 1’¢tude de Boswellia et

tOXICIEE A alUMINIUIM. ..ot 128

Figure 74: Test de mémoire spatial de travail chez les souris pour 1’¢tude de Boswellia et

TOXICIEE A alUMINTUIN. .ottt 129

Figure 75 : Test de mémoire non spatial de préférence conditionnée chez les souris pour

I’étude de Boswellia et toxXicité d’aluminiUmm. . . ... .uun e e 129

Figure 76 : Test de mémoire non spatial de préférence conditionnée chez les souris pour
I’¢tude de Boswellia et toxicité d’aluminium.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 130

Figure 77: Test de distinction de position chez les souris pour 1’étude de Boswellia et
tOXICItE d’alUMINIUIML. ....e o e 131

Figure 78 : Test de distinction de position chez les souris pour 1’étude de Boswellia et

TOXICIEE A AlUMINIUITY ..ottt et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 131

Figure 79: Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de travail (MST) pour 1’étude de

Boswellia et toXiCItE d’alUIMINIUITL. .. ... v uute e e een e 132

Figure 80 : Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de travail (MST) pour I’étude de

Boswellia et toXiCIte d’alUMINIUINL. ... ... e e 133

Figure 81: Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de référence (MSR) pour I’étude de

Boswellia et toXiCité d’alUIMINIUITL. .. ... v e e e 133

Figure 82 : Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de référence (MSR) pour 1’étude
de Boswellia et toxicité d’aluminiume. .............ooiiiiiii e 134

Figure 83 : Test du bras nord(N) chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité
AP alUMINIUML. ..o e 135

Figure 84 : Test du bras nord(N) chez les souris pour 1I’étude de Boswellia et toxicité

e =1 101001101001 s DUUDU 135



Figure 85: Test du bras Sud (S) chez les souris intoxiquées pour 1’étude de Boswellia et
tOXICItE d’alUMINIUIML. ... e 136

Figure 86: Test du bras Sud (S) chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité

A alUMINIUIN. oo e e e e e 136

Figure 87: Test du bras nord- est (NE) chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité

e =1 11001100001 1 s DU 137

Figure 88: Test du bras nord- est (NE) chez les souris pour 1’é¢tude de Boswellia et toxicité

P AIUIMNINIUINL. « . oo e e e e e e e e e e e, 137

Figure 89: Test du bras sud-est (SE) chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité

QPAIUIMNINIUINL. « . oo e e e e e, 138

Figure 90: Test du bras sud-est (SE) chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité

A alUMINIUIN . oo e e 138

Figure 91: concentration de I’aluminium mesuré par spectroscopie d’absorption atomique

pour 1’étude de Boswellia et toxicité d’aluminium....................cooviiiiiiiiiinan... 139

Figure 92: concentration de I’aluminium mesuré par spectroscopie d’absorption atomique
pour 1’étude de Boswellia et toxicité

A alUMINIUIN . oo e e e e 139

Figure 93: Résultat de test de morsure chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité du

Figure 94: Résultat de test de toilettage chez les souris pour I’étude de Boswellia et toxicité
du plomb. ... e 141

Figure 95: Résultat de test de reniflement chez les souris pour 1’étude de Boswellia et toxicité
du plomb. ... e 141

Figure 96 : Effet du Plomb sur I’activité locomotrice des souris pour I’étude de Boswellia et

tOXICIEE AU PlOMD. ... .e e 142

Figure 97 : Effet du Pb sur la nage forcée (test de stress) des souris pour I’étude de

Boswellia et toxicité du plomb...........o.oiuiiiiiiii e 143
Figure 98 : Résultats de test d’anxiété chez les souris intoxiquées (I) par le Pb.............. 144
Figure 99: Taux de TGO en UI/L chez les souris intoxiquées (I) parle Pb.................. 145

Figure 100 : Taux de TGP en UI/L chez les souris intoxiquées (I) parle Pb................. 145



Figure 101: concentration du Plomb mesuré par spectroscopie d’absorption atomique....146

Figure 102:Etude microscopique de tissus nerveux effectuée par la coloration(H.E)....... 147

Figure 103 :

les feuilles de Quercus suber et la poudre aprés broyage........................ 155

Figure 104: pourcentages d’inhibition de I’extrait de Quercus suber comparé aux controles

positifs et control négatif......... .. .o 163

Figure 105

Figure 106 :

Figure 107 :

parkinson...
Figure 108 :

Figure 109 :

parkinson...

Figure 110 :

Figure 111

Figure 112

parkinson...

Figure 113

Figure 114

Résultats de test de nage forcée chez les souris parkinson........................ 165
résultats de test de I’activité locomotrice chez les souris parkinson.............. 166

résultats de ’hémoglobine chez les souris

résultats de nombre de globules blancs chez les souris parkinson................ 167

résultats de nombre de globules rouges chez les souris

............. 168
résultats de nombre des plaquettes chez les souris parkinson..................... 168
: résultats de MCHC chez les souris parkinson...............ccooviiiiiiiiinnnnn. 169

: résultats de monocytes chez les souris

: résultats de lymphocytes chez les souris parkinson........................oooee. 170

: Variation de glycémie chez les souris témoins (T), intoxiqué par I’acide

trichloroacétique(CCI3COOH). ... ... e, 171

Figure 115: Variation de bilans lipidiques chez les souris témoins (T), intoxiquépar 1’acide
trichloroacétique(CCIZCOOH). ... ...t 171

Figure 116: Variation du bilan rénal «urée, créatinine » chez les souris Témoins(T),

Intoxiqué par I’acide
trichloroacétique(CCI3COOH). ... ..ot 172

Figure 117 :

coupes histologiques du foie des souris Témoins (T), Intoxiqué par I’acide

trichloroacétique(CCIZCOOH). ... ... e 173

Figure 118: Partie utilis¢ de Salvia officinalis



Figure 119: pourcentages d’inhibition de 1’extrait de Salvia officinalis comparé aux contrdles
positifs et control
NI 183

Figure 120 : Parametres hématologiques chez les souris intoxiquée par (CCI3COOH) ......185
Figure 121 : Variation de la glycémie chez les souris (T), (I) et (S)......cevveiiiiiiiiin... 186
Figure 122 : variation de triglycéride et de cholestérol chez les souris (T),(Det (S).....186

Figure 123: Variation de bilan rénal chez les souris (T), (I) et (S).......cccoviiiiiiiiii. 187

Figure 124 : Observation microscopique des coupes histologiques du foie............... 188



Liste de tableaux

Tableau 1 : Les propriétés chimiques de I’Al a différents pH......................oe. 06
Tableau 2 : Propriétés physicochimiques du plomb....................c.n. 14
Tableau 3 : constituant majeurs de ’H.perforatum...................ccccovviiiiiiiininnnn. 20
Tableau 04: Principes actifs et Propri€tés...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 24
Tableau 5 : Noms vernaculaires de Quercus suber par Leger..............c.ooevvininnn, 32
Tableau 6 : classification botanique de Salvia officinalis...........................o.o..... 36
Tableau 7 : Composition chimique de ’huile essentielle de Salvia officinalis.......... 38

Tableau 8 : Principales classes de composés phénoliques identifiées dans les feuilles de

Salvia offiCinalis...........c..cooiii i 38

Tableau 9: le % des composants chimique de I’ H.thymbrifolium ...................... 55

Tableau 10: composants extractibles totaux (EC), composants phénoliques totaux (PC) (par
equivalent d’acide gallique) et les flavonoides totaux (CE) (par équivalen de catechine) en

Hathymbrifolium. ... e e e e 56

Tableau 11: Les valeurs de I’EC50 de ’activité antioxydantes de H.thymbrifolium....57

Tableau 12: % Valeurs de la composition chimique de I’H. perforatum................. 69

Tableau 13: composants extractibles totaux (EC), composants phénoliques totaux (PC) (par
equivalent d’acide gallique) et les flavonoides totaux (CE) (par équivalen de catechine) en

Hperforatum..............c.o i 69

Tableau 14: Les valeurs de ’EC50 de I’activité antioxydantes de H.perforatum....... 70

Tableau 15: les tests phytochimiques. .........c.oiuiiiiiiiii e, 93



Tableau 16 : résultats des tests phytochimiques..............coooiviiiiiiiiiiiin . 114

Tableau 17: molécules identifié de I’huile essentielle de la résine boswellique........ 115

Tableau 18: activités antioxydants des deux extrait éthanolique(B.etOH) et méthanolique

Tableau 19 : pourcentage d’inhibition de I’AChE et la BChE de I’huile essentielle.........120

Tableau 20 : pourcentage d’inhibition de I’AChE et la BChE des deux extraits EtOH et

1Y (5410 ) = P 121
Tableau 21: activités antioxydants de I’extrait de Quercus suber...................ccoeeeeenn.. 163
Tableau 22 : pourcentage d’inhibition de ’AChE et la BChE.......................o.. 164
Tableau 23: activités antioxydants de 1’extrait de Salvia officinalis............................ 183



Liste des abréviations

AA% : activité antioxydante

Ab : Anti body

Abs : absorbance

ACh : Acétylcholine

ACH: Chlorhydrate d’ Aluminium
AChE : Acétylcholine Estérase

ADN : acide désoxyribonucléique
ADN : acide désoxyribonucléique.

Afssa = agence francaise de sécurité des produits de santé

AGPI : Acide gras polyinsaturé
AINS : anti-inflammatoire

AKBA : acide 3-o-acetyl-11-keto-B-boswellique
Al: Aluminium

ALAT : Aspartate Amino Transférase ou Glutamate Oxaloacétique Transaminase

AICIl3 = trichlorure d’aluminium

AlFs= fer d’aluminium

AlPO4= Phosphate d’ Aluminium

ApoE = apoprotéine E

APP = amyloid précurseur de la protéine

APP: Protéine Précurseur Amyloide



ASAT : Alanine Amino Transférase ou Glutamate Pyruvate transaminase

AP = amyloide

BChE: Butylcholinestérase

BHA = le butylhydroxyanisole

BHA : butylhydroxyanisoles
BHT = butylhydroxytoluéne

CAT : catalase

CCI3COOH : acide trichloroacétique

CCl4 : tétrachlorure de carbone

CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
CG-SM: Gaz chromatography Mass Spectrophotométry.

ChAT = la choline acétyltransférase

ChAT =l a choline acétyltransférase

CHCI3 = chloroforme

CRP : C-Réactive Protéine

DL50 = dose 1étale 50 %

DNA : Acide Desoxyribose Nucleique

DNF: Dégénérescence Neurofibrilaire

DPPH : 2,2-diphenyl -1-picrylhydrazyl

EDTA: Acide Ethyléne Diamine Tetracyclique

ERA OU RNS : Espéce réactive de 1’azote
ERO ou ROS: Espéce réactive d’oxygene

FH: Filament helicoidales



FNS : formule de numération sanguine
FNS : formule de numération sanguine.
GB : globule blanc

Glu : Glucose.

GPx : glutathion peroxydases.

GPX : gluthathion peroxydase

GPX : Glutathion peroxydase

GR : globule rouge

GSH : glutathion réduit.
GSH: rapport glutathion réduit
GSSG : glutathion oxydé.
GSSG: gluta—thion oxydé

H = Hypericum

HAP:Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

Hb : hémoglobine
HE : Hématoxyline-Eosine

HE :huile essentiel

HMC: Hydroxy Methyl Glutamate

HO- : radical hydroxyle

HT : hématocrite

HT : hématocrite

I : intoxiqué

IONOX-100 : di-tertbutyl-4-hydroxyméthylphénol
IP : injection intra péritonéale.

IRM: Imagerie Resonance Magnétique

ISTE = 1'Université d'Istanbul, Faculté de Pharmacie



LDH : lactate déshydrogénase
LDL : low density lipoprotein
LMW = de bas poids moléculaire

LY : lymphocyte
MA: Maladie d’ Alzheimer

MCI = Mild Cognitif Impairment

MeOH : méthanol

MICs : Concentrations inhibitrices minimums

MO : monocytes

MP : Maladie de Parkinson

MSR = mémoire spatiale de référence

MST = mémoire spatiale de travail

NADPH : Nicotine Amide Adenine Dinecluotide Phosphate

NDGA : acide nordihydroguaiaretique
OG : gallate d’octyle
ORAC: Oxygen Radical AntioxidantCapacity

PEV: Potentiels évoqués visuels

POX : Peroxydase

PRX : Peroxyre doxines

PS = plaques séniles

ROOH : hydroperoxyde lipidique
ROO : radical peroxyde

S : traité par salvia officinalis.

S officinalis : salvia officinalis



SOD : superoxydes dismutases

T : témoin.

TBHQ : tertiarybutylhydroquinone

THBP : 2, 4,5-trihydroxybutyrophénone

TNF o : Tumor Necrosis Factor a

VGM : volume globulaire moyen des hématies
VGM : volume globulaire moyen des hématies.

VitE: Vitamine E

XO : xanthine oxydase.



Table de matiéres

INErOAUCTION . . ... e 01

Partie bibliographique

Chapitre I: lesmétaux lourds. ... 03
L. L aluminiumime. . ..oe o e 03
1.1.L’aluminium dans la vie quotidienne. ...............cooiiiiiiiiiiiiiiiii i 03
1.2.Proprietes chimiques et speciation de I’aluminium...................oooiiiiii... 05
1.3.L’aluminium et les maladies neurod€génératives. .............oeviiiiiiiiiiiiiininannnn. 06
1.4.L’aluminium et le stress oxydatif...... ... 10
1.5.L acétylcholinestérase et "aluminium. ..., 12
2. L Plomb. . 12
2.1.Le plomb dans la vie qUOtIAIENNE. .........c.oiuiiniiii e 12
2.2.Propriétés chimiques du plomb..............i 14
2.3.Les conséquences neurodégénératives du plomb................ooii. 14
2.4.Le plomb et le stress oxydatif..........ooiiiiiiiii 15
Chapitre II : les plantes médicinales......................... i 18
L PRy tOtherapie. .. ..ttt e e 18

L1, Quelque PIantes. .. ...t e 19

1.1.1. Hypericum (perforatum et thymbrifolium)..............c..ooiiiiiiiiiiiiiiiii i, 19

L1220 BOSWEIIIA . ..o oo e e e e e e e e e e 23



L 1.3 QUEFCUS SUDET ... e e e e 32

114, Salvia officinallis. ..o e e e 36

Partie expérimentale
Introduction ... e 42

Chapitre I : L’Hypericum et la maladie d’Alzheimer

I- Matériel et méthodes

| O B A< 1 16 L 7 AR 77 R PP 43
O O R Q3 T 5 [ ) o O 43
I.1.2. Etude de la composition chimique (HPLC) ... 44
I.1.3. Evaluation de I’activité antioxydant ...............coooiiiiiiiiiiii i 45
I.1.3.1. Testde DPPH. ... e e 45
[.1.3.2. Peroxydation des lpides .........o.oviiiiiiiiiii e 45
[.1.3.3.Réduction du fer FRAP.......oo i e 46
I.1.4. Evaluation de la cytotoXiCit€ 1N VITIO.......ouvieiiiiii e e e e 46
L2 BtUAC 7 VIVO e e 48
[.2.1. Matériel animal....... ..o 48
[.2.2. REpartition des LOtS. .. .o.uieiiei e 48
[.2.3. Les parametres €tUAICS. .. ..onuii it 48
IT.2.3.1. ACtiVIt€ IOCOMOIIICE . ..uvnttet ettt et et et et e e et e e e e eaans 48
[.2.3.2.Curiosité (€5Sa1 de trOUS) . .. .eeurientte ettt ettt et e e e e e e e e e e e eareeeenes 49
[.2.3.3.Etude portant sur I’anxiété .............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e 49
1.2.3.3.1. Test de compartiment nOIr/blanc..............coooeiiiiiiiiiiii i, 50
[.2.3.3.2. L’¢épreuve du labyrinthe en croix suréleve...............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 50

L .2.3.3. 3. TSt de PerSOlt. ..o e e 51



I .2.3.4. TestS Ae MEIMOITE. ..ottt i 51

[.2.3.4.1.Le labyrinthe @ 8 Bras........c.ooiiiiiiiii i e e as 51
[.2.3.4.2. PiSCING A€ MOITIS. ... uvinttitiettet et e et e et e e 53
1.2.3.5. Sacrifice et étude histologique. .......cvviiniii e, 54
L3, RESUILALS ...ttt 55
[.3.1. Résultats de I’€tude im Vitro..........oooi i 55
[.3.1.1. Composition ChIMIQUE. ......outitiiti e e e e e 55
[.3.1.2. L activité antioXidant iz VItFro............cooeiiii i 56
[.3.1.3. La CYLOTOXICILE I71 VITFO ..ottt ettt ettt et ens s s s 58
[.3.2. Résultats de I’étude i7 VIVO........cooriiiiii i e, 58
[.3.2.1. Les parametres COmMpPOTteMENtaAUX. ... ..eeeuutieertte ettt e rteeeiieeeenneearnnaenns 58
[.3.2.1.1. Teste de ’activité 10COMOLIICE. ......ouuiteiii e, 58
[.3.2.1.2. La CUTIOSIE (LrOUS) . ...ttt ittt ettt et et et e e e et e e e e e e eeneeaeeens 59
L.3.2.1.3. TeSt d’anXiblte. .. ...ouuinriiniititt et ettt et et e ettt e e e 60
| R I B T Ko 4 (S (0 b P 61
[.3.2.1.5. Test de Nage fOTCEC. ... ouuiiii it eeee e, 61
[.3.2.2. TeSt de MEMOITE ...uviettitte ettt et et e et e e e e e e e e e e eaaenas 62
[.3.2.2. 1. Labyrinthe radiaire @ 8 Bras............oviiitiiiiiiii e 62
[.3.2.2. 1. La PiSCING A€ IMOTTIS. ... uttutttteitente et et et et e et e et e et e e e e eee e e e e 65
[.3.2.3. Etude histologIqUe ... ..oonuiii i e e e e e 67
[-3.3. Hypericum perforatumi. ..............c.uunuee et e aee s 69
[.3.3.1. Résultats de I’€tude ir Vitro..........c.ooniiii i e 69
[.3.3.1.1. Composition ChIMIQUE. ........ouiiniitiitt et e e e 69

[.3.3.1.2. L’activité antioXydant i VItro............oouuiuiiiii i, 70



[.3.3.1.3. La CYtOtOXICItE 1N VITIO . .'utnetententt et et et et e et et et e et eeteaeee e aneeeen 71

[.3.3.1.3. Les parametres COMPOTTEMENTAUX . ...uuuteneeeneeenttennteeteenneeaeeeneneanneenns caen 71
[.3.3.1.3.1. ACtiVIt€ IOCOMOLIICE. .. \.vuinieitititee e e 71
1.3.3.1.3.2. Test de curioSit€ (TrOU)........eiiuiiintt ittt i eee e et eeee e e 72
1.3.3.1.3.3. Test d’anxiété¢ (Comportement éclaire et non éclaire)..................cccceuennnen. 73
1.3.3.1.3.4. Test de labyrinthe en croix SUréleveée ............cooevviiiiiiiiiiiiiiieiiae e, 73
[.3.3.1.3.5. Test de 1anage forcee .......oovviiniiiiiii i 74
[.3.3.1.4. Test de |a mEmOITe .......oo.oiniinii e 75
[.3.3.1.4.1. Labyrinthe radiaire @ 8 bras ..........couiiiiiiiiiiiiii i eeeeaans 75
[.3.3.1.4.2. La piScine de MOTTIS ....ouuiintitientiteett ettt et et e e ee et eaeaneaeenns 77
[.3.3.1.5. L étude hiStologIqUe ... .ooniieiei e e e e e eaeas 78
®  DISCUSSION. .. ettt ettt e e e 80

Chapitre 11 : Boswellia, 1a maladie d’Alzheimer et I’intoxication au Plomb

IL1. Matériel et mEthOdes. ..o e 90
LT BRUAC 17 VITFO ..o 90
IL1.1.1. Echantillonnage. .......oviiiniii e et ae e, 90
I1.1.1.2. L’extraction des huiles essentielles par hydro-distillation............................ 90
ILT. 12,1, La distillation. ... ooe e e 90
0 O O R B 173 L 13 10 4 P PP 91
I1.1.1.2.3. Elimination du SOIVaNt ...........ooiiiiiiii e 92

I1.1.1.2.4. Conservation des huiles essentielles ........oounnieiiiimm e, 92



I1.1.1.3. EXtraction alCOOLIQUE ........ooueiniitiit e e 92

I1.1.1.4. Les tests phytochimiques sur la résine boswellique ................ocooiiiiiiin 93
II.1.1.5. Identification de la composition chimique par CG/MS..............coviiiiinnn.n 94
II.1.1.6. Evaluation de I’activité antioxydant in vitro (HE/les extraits alcoolique)........... 95
IL1T.1.6.1. Test du DPPH......o.o e 95
I1.1.1.6.2. Test de blanchissement du B-caroteéne...............ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiaaens 95
IL1.1.6.3. Le testau DMPD ... e 96
I1.1.1.6.4. Méthode de chélation dumétal................ooiiiiiiiiiiiiii e 97
I L L 6.5, FRA . e e 98
I1.1.1.6.6. PRAP (phosphormolybden reducing power).............ccoiiiiiiiiiiiiiiiinnnns. 98
ILLIL.6.7. CUPRAC . . . e, 98
I1.1.1.6.8. Traitement des données pour des dosages d'activité anti-oxydante ............... 98
I1.1.1.6.9. L’activité anticholinesterasique. ..........ovueitiiriitiitiiteit ettt eiaeaeeeenanns 99
IL2. BERUA@ 071 VIVO .o e 99
IL.2.1. Matériel animal ..........o.oiii i e 99
I1.2.2. Intoxication a I’aluminium et maladie d’Alzheimer......................cooil. 100
I1.2.2.1. Répartition des lots eXperimentatX ...........covvviiirirrieiriineanieeenniiineananns. 100
I1.2.2.2. Test de toxicité aigiie de la résine de Boswellia ................cccoooiiiiiiiiii... 101
I1.2.2.3. parametres StUAIES .......ouuieiitet ettt et et ee e 101
[1.2.2.3.1. Evaluation comportementale ...............oooviiiiiiiiiiiiiiii i 101
[1.2.2.3.1.1. L’activité I0COMOLIICE ... .uentenitit et 101
I1.2.2.3.1.2. Test de compartiment noir et blanc (test de stress)..........coeevvvveiiinnnnn.. 102
I1.2.2.3.1.3. Test de curiosité (Le test de la planche a trous) ...............coooiiiiiininn.. 102

[1.2.2.3.1.4. AnXiéte€ et dEPreSSION ......euiinti ittt 102



11.2.2.3.1.4.1. Evaluation de I’anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated

10 L 0T /<) 102
[1.2.2.3.1.4.2. Test de Persolt. ... ..o 103
[1.2.2.3.1.5.Test de MEMOITE .. ..ouuineiett ettt et ee e 103
[1.2.2.3.1.5.1. Le labyrinthe a 8 bras ..........c.coouiiiiiiiiiiiiii e, 103
I1-2-1-2-1-5-2- La pisCiNe de MOITIS .. .euueutintitiititit et 104
11.2.2.3.1.5.3. Le test du labyrinthe en double —H ... 104
I1.2.2.3.3. Dosage de I’aluminium dans le cerveau par SAA ........cooviiiiiiiiiiiiiinn... 108
I1.2.3. L’intoxication au plomb .........c.oiiiiiiiiii e e e 109
I1.2.3.1. Répartition et traitements des LotS............cooiiiiiiiiiii e 110
I1.2.3.2. Les parametres GtUAIGS. .....oonuitiit ittt et e e e e e eeneeas 110
11.2.3.2.1. Comportement stéréotypé (morsure, toilettage, reniflement) ..................... 110
[1.2.3.2.2. L’activit€ 10COMOLIICE. .. . vuuintintitte ittt 111
[1.2.3.2.3. Test de [a nage forcee. ... ..oovvniiiiii i e 111
I1.2.3.2.4. Test de compartiment noir/blanc (test de Stress).........ccovvvvviiiiiiiineenennn... 111
I1.2.3.2.5. Sacrifice et prélevement sanguin et d’organes................ocevvieieeieennnnnn... 111
I1.2.3.2.5.1. Analyses bloChImIQUES. .........ovitiiiiii i e 112
11.2.3.2.5.1.1. Evaluation de I’activité hépatique (dosage des transaminases)................ 112
[1.2.3.2.5.1.2. Dosage du plomb dans le cerveau par SAA .......covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn, 113
[1.2.3.2.5.1.3. L’étude hiStologIqUe .....o.vintiiniiiit et 113
TL3. RESUITALS ..ottt 114
I1.3.1. Résultats de I’étude in VITrO. ........ooiuiiniii e 114

I1.3.1.1. Les tests phytochimiques sur la résine boswellique .................cooiviiii. 114



I1.3.1.2. Résultat de la composition chimique par CG-MS................coiiiiiniiiiin 115

I1.3.1.3. Activité antioxydante de I’huile essentielle.................oooiiiiiiiiiiiiiii... 117
I1.3.1.3.1. Piégeage du radical DPPH........ ... oo e, 117
I1.3.1.3.2. Blanchissement du Béta carotene.............coooeviiiiiiiiiiiniiniiiiiiiene 118
I1.3.1.4. Activité antioxydante des deux extrait meOH et EtOH ......................o 119
I1.3.1.5. Activité inhibitrice du cholinestérase. ..............coeiiiiiiiiiiiiiiiii e 120
I1.3.2. ERUAC 171 VIVO vttt ettt ettt e aae e eaaeesnaaae s eeen 121
I1.3.2.1. Intoxication & aluminium ..............o e 121
I1.3.2.1.1. Les parametres NeUrolOZIQUES ... ..ouvenrtententeeiteteaitentenieeeeeeaneeaennannn 121
I1.3.2.1.1.1. Test de COMPOTtEMENTAUX ....vvenertenteeeete et eaee et eeeeeeeaeeeneeenaaeens 121
[1.3.2.1.1.1.1.Test de 1’activité loCOMOLIICE .......oueueiniitintiiii i 121
I1.3.2.1.1.1.2.Test de CUTIOSIEE ...euuentineintit ettt et 123
I1.3.2.1.1.1.3.Test d’anXiCte .......o.eueiniieiie e et ae e 124
IL3.2. 1. 1.1.4. TSt dE CTOTX ettt ettt et ettt et e e et ee e 125
I1.3.2.1.1.1.5. Test de [a nage fOrCee ......ooviiuiiniiiiit i e, 127
I1.3.2.1.1.2. Test de MEMOITE ......uentitt ettt e e e e e 128
[1.3.2.1.1.2.1. Labyrinthe radiaire @ 8 bras ............cocviiiiiiiiiiiiiiiiiieea 128
I1.3.2.1.1.2.2. PiSCINe de MOTTIS .. .ouuintiiit et 132
11.3.2.1.1.2.3. Le test du labyrinthe en double —H ..., 134
I1.3.2.1.2.Spectrophotométrie d’absorption atomique SAA ...........coviiiiiiniiniiinnn. 139
I1.3.2.2. L’intoxication au plomb...........cooiiiii e 140
I1.3.2.2.1. Résultat de test de toXICItE AIGUE ...vvvvnrrereeeie e ee e eeeenn, 140
I1.3.2.2.2. Etude comportementale.............coviiiiiiiiiiiiiii i 140

11.3.2.2.2.1. Comportement stéréotypé (morsure, toilettage, reniflement) .................... 140



I1.3.2.2.2.2. LaCtIVILE IOCOMOLTICE ... uvnee e e e 142

[1.3.2.2.2.3. Test de lanage forcée...........oouiiiiiniiii i e 143
I1.3.2.2.2.3. Test de compartiment noir et blanc (test d’anxiét€)...................oovvininnnnns 143
I1.3.2.2.3. Les résultats des analyses biochimiques................ocooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 144
11.3.2.2.3.1. L’évolution de TGO chez les SOUTS. .........ovuiiuiiiiiiiiiiiiiiiieieeeae 144
11.3.2.2.3.2. L’¢évaluation de TGP chez les SOuris............covviiiiiiiiiiiiiiiiiiinen, 145
I1.3.2.2.4. Résultats du dosage du plomb cérébral.................coooiiiiiiiiiii i, 146
I1.3.2.2.5. Etude histologiqUe .......oouiiniiiii e e 146
®  DHSCUSSION ..ottt ettt 148

Chapitre III : Quercus suber, la maladie de parkinson et le stress oxydatif in vivo

II.1. Matériel et MEthOdes. .........oiniii e 155
|0 O R 0 T (S 7R 77 R PPN 155
HI.1.1.1. L’extraction & polarité CroiSSante. ..........ovueuiutiriitintieiiineieeaeeenene 155
II1.1.1.2. Evaluation de I’activité antioXydante ..............ccooeiiriiiiiiinniiiieiianeanenan 156
HI.1.1.2.1. Le test au DPPH ... e 156
II1.1.2.2. Le test au DMPD ... e e e e 156
I1.1.1.2.3. Méthode de chélation dumétal...............ooooiiiiiiiiiiii e, 156
0 O 0 O 0N P 156
I11.1.1.2.5. PRAP (phosphormolybden reducing power)............ccoovveiieiiinnieniennenn. 157
ILT1.1.2.6. CUPRAC . ... e e e 157
II1.1.1.2.7. Traitement des données pour des dosages d'activité anti-oxydante................ 157
ILT.2. EtUA@ 17 VIVO. ... e e e e e 157
HIL1.2.1. Matériel animal..........ooiuiii e, 157
IIT.T.2.2. TOXICIEE AIGUIC. .. et ettt et ettt et e ettt et e et et et e e eeaneens 157
I11.1.2.3. Etude de I’activité antiparkinSonienne. ...............ooeeiieiiiniieiiennenneennnn.. 158

I1.1.2.3.1. Répartition des LotS.........oouiiiiiii e, 158



II1.1.2.3.2. Les parametres StUdi€s. ... ....oouiiiniitiitiiiii e 158

I11.1.2.3.2.1. Etude comportementale ...............oouiiuiiiiiiiiiiiiiieieieieeieeeeennes 158
II1.1.2.3.2.1.1. Test de Porsolt........ooeiuii e 158
I1.1.2.3.2.1.2. ACtiVIt€ lOCOMOIIICE. ... eeneieett et e 158
I11.1.2.3.2.1.3. Sacrifice et analyses biologiques ............ccooiviiiiiiiiiiiiiii e, 159
I11.1.2.3.2.1.3.1. Analyse hématologique............ccoviiiiiiiiiiiii e, 159
II1.1.2.4. Etude de I’activité antioxydant iz Vivo.............oooviiiiiiiiiiiiiii i, 159
I1.1.2.4.1. Répartition des LOtS. ........oueiniin it e 159
I11.1.2.4.2. Sacrifice et analyses biologIques ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiii e 160
I11.1.2.4.2.1. Dosage des parameétres biochimiques...............c.ccovviiiiiiiiiiiieniieneennn. 160
II1.1.2.4.2.2. Etude histologique. .......c.ooniiiiii e 162
T2, RESUIALS . .oeee ettt e e eee e 163
0 OO TR 20 1 (S 77 77 e R 163

MI1.2.1.1. Activité antioXydant ...........ccoouiiiiiiiiii e e eeeeieenee e 103

I11.2.1.2. Activité inhibitrice du cholineSterase ...........c.oovviiiiiiiiiii it 164
IIL2.2. BRUAC 17 VIVO ... e 164
I1.2.2.1. Activité antiparkiNSONIENNE .........eiuteentteteee ettt e et et e aeeenneeaneenns 164
IIL.2.2.1.1. Test de tOXICIEE ...uunnneiiit ittt ettt | 64
I1.2.2.1.2. Les tests COMPOTTEMENTAUX . ... uutenteentteenteenteeaete et eneeeteenieeaaeannens 164
II1.2.2.1.2.1. Test de POrSOlt. ....uueeiiiii i e, 164
II1.2.2.1.2.2. ACtiVIt€ 1I0COMOIIICE . .uvvte ettt ettt et e et e e e e, 165
I11.2.2.1.3. Analyses hématologique ..........coviriiiiiii i 166
IIL 2. 2. 1. 3. L. FIN S e 166



[1.2.2.2.1. Etude bioChimiquUe. ........couieiiiii e e 170

[11.2.2.2.2. Etude hiStologique. .....ooviineiit e 172

@ DI CUSSION ettt ettt 174

Chapitre VI : Salvia officinallis et le stress oxydatif aigu in vivo

IV .1. Matériel et mEthodes ... .. ..o 179
IVILL EWUAC G7 VITFO oo 179
| A% B0 T B 2> 5 ¢ 1+ 10§ R PP 179
IV.1.1.1.1. Broyagedelaplante ..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 179
IV.1.1.1.2- Extraction & polarit€ CroiSSante...........oouviiriiiiieinieiieeieeieeeeieeanenns 179
IV.1.1.1.3- Elimination du solvant organique ...............cooiiiiiiiniiiiinieiiineeeeaenan 179
IV.1.1.2. Etude de Pactivité antioXydant...............ooeiiiiiniiiiiiiii i e enaans 180
IVL2  BHUAC 172 VIVO. ..o e e e e e e 180
IV.1.2.1. Répartition des 10tS ...o.vinuiini i e e, 180
IV.1.2.2. Sacrifice et analyses biologIqUES .........cocoevniiiiiiiiiiiiii e 180
IV.1.2.2.1. Analyse hématologIQUe .......c.ovuiiniitiii it et eeeaaas 181
IV.1.2.2.2. Analyse bioChimique .........c.oiiiiiiitiiii e e et ere e 181
IV.1.2.3. Etude hiStoloIqUe ........uiieiiiiii e e e 182
TV.20 RESUILALS ..ttt e 183
| AV T 3 1116 (o 1 74 3 ¢ o S PN 183
IV.2.1.1. Activité antioXydant .........o.oouiiuiinietiie et 183
IV.2.1.2. Activité inhibitrice du cholinestérase ...............cooeviiiiiiiiiiiiiiiineeeene. 184
IV.22. BHUAC 17 VIVO. ..o e e e e 184
IV.2.2.1. Test hématologIqUE ........ovneii i e e e eeeae s 184
IV.2.2.2. Tests DIOChIMIQUES ....o.viiniitiii et eae e 185

IV.2.2.3. Etude hiStologiqUe. ......ooeiiei e e 187



@ IS CUSSION ettt e 189

Conclusion....................

Référence bibliographique



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE




INTRODUCTION




Introduction générale

Depuis ces dernicres décennies, les effets de I’industrialisation ont rompu 1’équilibre existant
entre la nature et I’humain. L’utilisation brutale et massive de métaux lourds y compris
I’aluminium et le Plomb ont peu a peu conduit a I’apparition de risques nouveaux, encore mal

évalués, d’ou on peut citer les désordres neurologiques.

Bien que les risques d’intoxication par de faibles niveaux de métaux lourds ne soit toujours
pas pris trés au sérieux par la majorité des médecins conventionnels, le danger existe bel et
bien. De nouvelles recherches ont montré que ces métaux s’accumulent dans 1’organisme et
que, pour cette raison, ils peuvent avoir des effets trés néfastes. Le plomb et I’aluminium
notamment, augmentent les risques de maladies cardio-vasculaires ou rénales, I’hypertension
et les cancers, et diminue la fertilité et la mémoire. [1-3]. La biodisponibilité des métaux
étrange de 1’organisme contribue généralement a 1’apparition de certains especes dit les
especes réactives de I’oxygene, regroupent I’ensemble des dérivés radicalaires de 1’oxygene
mais également d’autres composés non-radicalaires tres réactifs. Certaines espéces réactives
de I’azote (ERA ou RNS en anglais pour Reactive Nitrogen Species) sont parfois mentionnées
comme appartenant a cette classification puisqu’elles possédent un atome d’oxygene et
qu’elles se comportent de maniere similaire (espéces généralement radicalaires, ont un
pouvoir oxydant important, qui générées et régulées par I’organisme) aux ERO vis-a-vis du

stress oxydant [4] .

Dans l'organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydant : les enzymes
antioxydants directement synthétisées par 1'organisme (superoxydedismutases, glutathion
peroxydases, catalase) et les composés antioxydants d'origine exogene c'est-a-dire alimentaire
(les vitamines A, C et E ; les caroténoides comme le lycopéne et la lutéine; la taurine ; les
polyphénols ; certains minéraux et oligoéléments comme le magnésium, le zinc, le sélénium
et le manganese). Ces systémes antioxydants interviennent en protégeant les cellules des
dommages oxydatifs induits par les radicaux libres causant du cancer, l'artériosclérose, le
paludisme, la polyarthrite thumatoide, les maladies neurodégénératives et les processus de

vieillissement. Le principe de leur emploi pour prévenir l'apparition et le développement de



certaines maladies dans lesquelles sont impliqués des phénomenes oxydatifs semble séduisant

[5].

L’apparition de stress oxydant important peut ainsi déséquilibrer les systémes antioxydant
naturel de défense, ce qui induit un désordre général peut touchez les barricres d’enzyme
antioxydant et méme d’autre systéme tel que le systéme nerveux central notamment de leurs
role dans la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale

amyotrophique (maladie de Lou Gehrig)...etc. [6,7]

Des solutions thérapeutique était mis en évidence, mais ces dernier n’ont pas montré une
résolution satisfaisante a cause du faible rendement d’efficacité en plus des effets indésirables

peuvent ainsi donnent naissance a de nouvelles anomalies.

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des
médicaments tels que les antioxydants, les polyphénols et surtout les flavonoides sont des
antioxydants puissants susceptibles d'inhiber la formation des radicaux libres et de s'opposer a

I'oxydation des macromolécules.

L’objectif de ce travail consiste a la recherche des activités biologiques des extraits naturels
de certaines plantes choisis sur la base des connaissances traditionnelle et d’¢lucider leur
effets scientifiquement in vitro comme in vivo sur certaines maladies neurodégénérative li¢
au stress oxydant résultant de I’existence de certains métaux pertinemment 1’aluminium et le

plomb, qui garde encore un potentiel de biodisponibilité important.

Ce travail a été divisé en deux parties, la premicre étant une breve revue bibliographique des
deux métaux, 1’aluminium et le Plomb, présentant la problématique de la thése, suivie d’un
deuxieme chapitre de la phytothérapie, considéré comme solution ; La deuxiéme partie est
I’expérimentation, divisée a son tour a quatre chapitres, chacun étant réservé pour une plante

différente expliquant ainsi ses effets biologique sur les différentes anomalies provoquées.



CHAP I : METAUX LOURDS




I. Meétaux lourds

Présents naturellement dans notre environnement et utilisés industriellement, les métaux
lourds sont émis dans I’air sous forme de tres fines particules et finissent par retomber sur le
sol contaminant ainsi les animaux et les végétaux. La plupart se retrouvent donc dans notre
alimentation d’une facon spontanée ou industrielle. Certains sont essentiels au bon
fonctionnement de notre organisme tandis que d’autres n’ont aucune fonction biologique,

présentent des risques pour la santé.

On appelle métaux lourds les éléments métalliques naturels dont la masse volumique est
supérieure a 5 g/cm3. Leur réactivité et leur toxicité ne dépendent pas seulement de leur
concentration. Leur capacité a s’accumuler ou a se transformer dans les organismes vivants et
leurs propriétés éco-toxicologiques ou toxicologiques dépendent aussi de leur spéciation, ¢’est
a dire la forme chimique sous laquelle ils sont présents dans notre environnement. Focus sur

les métaux lourds les plus toxiques y compris I’aluminium et le plomb.
1. L’aluminium
1.1. L’aluminium dans la vie quotidienne

Les métaux se produisent naturellement dans l'environnement, mais des la révolution
industrielle, la distribution et la disponibilit¢ des métaux aux systémes biologiques ont
augment¢ significativement [8]. L'abondance normale d'aluminium (Al) et le développement
a la fin du dix-neuviéme sic¢cle de son amélioration électrolytique ont conspiré a faire de I’Al
le métal le plus extensivement utilisé¢ et différemment appliqué de notre époque. Derriére ses
larges applications réussies est ses propriétés chimiques extrémement souples qui se préteront
a l'utilisation continue et variée d'Al a l'avenir conduit a des changements environnementaux
[9], tel que l’acidification du sol, par exemple, le dépot acide affecte 1’agriculture, et
’utilisation quotidienne de 1I’Al dans les différentes domaines de vie a augmenté son
abondance dans le biosphére relativement le lithosphére et, concomitant, son biodisponibilité

ou son potentiel de participation dans les processus vitales[10].



Les processus géochimiques commandant le cycle et la disponibilit¢ de l'aluminium sont
significativement modifiés sous l'influence de 1'activité anthropogene. Ces changements sont
bien documentés de la littérature [9], tandis que l'impact de la plus grande disponibilité
biologique de l'aluminium dans la biosphére, aussi bien ne sont pas connus.

L'utilisation répandue des produits faits a partir ou contenants I’Al assure 1'omniprésence
d'Al dans nos corps. Il est peu probable que I'Al soit absent de n'importe quel organe, tissu,

fluide de corps ou méme cellule dans notre corps. [11]

Cependant, l'apparition d'Al comme toxine environnementale n'a pas encore recu
l'identification sérieuse en toxicologie humaine. [12]
Il est clair que beaucoup égalisent 1'omniprésence d'Al avec une influence bénigne sur la
santé. On raison pour laquelle la toxicit¢ d'Al peut seulement étre comme résultat d'une
exposition aigu€ au métal et qu'un événement de cette sorte sera extrémement rare dans la
population générale. Il est vrai que I'absorption systémique de I’Al par le corps humain soit
limitée et que ceci réduira la probabilit¢ d'une exposition aigué. [13] Il n'y a aucune
commande homéostatique de la concentration d'Al dans l'environnement intracellulaire ou
extracellulaire. [14]. L’aluminium se retrouve également :
¢ Les additifs communs contenant I'aluminium sont le phosphate en aluminium de
sodium acide, un agent de levage, et le phosphate en aluminium de sodium de base, un
émulsifiant. L'aluminium est également trouvé dans des colorations de nourriture, et
les agents anti agglutinants peuvent contenir des aluminosilicates. Le fromage traité et
le pain de mais sont les contribuants principaux aux expositions en aluminium ¢élevées
dans le régime alimentaire. La teneur en aluminium élevée de ces nourritures est en
grande partie due aux additifs. Une autre source diététique significative d'aluminium
est des produits laitiers a base de soja, qui contribuent pas moins 2.1 du magnésium
d’aluminum/jour, basés sur la prise typique d'un enfant en bas age ; cette exposition
est d'intérét particulier pour des enfants en bas age souffrant de l'insuffisance rénale
[15].
% Des cannettes de boisson en aluminium sont généralement enduites d'un polymére qui

empéche le lessivage. La concentration moyenne de I'aluminium dans des boissons de



kola s'est avérée seulement en ustensile de cuisine 0.1pg/g. en aluminium, cependant,
peut étre lessivé I'aluminium dans les substances alimentaires acides et les bases forts.
La sauce tomate cuite dans des casseroles en aluminium s'est avérée pour accumuler
3-6mg en aluminium par portion de 100 g [15].

Certains médicaments au-dessus des contraintes pharmaceutiques telles que les
antiacides et I'aspirine contiennent suffisamment d'aluminium pour augmenter la dose
quotidienne de maniere significative. Beaucoup d'antiacides se composent d'un
mélange d'Al(OH) 3 et d'autres hydroxydes, tels que le magnésium. Les comprimés
supplémentaires forte de Maalox, par exemple, contiennent 400 mg d’Al(OH) 3 et 400
mg de Mg(OH)2. [8]. La dose recommandée pour le soulagement du malaise gastrique
est jusqu'a huit comprimés par jour ; c'est-a-dire, une dose en aluminium de 3.2 g
d’Al(OH) 3, ou de 1.1 g, qui est une augmentation 30 fois au-dessus de l'exposition
moyenne venant de la nourriture et de 1'eau potable seulement. Les patients présentant
l'insuffisance rénale prennent souvent de grandes quantités d'aluminium contenant
dans les antiacides au phosphate. L'AIPO4 résultant est insoluble, facilite I’excrétion
du phosphate par les feces. D'autres expositions potentiellement significatives,
cependant probables pour étre a court terme, peuvent se produire par l'utilisation des
solutions intraveineuses : le gluconate de calcium et le phosphate du potassium sont
avérés pour contenir 5.1 mg d’aluminum/g et 17 mg/g, respectivement. [15]

Le vaccin de Diphtérie-pertussis et de tetanus, administré largement aux enfants et aux
adultes, contient un adjuvant en aluminium [16].

Des dialysés peuvent étre exposés a de grandes quantités d'aluminium par
l'intermédiaire de leur liquide de dialyse. Cette exposition a été responsable des
épisodes notables du neurotoxicitées [17,18]. La toxicité liée au liquide de dialyse
peut étre en grande partie réduite en enlevant I'aluminium du fluide. Certains ont passé
en revue constaté que le traitement de 1'eau de dialysat avec 1'osmose inverse a mené
aux diminutions en aluminium de sang. [15]

L'exposition par inhalation d'aluminium en poussi¢re de la population générale est
aussi haute que 0.14 mg/jour, basé sur la limite supérieure de 5000 ng/m3 [en air

urbain et d'estimation typiques d'exposition (1 1 air/souffle et 20 souffle/min). En



revanche, des mineurs, les fondeurs, et d'autres ouvriers en métal peuvent étre exposés
aux niveaux toxique de l'aluminium a travers et des aérosols et la poussicre. Un
groupe de soudeurs en aluminium, par exemple, a été expos¢ a 2.4 mg/m3
d'aluminium [15], (moyenne 8h /poids moyen), qui résulte dans l'inhalation de 23mg
au-dessus d'un décalage de 8hr.

L'exposition par l'intermédiaire de l'inhalation a la poussiére en aluminium comme
mesure proprophylactique étaient délibéré [19].

Avant que chaque décalage, les mineurs aient été exposés aux 20.000 a 34.000 pg/mn
en poussieres d’aluminium dans un secteur fermé, pendant 10 minutes, ayant pour
résultat des expositions moyennes estimées de 375 mg/an. Les mineurs exposés et non
exposés n'ont pas différé de maniére significative dans l'incidence des désordres
neurologiques, mais les mineurs exposés ont réalisé les points inférieurs aux examens

cognitifs et avaient des déficiences en mémoire. [15]

1.2. Propriétés chimiques et spéciation de I’aluminium

L’aluminium peut prendre plusieurs formes en solution, dépendantes du pH présenté en

tableau N°1.

Tableau N°1 : Les propriétés chimiques de 1’Al a différents pH. [16]

pH

7,0

Propriétés et aspect

e Soluble quand il est hydrolysé
e Existe en forme de AI(OH) 3 facilement
redissoute

e Précipité en solution de complexification

e Trés soluble,
e Sous forme hexahydraté[Al(HO) ¢]*"

e abrégéenAl’ ",

e Insoluble

Le complexe électro-neutre de maltolate d'Al- (Al(mal)s) [17] semble étre idéal, puisque ce

composé peut livrer une quantité significative d'Al aqueux libre a pH physiologique [16].



Différemment, la plupart des autres sels d'Al, tels que I'AICl3, produire les complexes
insolubles a pH neutre [16]. Le maltolate d’Al augmente la concentration soluble en Al
comparativement a d'autres sels organiques d'Al comme le lactate d’Al ou I’Al-aspartate. Le
maltolate d’Al posseéde la stabilit¢ hydrolytique a pH 7.0 et il n'a aucun probléme de
propriétés chimiques [17]. Le maltolate d’Al convient au-dessus d'autres composés d'Al en
raison de sa trés haute solubilité en fraction minérale a pH 7.0, et les restrictions cinétiques en

avant au ligand échangent des réactions dans la solution neutre [18,19].

1.3.L’aluminium et les maladies neurodégénératives

Le cerveau semble étre I'un des emplacements cible les plus importants pour la toxicité de
l'aluminium.

La barricre hémato-encéphalique est normalement perméable seulement a de petites
molécules, ou a plus grandes molécules, telles que des protéines, par des mécanismes de
transport actif. En raison de cette basse perméabilité, il est important de comprendre les
mécanismes par lesquels l'aluminium imprégne la barriere. Les complexes d'Aluminium-
protéine sont peu susceptibles d'imprégner la barriere hémato-encéphalique directement en
raison de leur taille, bien que la prise négociée par récepteur soit un mécanisme possible [13].
Des récepteurs de transferrine sont trouvés en un certain nombre de types de cellules de CNS,
y compris des neurones, oligodendrocytes, astrocytes, cellules épendymaire (trouvées dans le
cordon médullaire), et cellules de plexus choroide [20]. La transferrine est censée pour jouer
un role dans le développement des cellules myélinisées. En présence d'autre, de plus petits
complexes, tel que 1’aluminium ont pu croiser la barrieére hémato-encéphalique.

Une étude de cas a été rapportée de plusieurs patients urémiques dialysés souffrant de la
toxicité de l'aluminium d'os qui ont été traités avec le des ferrioxamine, une drogue de
chélation qui chélate ¢galement et efficacement 1’existence de I'aluminium.

Les sujets de dialyse ont éprouvé des symptomes neurologiques ressemblant a la démence;
plusieurs d'eux sont morts. Les investigateurs ont conjecturé que le complexe résultant de la
desferrioxamine-aluminium, qui est beaucoup plus petit et plus soluble que les complexes en

aluminium de protéine, avait distribué dans le cerveau [15,20].



La perméabilité de l'aluminium était non saturable, suggérant un processus non spécifique tel
que la diffusion ou la pinocytose de petite molécule d’aluminium plutdt que l'attache des
récepteurs de surface cellulaire d'aluminium-transferrine.

La perméabilité de I'aluminium dans le cerveau pourrait, cependant, étre une combinaison
spécifique et des processus non spécifiques et apparaitre toujours en combinaison non

saturable, tellement l1a peuvent encore étre un réle pour la transferrine (figure 1).

Barriere hémato-encéephali gue a

Phosphorylation
dephosphorylation

Conformational
change

Figure 1: Effet de 1’aluminium sur le systéme nerveux central. [20]

L'aluminium semble étre pris d'une mode non saturable (c.-a-d., non spécifique), au moins
aux capillaires cérébraux [15].

La liaison de la transferrine (aluminium-transferrine) et de fer sont examinés au cerveau
homogénéis¢ de rat et le résultat a trouvé 1'évidence d'un récepteur qui lie les deux [20]. Les
constantes de dissociation (Kd) étaient 5.7nM pour le complexe fer-transferrine et 13.1 nM
pour le complexe aluminium-transferrine. L'affinit¢é de ce récepteur pour l'aluminium-
transferrine, bien qu'inférieur a cela pour le complexe fer-transferrine, est encore plus haute
que l'affinité des récepteurs des autres cellules (telles que des hépatocytes et des lymphocytes)
pour le complexe fer-transferrine.

La toxicité de I'aluminium dans le cerveau pourrait comporter, au moins en partie, la rupture

de 'homéostasie normale de fer et les processus cellulaires fer-dépendants.



L'aluminium peut interférer sur la liaison de fer au ferritine, une protéine de stockage du fer
[20].

Les similitudes, biochimiques, morphologiques et fonctionnelles, existent entre les
circonstances ou la toxicité de l'aluminium est connue comme agent causal de la maladie
animale ou humaine (telle que I'encéphalopathie d'aluminium dans l'insuffisance rénal) et la
maladie d'Alzheimer. Ces similitudes fournissent ce qui est devenu un corps de plus en plus
grand d'évidence soutenant le role de I'aluminium dans la genese de la maladie d'Alzheimer :
1. L'aluminium peut empécher le métabolisme de tétrahydrobioptérine, qui est important
dans la production de plusieurs neurotransmetteurs, et le métabolisme de tétrahydrobioptérine
est connu pour étre diminué dans la maladie d'Alzheimer.

2. Quand la transferrine, la protéine responsable du transport du fer dans la circulation
sanguine et un chélateur normal puissant d'aluminium, est ajoutée a 1'homogénat de cerveau
des patients qui étaient morts avec la maladie d'Alzheimer une certaine inversion de
l'inhibition métabolique de tétrahydrobioptérine se produit. Clairement il peut y avoir d'autres
explications pour cet effet autre que le déplacement de I'aluminium, mais il soutiendrait la
vue que l'aluminium peut étre impliqué et que sa toxicité n'est pas médié¢e simplement par la
mort neuronale de cellules.

3. Plusieurs études de différents groupes ont indiqué que I'aluminium est associé aux
1ésions pathologiques trouvées a l'autopsie dans les cerveaux des patients présentant la
maladie d'Alzheimer. L'aluminium semble Co-localiser au centre méme de la plaque
pathologique et dans des neurones soutenant la dégénérescence neurofibrillaire
caractéristique. Le fait que I'aluminium est trouvé au noyau de telles 1ésions pourrait suggérer
un rdle causatif.

4. Un grand nombre d'é¢tudes ont été rapportées chez les chats et d'autres mammiferes en
utilisant 'aluminium en tant qu’un des moyens d'induction modéle comportemental (et
neuropathologie) pour la maladie d'Alzheimer.

5. Dans un nombre relativement petit de cerveaux des patients mourant de
I'encéphalopathie d'aluminium, on a identifi¢ des changements neuropathologiques qui sont
semblables bien que non identique a ceux dans la maladie d'Alzheimer. La différence dans

I'embrouillement peut résulter du fait que l'intoxication aigué€ d'aluminium chez les patients



hémodialysés est trés importante comparativement a I’intoxication chronique ou supposé a
vie des patients destinés pour développer le syndrome d'Alzheimer issue de
I'empoisonnement d'aluminium, dans le contexte de I'échec rénal et d'autres, les effets
cliniques causals qui sont souvent semblables a ceux vus dans la maladie d'Alzheimer (figure

2). [21]
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Figure 2: implication de I’aluminium dans les pathologies neurotoxique et dans la MA
[20,22]

1.4.L’aluminium et le stress oxydatif

Des dommages oxydants de protéines, de lipides et de I'ADN sont provoqués par l'espéce
fortement réactive de 'oxygeéne et d'azote (ROS, RNS). Il y a une production constante de

ROS et RNS dans les cellules et dans des conditions homéostatique accumulant le ROS et le



RNS sont efficacement détoxifiés par les systemes de défense antioxydants efficaces qui
incluent les structures biochimiques telles que des vitamines (vitamine E et vitamine C) et des
enzymes antioxydantes {par exemple. la péroxydase, catalase de glutathion). [23]

Pour la maladie d’Alzheimer (MA) ils ont découvert beaucoup de facteurs qui induire
directement ou indirectement la perturbation de I'homéostasie oxydante, y compris la protéine

d'amyloide B (AB), qui est une protéine principale en neuropathologie. [23]

Les manifestations des dommages de radicaux libres observés dans la MA récemment ont été
détaillé [24,25].

En général, il peut récapituler qu'on peut observer des changements oxydants spécifiques des
désordres neurodégénérative pathologiques. Ceux-ci incluent :

e Les niveaux oxydative des métabolites changés apparus généralement en cas de maladie
neurodégénérative. [26]

* Les cellules affligées dans des désordres neurodégénérative montrent des caractéristiques
spécifiques d'une réponse au stress oxydatif.

* On peut observer des perturbations du métabolisme énergétique, particulierement en ce qui
concerne les mitochondries, qui sont accompagnées d'une plus grande production des
radicaux libres.

Les modeles animaux reproduisant des caractéristiques neuropathologiques spécifiques de la
maladie neurodégénérative montrent simultanément des signes de stress oxydant.

* Certains désordres neurodégénératives peuvent présenter en tant que formes sporadiques ou
familiéres. Dans certaines de ces formes familieres, de mutations des enzymes antioxydantes
ou de mutations en protéines qui servent indirectement a maintenir 'homéostasie radicale de
I'oxygene ou d'azote ont été trouvées.

Le fait que beaucoup de processus neurodégénérative dans le cerveau sont caractérisés par
oxydation et destruction oxydante suggerent que le cerveau soit particulierement vulnérable
aux dommages oxydants. [26]

En effet, il peut discuter que le cerveau est en effet plus prédisposé a I'oxydation parce qu'il a
des besoins en énergie ¢élevée et un taux physiologique ¢élevé de consommation de 'oxygene.

D'ailleurs le cerveau est enrichi dans les chaines latérales non saturées d'acide gras dans ses



membranes cellulaires diverses, il contient les niveaux élevés des métaux de transition qui
peuvent agir en tant que catalyseurs pour la formation du ROS et il a un niveau bas relatif des
antioxydants, comparés a d'autres tissus dans le corps [27].

Des marqueurs quantitatifs de stress oxydatif dans le cerveau de la MA ont ¢été¢ décrits et
incluent ; [27].

e Peroxydation de lipide (par exemple hydroperoxids de lipide, 4-hydroxynonenal,
isoprostanes)

* Oxydation de protéine {par exemple. carbonyliquex, nitrotyrosine de protéine)

* Oxydation d'ADN

* Glyco-oxydation {par exemple. produits finals de glycation avancg¢).

Pendant la peroxydation de lipide les chaines latérales non saturées d'acide gras d'hydrate
de carbone des phospholipides de membrane se peroxydent pendant 1'attaque par les ROS. En
effet les marqueurs de la peroxydation de cerveau ont été la conclusion biochimique la plus
¢tudiée de stress oxydatif dans la maladie d’Alzheimer (MA). Dans des études post mortem
quantitatives la peroxydation de lipide a ét¢é mesurée en mesurant des niveaux de
malonedialdeyde. En outre, I'hydropéroxyde de lipide et les niveaux d'isoprostane ont été
mesurés dans le tissu en maladie d’Alzheimer (MA). L'oxydation de protéine a comme
conséquence la formation des carbonylique ou du nitrotyrosine de protéine. Encore des études
post mortem quantitatives peuvent étre préformées en utilisant des analyses normalisées
d'oxydation et avoir été présentées dans diverses études [27].

Les résultats plus récents que les marqueurs de stress oxydatif précédent l'aspect d'autre,
caractéristiques pathologiques spécifiques préférables de la maladie, a été de grande valeur en
prouvant un réle causatif de stress oxydatif dans la maladie d’Alzheimer (MA) (figure 3).

[26,27]
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Figure 3. Role de radicaux libre dans la maladie d’ Alzheimer [23]
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1.5.L’acétylcholinesterase et I’aluminium

Il existe chez I’homme deux cholinestérases de famille de protéines largement distribuées a
travers le corps aussi bien dans le tissu nerveux que non nerveux, différant par leur origine,
leur lieu de synthése, leur structure, leur spécificité d’action, leur fonction physiologique et
I’indication de la mesure de leur activité : Acétylcholinestérase ou cholinestérase globulaire
ou encore cholinestérase vraie et Butyrylcholinestérase ou cholinestérase sérique ou

pseudocholinestérase. [ 28].

La Iésion massive des neurones cholinergiques du télencéphale basal, impliqués dans le
phénoméne de mémorisation, est a 1’origine de 1’hypothése cholinergique dans la maladie

d’Alzheimer [29] et du développement des molécules inhibant I’acétylcholinestérase.

L’aluminium a été considéré depuis un siécle un agent neurotoxique. Il est considéré de
manicre controversée un facteur a risques potentiels dans la maladie d’Alzheimer et est connu

d’avoir un sérieux effet négatif sur la capacité d’apprentissage [30, 31].

L’aluminium peut franchir la barriére hématoencéphalique et méme augmente la perméabilité
de ce barriere [32, 33,34]. L’aluminium peut exercer un effet nuisible sur 1’activité¢ de
plusieurs enzymes clé impliquées dans le métabolisme de I’acétylcholine y compris la choline

acétyltransferase et I’AChE. [35].



2. Le plomb

2.1. Le plomb dans la vie quotidienne

Le plomb a été largement employ¢ depuis des siecles a travers le monde. I1 a été utilisé
entre autres pour les canalisations d’eau, la verrerie, des peintures, des céramiques, des
toitures, des additifs de carburants, des batteries, des composants électroniques, divers

alliages.... Les romains I’utilisaient sous forme d’acétate de plomb pour conserver leur vin.

L'exposition au plomb peut se produire en respirant I’air ou des poussiéres sur un lieu
de travail, en mangeant des aliments contaminés ou en buvant de I'eau contaminée. Un travail
ou des loisirs tels que la fabrication de vitraux augmentent le risque d'exposition au plomb.
Certains produits de soins de santé ou des remedes folkloriques peuvent contenir du plomb.
Les enfants peuvent étre exposés en mangeant des €cailles de peinture au plomb ou en jouant
sur des sols contaminés. Le plomb peut endommager le systéme nerveux, les reins et
I’appareil reproducteur. L'EPA (Environmental Protection Agency) limite a 15 pg/l la

concentration maximale en plomb dans I'eau potable [36,37]

Le retrait du plomb de peintures, des élément du plomberie et de I’essence a réduit
considérablement 1’exposition et la biodisponibilité de ce dernier. [38]. Cette diminution de
I’exposition a entrainé une réduction significative du niveau de plomb retrouvé dans le sang

(plombémie) [39].

2.2. Propriétés chimiques du plomb

Le plomb (Pb) est un élément trace métallique (ETM), de couleur gris bleuté, est un

¢lément ubiquitaire que 1’on trouve naturellement dans les sols a la moyenne de 16 ppm.

L’eau déminéralisée, ou légerement acide, attaque, en présence d’air, les canalisations

en plomb est peut ainsi provoquer des intoxications [40].



De méme, les acides organiques (acide acétique, tartrique etc...) peuvent dissoudre le

plomb ce qui interdit son emploi dans les ustensiles culinaires [41].

Le plomb existe sous forme métallique, inorganique et organique. Le plomb métallique
est insoluble dans 1’eau, trés malléable et résistante a la corrosion [41]. Le plomb prend une
forme inorganique lorsqu’il s’associe a certains composés pour former des sels de plomb.
Parmi les sels de plomb les plus fréquemment rencontrés, on retrouve ceux du chlorure, du
chromate, du nitrate, de I’oxyde, du phosphate et du sulfate. Quant au plomb organique, il se
présente le plus souvent sous forme de plomb tétraméthyle (Pb(CH3)4) et de plomb
tétraéthyle (Pb(CH2CH3)4) [41].

Tableau 2 : Propriétés physicochimiques du plomb [42]

Propriétés Valeurs

Masse molaire 207,2 g/mol

Pression de Vapeur 4,21*¥102Paa327.,6'C
Solubilité dans 1’eau Non soluble 2 20°C
Etats d’oxydation 3(0, +2, +4)

2.3. Les conséquences neurodégénératives du plomb

L’exposition au plomb peut entrainer des effets nocifs sérieux sur la santé, et peut
méme étre mortelle & de fortes doses. Le plomb peut s'accumuler dans le corps, et son
exposition, méme a de tres faibles doses, peut s'avérer dangereuse, il peut nuire de fagon
permanente le développement des enfants, y compris le développement intellectuel et le
développement comportemental [43].

Le plomb passe la barriére hémato-méningée, modifiant éventuellement sa perméabilité,
et se fixe dans tout le cerveau, mais plus particulierement au niveau du plexus choroide, des

méninges [44] de la substance grise frontale et occipitale, de la queue et du thalamus [45].

Certaines modification biochimiques peuvent étre produite d’ou on peut citer

-Une diminution de 1'activité cholinestérasique [46, 47].



-Une augmentation de l'activité dopaminergique : Les effets neurotoxiques du Pb
incriminent une augmentation de la dopamine sous l'effet du Ca™ dont la liaison est

augmentée au niveau du noyau caudé sous l'influence du Pb [48].
-Une diminution de 1'activité de I'acide y amino-butyrique (GABA) [49].

Les principaux effets observés expérimentalement sont une diminution de Ia
mémorisation [50], [51], de l'acquisition des tests d'apprentissage chez le singe [52],

d'orientation et de discrimination chez le rat [53].

Certains auteurs ont mis en évidence une diminution de I'activité chez la souris [54] ou

le rat [55] pour de faibles expositions.

Chez des ouvriers exposés, quelques études ont révélé une action du Pb sur l'apparition:
de troubles psychiques [56], de troubles de I'équilibre [57] et d'une différence significative de
la vitesse psychomotrice et de mémoire a long terme [58], [59], avec une bonne corrélation

avec la plombémie et les PPZ.
2.4. Le plomb et le stress oxydatif

Une fois ingéré, le plomb peut rester dans le tube digestif une durée importante (20jours chez
les oiseaux) [60]. Pendant ce temps, Pb peut étre dissous absorb¢ par le tractus intestinal pour
arriver a la circulation sanguine, le Plomb peut ensuite étre déposés et accumulés dans les
tissus moux tels que le foie ou les reins et, finalement, dans 1'os [60]. Le plomb agit a au
niveau moléculaire et peut donner lieu a une gamme d’effets sub-létals et aigus qui ont été
largement reconnus chez le gibier d'eau [60]. De cette fagon, les valeurs seuil de
concentration du plomb Pb au niveau tissulaire est prise comme critere de diagnostic, qui ont
¢été rapportés selon l'altération des fonctions biologiques et les signes cliniques d'intoxication
[60]. Contrairement a d'autres tissus, le sang peut étre utilisé pour la biosurveillance, car c’est
un systeme non-destructif [61]. Le plomb dans le sang a une haute affinité pour le groupe
sulthydryle (SH) et peut donc inhiber certains enzymes comportant ce groupe fonctionnel, et
possede également une activité antagonistique avec certains métaux essentiels nécessaires

pour le bon fonctionnement des enzymes a activités antioxydante [61].
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Figure 4 : effets du plomb sur les enzymes antioxydants et leurs cofacteurs induisant

I’inactivation.

L'enzyme d-aminolévulinique déshydratase (ALAD) est la premiére qui est inhibée par le
plomb Pb, via la liaison directe de Pb aux groupes SH, qui sont essentiels pour l'activité
catalytique de l'enzyme [62,63]. L’ALAD est impliqué dans la premiére étape de la voie
mitochondriale de biosynthése de I’héme pour maintenir le taux d’hémoglobine contenu dans

les érythrocytes [63].
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Figure 5 : effets du plomb sur la biosynthése de ’héme

Plus loin, en plus l'activit¢ de I'ALAD est corrélée négativement avec la concentration
sanguine du plomb (plombémie) utilis¢é comme biomarqueur spécifique pour le plomb Pb
[64,65]. Ici, en méme temps que l'activité du plomb Pb lui-méme, 1’accumulation cellulaire
d'acide d-aminolévulinique (ALA) en raison de la l'inhibition de l'activité de 'ALAD, induit
la production d'especes réactives de l'oxygene (ROS), ce qui déclenche une altération de
I’équilibre antioxydant/oxydant et ainsi le stress oxydatif cellulaire [66], le plomb pb induite
les ERO peut oxyder les acides gras de la membrane initiant la peroxydation lipidique,
modifier les protéines, oxyder les protéines qui n’ont pas de groupe SH et endommagent
I'ADN [66]. Le piégeage des radicaux libre, la prévention des dommages et de réparation
sont fournis par voie enzymatique désactivateurs chimiques et fixateurs, qui, ensemble,

composent le systéme antioxydant [66].



CHAP II : PLANTES MEDICINALES




I1. Plantes médicinales

Les soins par les plantes sont utilisés traditionnellement depuis des millénaires pour soigner
les maux les plus courants. Ces soins permettent soit de prévenir l'apparition de maux, de

favoriser la régulation et le soutien de 1'organisme ou méme de guérir certaines anomalies.

1. Phytothérapie

Le traitement actuel de la toxicit¢é aux métaux lourds se base surtout sur la chélation
métallique ; en plus de quelques correcteurs enzymatiques et hormonales, mais cette dernicre

présente d’autre complication et inconvénient d’ou on peut citer :

- Les agents chélateurs ne mobilisent pas le métal osseux.

- En cas d’intoxication grave on utilise des agents de chélation comme ’EDTA ou le
succimer par perfusion. Ces traitements vont accélérer 1’élimination urinaire du métal mais

¢liminant aussi le fer Fe, le calcium Ca, la magnésium Mg , et le zinc Zn- [67].

- Tous les traitements médicamenteux présentent des effets secondaires par exemple 'EDTA
(Néphrotoxicité, toxicité gastro-intestinale (supplémenter en Zn), augmentation des troubles

occasionnelle, ne peut pas dépasser 5 jours ou 2 g par jour en une prise) [68].

- Le nombre de séances de traitement dépend de la gravité de I’intoxication. Ce nombre est
limité car les agents de chélation se lient aussi avec les minéraux indispensables, comme le fer

et le zinc et certains peuvent €tre toxiques pour la fonction rénale [67].

Malgré les multiples progres de la médecine moderne, il y’a un net regain d’intérét vis-
a-vis de la phytothérapie. Selon I’OMS plus de 80% de la population mondiale ont recours a
la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de la santé [69].

De méme les recherches récentes sont orientées vers la phytothérapie considérée comme
un traitement plus efficace et moins dangereux.

Dans notre société 1’utilisation des plantes et les produits a base des plantes sont

augmenté de facon tres rapide.



1.1. Quelques plantes

1.1.1. Hypericum :

1.1.1.1. Description et propriété

Hypericum (Hypericaceae) est l'une des plantes utilisées traditionnellement dans la

médecine [70].

L' Hypericum contient un certain nombre de composés biologiquement actifs
naphtodianthrones (hypéricine et pseudohypéricine), phloroglucinols (hyperforine et
adhyperforine), des flavonoides, des procyanidines, les tanins, les huiles essentielles, les
acides aminés, les phénylpropanoides, les xanthones et d'autres composants hydrosolubles
[71].Les expériences pharmacologiques ont montré que cette espéce a des activités
antiulcérogeénes, anti-inflammatoires, anti -tumoraux antimicrobiennes et antioxydantes

[72,73].

Hypericum est I'un des neuf genres qui forment la famille Hypericaceae [74,75]. Ce genre
se compose d'environ 500 especes d'arbustes, d'herbacées et quelques arbres. Les membres de
Hypericum sont distribués dans le monde entier, avec un centre principal de la richesse en
especes dans les régions tempérées de 1'hémisphére Nord. Dans les régions tempérées froides
Hypericum est originaire principalement des plaines et les zones montagneuses, tandis que
dans les régions tropicales et les régions tempérées chaudes, il est presque toujours confinée
aux habitats de montagne de haute altitude. Hypericum se produit dans presque tous les types
d'habitats tempérés, mais il est rare de trouver dans 1'eau sauf dans de trés faibles profondeurs

[74].

Les especes du genre peuvent étre généralement reconnus par leurs feuilles (opposée,

stipules manquent simples et enti¢res), des fleurs jaunes avec pétales libres et plusieurs



¢tamines en 3 ou 5 fascicules, styles libres, et la présence de pale et parfois sécrétions
glandulaire rouge a noir (glandes). Le fruit est, en général, une capsule déhiscente, contenant

petite lumiére cylindrique brune a grains noirs. [76-78].

*Régne : Plantae - Plants

*Sous-régne: Tracheobionta- Vascular plants

*SuperdivisionSpermatophyta -Seed plants

*Division : Magnoliophyta- Flowering plants

*Classe : Magnoliopsida - Dicotyledons

» Sous-classe : Dilleniidae

*Ordre : Theales

*Famille : Clusiaceae — Mangosteen

*Genre: Hypericum L. — St. John’s wort

1.1.1.2. Origine du nom

Malgré les tentatives de certains lexicographes a dériver d'hypo ou hyper (au-dessous ou
au-dessus) et ereikon (la lande), i. e. une «plante qui se développe dans la lande» [79], le sens
et la dérivation de Hypericum est trés claire. Le nom vrepeikov (upereikon) a été donné par
les Grecs a une plante qui ils ont accroché au-dessus de leurs personnalités religieuses pour
conjurer les mauvais esprits (vep = dessus, ewwv = 1'image). Car depuis les temps anciens,
les dépressions (ou des conditions similaires) ont été expliqués par des démons maléfiques qui
habitent la personne malade. Hypericum était un reméde commun pour ce que nous appelons
auyjourd'hui une dépression, qui a €té considéré comme ayant «le pouvoir de chasser les

mauvais esprits» chez 'homme. [79].



le nom est d'abord mentionné par Nikander dans le deuxiéme siecle avant JC, puis 250

ans plus tard par Dioscoride [80].

1.1.1.1.3. Phytochimie et pharmacologie

Un mélange complexe de métabolites secondaires bioactifs dans plusieurs espéces
d'Hypericum les rend précieux comme des médicaments a base de plantes [81-83]. Hypericum
perforatum (millepertuis commun St. John), certainement le représentant le plus abondant et

le plus connu dans le monde entier, est aujourd'hui I'espece la plus étudiés du genre [84].

1.1.1.2. Hypericum perforatum :

Tiges 10-110 cm, debout, parfois enracinement, 2 doublés, avec des branches croissant

Feuilles 5-35 mm, étroitement ovales ou lancéolées a elliptiques-oblongues ou linéaires,

parfois oblancéolés, sessiles ou presque sessiles, avion, toujours gros points translucides.

Sépales lancéolées a oblang ou elliptique, aigu a acuminé ou Shortyaristate, entiére, sans
ou avec quelques points noirs superficiels.petals§-15 mm, avec quelques points noirs

marginaux et des stries noires parfois superficielles.

Capsule 5-9 mm, ovoide a pyramidale, avec vittae dorsale et des vésicules latéraux.

Habitats secs dans les régions mésophytes, prés de 1'eau ailleurs,-2500m

[85].

e Reégne : Plantae -Sous-regne : Tracheobionta

e Division : Magnoliophyta

e C(lasse : Magnoliopsida -Sous-classe : Dilleniidae



e QOrdre : Theales

e Famille : Clusiaceae

e QGenre : Hypericum

1.1.1.2.1. Identification chimique constituents de H.perforatum [86].

Tableau 3 : constituant majeurs de I’ H.perforatum

Naphtho- Flavonoids | Proanthocya | Biflavones | Xanthones | Phlorolucinol | Amino
dianthrones nidins S acide
Derivative
s
-Hypericin Hyperoside | Catechin 13, 18- | 1, 3, 6,7- | Hyerforin GABA
biapigenin | tetrahydro
-Pseudohypericin | Rutin Epicatechin Xy- Adhyperforin | Melatonin
amentofla | xanthone
-Cyclopseudo- Quercetin Procyanidin | vone
hypericin B2
Quercetrin
-Isohypericin
Isoquercetri
-Protohypericin n
Campherol
Luteolin
Mangiferin

Hypericin, R=H
Pseudohypericin, R = OH

\

Hyperforin, R=H
Adhyperforin, R = CH,

Paxanthone, R = OH

3-Methoxypaxanthone, R = OMes«




Figure 6: Structure composition de hypericin , hyperforin et paxantone compounds de

hypericum perforatum [86].
1.1.1.3. Hypericum thymbrifolium
1.1.1.3.1. Description botanique :

Tiges 9-22 cm, dressée, glabre, parfois rouge glande pointillés. Les feuilles sur les tiges
principales 7-13 mm, linéaire, révoluté, habituellement mucronat, papilleuses - pubérulent ou
subglabre, cylindrique inflorescence ou étroitement pyramidal, beaucoup fleuri. Sépales +
étroitement oblongs a ovales-lancéolées, aigués, avec des glandes sessiles ou marge

glandulaire-denticulate. Pétales 5-7 (-9) mm. Capsule 3-4,5 mm
Subglobose, steppe peu rostrate.FL.6.Calcareous,920-1500 m.

La classification botanique est identique a I’espéce précédente (H. perforatum)
Endémique; liée a H. pseudolaeve et H.lydium. IR-Tur.element.

1.1.2. Boswellia :

Boswellia (encens) est un modéré-a-grand arbre d’embranchement trouvé en 1’Inde, 1’ Afrique
nordique, et le moyen-Orient. Des bandes de I’écorce de Boswellia sont épluchées loin,
rapportant une oléorésine gommeuse. Des extraits de cet exsudat gommeux ont été
traditionnellement employés dans le systeme d’Ayurvédique de la médecine en tant qu’un

antiarthritique, astringent, I’expectorant, et antiseptique

Le genre Boswellia regroupe une vingtaine d’espéces d’arbre ou d’arbustes de la
famille de Burceraceae originaire d’Afrique ou d’Asie, produisant une résine aromatique. La

résine de plusieurs especes est exploitée sous le nom d’encens ou oliban [87].

1.1.2.1. Historique de la boswellie :

En Inde, en Chine et en Afrique du Nord, on emploie la résine de boswellie depuis des

millénaires. Les Egyptiens s'en servaient notamment pour I'embaumement.



Traditionnellement, on faisait briler la résine de diverses espéces de Boswellia durant les
cérémonies religieuses. On dit que la fumée de ces résines induit un état propice a la

méditation, a la priére et a 'expérience spirituelle. [87].

1.1.2.2. Description :

Les feuilles caduques des Boswellia sont alternes, composées et imparipennées. Les petites

fleurs blanches, vertes, jaunes ou roses sont réunies en racémes ou en panicules et comportent

cinq pétales et un calice a cinq dents.

Figure 7: I’arbre a encens (Boswellie) [88]

1.1.2.3. Classification botanique

Noms communs : boswellie, boswellia, arbre a encens.

Nom botanique : Boswellia sp.

Famille :burséracées.

Noms anglais : boswellia, frankincense, indian frankincense.
Partie utilisée : la résine qui exsude du tronc, aussi appelée encens, encens d’Inde ou oliban.
Habitat et origine : grand arbre originaire de 1'Inde et implanté également en Afrique du

Nord et au Moyen-Orient.

a. Gout et Odeur



Gout de Boswellia sp amer, bonbon, Astringent, doux et effet digestif de poteau
piquant.

L’odeur des espéces de Boswellia sp possédent un arome résineux balsamique et frais
plaisant, doux et profond. Il est compar¢ avec les notes fruitées et de citron et la pomme verte
et les notes d’épice [89].

b. Matiere premiere

La substance utilisée est la résine de I’arbre Boswellia Sp. La résine est une substance
pateuse de couleur jaune translucide. Elle suinte de 1’écorce de I’arbre. La résine est extraite
de I’arbre par raclage d’une portion de 1’écorce, de 15 a 20 cm de large. Chaque arbre donne
environ 1 kg de résine par an. Par un procédé¢ industriel d’extraction 1’on obtient un extrait
final représentant environ 12% du matériel initial. Le constituant majeur est ’acide

boswellique, il représente 30% des acides boswelliques contenus dans I’extrait [90].

Figure 8 : la résine de Boswellia Caarterii  [89]

1.1.2.4. Composition chimique de la résine boswellique
1.1.2.4.1. Les constituants
La résine de Boswellia sp se compose de trois parties différentes :
- L’huile essentielle
- Les terpénoides
- La gomme

a.L’huile essentielle



L’huile est de couleur jaune pale et posseéde une odeur agréable [90]. L huile représente
16% de la résine totale. Elle contient essentiellement des monoterpenes (13.1%), des
sesquiterpenes (1%), et des diterpenes (42.5%) [91].

Des analyses chromatographiques ont révele une douzaine de constituants différents
dont les proportions sont variables en fonction de I’arbre source. Sur le plan biologique, elle
semble avoir un effet immunostimulant en activant la prolifération lymphocytaire.

b. Les terpénoides

Ils sont extraits a partir de la fraction non-volatile de la résine par précipitation avec de
I’hydroxyde de Baryum.

Les analyses de la fraction non volatile de la résine ont révele la présence de 5
constituants essentiels [92] :

-les acides terpéniques

-les composés neutres: methylchavicol, a et B-amyrines, serratol, alcool diterpénique,
phytostérol et B-sitostérol.

-les acides triterpéniques tetracycliques

-les acides triterpeniques pentacycliques dont I’acide boswellique qui est identifié
comme étant les composés responsables de I’activité anti-inflammatoire et anti-arthritique de
I’extrait de Boswellia sp [93].
¢. La gomme

La gomme est composée d’eau, d’acides glucuroniques et de sucres: glucose, arabinose,
rhamnose, galactose, fructose et idose [93].
d.Les acides boswelliques

Des acides boswellique sont extraits a partir de la gomme-résine de Boswellia sp, le
Boswellia sp se compose des 6 acides importants a— acide boswellique, acide f —boswellique,

acide AKBA de B boswellique.

Dans le Boswellia sp conventionnel de ces acides de commandant AKBA est présent
dans la gomme de 0.1 a 3% seulement. Les acides boswellique présentent les propriétés anti —
inflammatoire efficaces démontrées in vitro et in vivo. Les triterpénes en acide boswellique

réduisent la synthése des leukotrienes dans les neutrophiles intacts en empéchant la 5-



lipoxygénase, I’enzyme principale impliquée dans la biosynthése des leukotrienes qui

négocient la forme d’inflammation.

La résine contient a mélange des terpénoides composées de six acides pentacycliques de
triterpéne : acide B-boswellique (BBA, le plus abondant), I’acide 11-kéto-B-boswellique
(KBA), P’acide 3-acétyl-B-boswellique (APBA), 1’acide 3-acétyl-11-kéto-B-boswellique
(AKBA), I’acide a-boswellique (aBA) et 1’acide 3-acétyle-a-boswellique (AaBA).

Les triterpénoides sont les constituants actifs et sont acides boswellique collectivement

43% acides boswellique [94].

d.1. Les acides triterpéniques pentacycliques

L'acide B-boswellique est le plus abondant des acides triterpéniques pentacycliques
boswelliques présents dans I'extrait de Boswellia sp.

La figure 08 décrit les structures chimiques des 6 acides boswelliques triterpéniques
pentacycliques les plus importants impliqués dans l'activité et le métabolisme de I'extrait de

Boswellia sp (y compris  BA) [94].
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Figure 9: structures chimiques des 6 principaux acides boswelliques triterpéniques
pentacycliques [95]
d.2. Les acides triterpéniques tétracycliques (E, F, G et H) [96]

1.1.2.4.2. Extraction des acides boswelliques



Le procédé d’extraction des acides boswelliques commence par un dégraissage de la

résine a température ambiante. Ce procédé permet d’éliminer 40% des graisses et des huiles

essentielles.

L’extrait subit ensuite une lixiviation, une extraction sélective, un fractionnement puis

une concentration sous vide qui donne une poudre de couleur créme. L’extrait final représente

environ 12% du matériel initial.

Ce procédé d’extraction donne une mixture d’acides triterpéniques pentacycliques dérivés de

I’acide boswellique [93].

1.1.2.4.3. Propriétés de la plante :

v Anti-inflammatoire de type non stéroidien [97]

v' Inhibition de la 5 —lipoxygénase [97]

Tableau 04: Principes actifs et Propriétés. [97]

Principes actifs :

Propriétés :

Acides tri terpéniques

boswelliques)

(acides

Anti -inflammatoires puissants, agissent sur
la production d’anticorps et I'immunité a
médiation  cellulaire, immunomodulants,
stimulation de la prolifération lymphocytaire,

anti-€élastases

Glycosaminoglycanes : 4-O- méthyl

-glucuronoarabinogalactane

Lubrification, consolidation des articulations




Acide uronique, stérols, tanins Elimination des molécules toxiques, anti

-oxydant

1.1.2.4.3.1. L'effet anti-inflammatoire

Une dose orale de 50 a 200 mg / kg d'un extrait alcoolique de Boswellia serrata
administrée a des rats et souris produit une inhibition marquée de I'eedéme de la patte induit
par une injection de carraghénane [97].

De plus, les acides boswelliques s’opposeraient a I’adhérence des globules blancs aux
sites ou ils causent I’inflammation [97].

L'extrait alcoolique de Boswellia serrata a eu un effet inhibiteur évalué de 42 a 60% sur
la perméabilité vasculaire induite par de I'acide acétique chez la souris [98].

Parmi les acides boswelliques présents dans l'extrait, ce sont l'acide 11-kéto-f3-
boswellique

(AKBA) et le 11-kéto-B-boswellique (KBA) qui montrent la plus forte activité [97].

On a récemment démontré que l'extrait de Boswellia serrata agissait positivement en
réduisant de manicre significative I'eedéme cérébral péri-tumoral accompagnant les gliomes, a
la dose maximale de 3 x 1200 mg. L'état clinique des patients s'est Iégérement amélioré. [95],
[99].
1.1.2.4.3.2. L'effet antiarthritique

Une administration orale de 50 a 200 mg/kg d’acides boswelliques donne une efficacité
antiarthritique comparable a celle de la phénylbutazone. Les acides boswelliques inhibent
significativement 1’afflux de cellules sanguines inflammatoires dans [’articulation. Ils
permettent également une diminution du taux de transaminases plasmatiques qui sont des
marqueurs de I’inflammation [100].
1.1.2.4.3.3. L'effet antipyrétique

I1 a été indiqué que de faibles doses d'extrait non phénolique d'oléorésine de Boswellia
sp ne modifient pas la température rectale chez des rats, alors qu’une dose de 300 mg/kg
provoque une baisse de 2°C en 30 minutes et de 2,5°C en 60 min, puis la température retrouve

son niveau normal en 2 heures [101].



1.1.2.4.3.4. L'effet hépatoprotecteur

Traditionnellement, les extraits de Boswellia sp ont plutot bonne réputation concernant
I’incidence sur le foie.

Il était signalé que les acides boswelliques donnés a fortes doses pouvaient toutefois
présenter des effets néfastes sur le foie.

L'extrait de Boswellia sp présente donc un bon effet hépatoprotecteur a faible dose
(87,5mg / kg), appuyé par les modifications histologiques et biochimiques constatées [102].
1.1.2.4.3.5. L'effet hypolipémiant

Une étude montre que la fraction soluble de B. sp diminue le taux de cholestérol total de
38-48% et augmente le taux de HDL chez des rats nourris avec une nourriture athérogéne,
illustrant son potentiel hypolipidémique [103].

L'administration intragastrique d'extrait brut a la dose de 100 mg / kg P.V. a des cogs,
des lapins et des rats nourris avec un régime riche en cholestérol réduit le taux de cholestérol
sérique de 25 a 45 % ainsi que les taux de triglycérides [104].
1.1.2.4.3.6. L'effet anti-ulcérogéne

Il a ét¢ démontré que face a plusieurs modeles expérimentaux de déclenchement
d'ulcéres gastriques ou duodénaux, les acides boswelliques ont une action anti-ulcérogéne
chez des rats, par un mécanisme sans doute multifocal qui pourrait agir en augmentant la
résistance de la muqueuse gastrique et/ou en favorisant la synthése de prostaglandines locales

cytoprotectrices et/ou en inhibant la synthese des leucotriénes [105].

1.1.2.4.3.7. L'effet anti-carcinogéne

L'extrait alcoolique de Boswellia sp a montré une activité anti-carcinogéne sur certains
types de cancers chez la souris, a inhibé la croissance tumorale par action sur la prolifération
et la croissance cellulaire. En application topique elle peut réduire le nombre de tumeurs
provoquées expérimentalement.

Sur le gliome, elle a montré un pouvoir anti-cedémateux péri-tumoral et a inhibé la

prolifération des cellules du gliome de maniére dose-dépendante [99].



Elle pourrait aussi induire I'apoptose cellulaire [103] et des études récentes montrent
que chez 'homme elle inhiberait les topoisomérases humaines I et II de certaines cellules
malignes (enzymes clefs du controle et des modifications de 'ADN dans de nombreuses
phases importantes de la réplication, de la transcription...), inhibant ainsi la croissance
tumorale [106].

Les auteurs suggérent que les triterpénoides pourraient contenir des anti-oxydants
capables de protéger contre les agents mutageénes par des mécanismes variés mais encore
hypothétiques tels qu'anti-oxydants, anti-radicaux libres (par capture), inhibition de l'effet
gentoxique, de la prolifération cellulaire et/ou de la modulation du signal de transduction...
[107].

1.1.2.4.3.8. L’effet antibactérien

La forte activité anti-inflammatoire des acides boswellique a été bien connue dans la
derniere décennie. Mais il y eu peu de travaux effectué sur les différents effets
pharmaceutiques d’oliban tel que les activités antibactériennes, antioxydantes, antivirales,
etc. L’activité antibactérienne de différentes huiles essentielles de Boswellia contre des
candidats albican a été confirmée, de méme pour les Streptocoques. Les différentes fractions
préparées a partir de 1’oliban (huile essentielle, fraction acides) a fournis un avantage pour le

criblage des constituants des espéces de Boswellia [108].

1.1.2.4.3.9. Effet antioxydant

Lors de la photosynthése, les plantes fabriquent des substances anti oxydantes pour se
protéger des effets déléteres des radiations solaires, par conséquent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydase) sont synthétisées, de plus, ces plantes
¢laborent des flavonoides qui préviennent I’oxydation, ces substances jouent deux role au
niveau de la plante: celui d’un filtre solaire et celui d’un antioxydant vis-a-vis des radicaux
libres produits par les radiations, tous ces antioxydants sont directement assimilables par notre
organisme quand on consomme des végétaux ou de produit dérivés de ceux-ci, il existe une
forte corrélation entre la consommation de légumes et de fruits et une moindre incidence des
maladies cardio-vasculaires et les cancers. Les antioxydants végétaux ont des propriétés

protectrices en matiere de matiere de vaisseaux sanguins, leurs vertus antivieillissement et



leur implications probables dans la prévention des pathologies liées au stress oxydatif, les
potentiels antioxydants, comparés a celui de la vitamine E, les plus ¢€levés pour les fruits et
légumes sont respectivement ceux de la fraise et I’ail [108].

1.1.2.4.3.10. Autres effets

D'autres activités liées a l'extrait de Boswellia serrata ont été remarquées comme le
pouvoir hypoglycémiant chez le rat, la baisse de la pression artérielle chez le chien, des effets
antiasthmatiques, analgésique, anti-diarrhéiques, immunomodulateurs, une activité
antifongique significative contre C. albicans et C. tropicalist... [103], [96].
1.1.2.4.4. Mode d’action du principe actif de la résine de boswellia
1.1.2.4.4.1. Action sur la lipo-oxygenase

Plusieurs études ont montré que les acides boswelliques inhibent de fagcon dose-
dépendante la formation de leucotriénes a partir de 1’acide arachidonique [109], [110].

Ces ¢études indiquent que ces compose€s agissent directement sur la 5-lipo-oxygénase,
prévenant ainsi spécifiquement la formation des leucotriénes.

L’inhibition de la lipo-oxygénase par plusieurs dérivés issus d’une mixture d’acides
boswelliques a été étudiée. Les résultats ont montré que la meilleure inhibition est apportée
par ’acide acétyl-11-kéto-boswellique [109].
1.1.2.4.4.2. Action sur la cyclo-oxygenase

Des expérimentations ont montré que ces acides boswelliques n’affectent pas le
fonctionnement de la cyclo-oxygénase et ne modifient, par conséquent, pas la synthése des
prostaglandines [109].

Les études menées jusque récemment affirmaient que les acides contenus dans 1'extrait
de Boswellia serrata n'agissaient pas sur l'enzyme COX [111].
1.1.2.4.4.3. Action sur les elastases leucocytaires

Une étude menée sur des leucocytes humains mis en culture a montré que 1’adjonction
d’extrait de Boswellia sp inhibait la formation de leucotrienes ainsi que [’activité¢ des
¢lastases leucocytaires dans la culture cellulaire [112]. Ces élastases sont des enzymes
proinflammatoires et leur inhibition pourrait bien contribuer a I’effet anti-inflammatoire des
acides boswelliques.

1.1.2.4.4.4. Activité anti-complémentaire



Des études in vitro menées sur des érythrocytes de moutons montrent que les acides
boswelliques peuvent inhiber 1’effet destructeur du complément sur ces cellules. L hémolyse
provoquée par les anticorps anti-hématies de moutons, contenus dans le sérum de cochon
d’Inde, est inhibée avec I’ajout de 100 pg d’acides boswelliques.

Cet effet semble étre dii a une inhibition de la C3-convertase qui intervient dans la voie
classique d’activation du complément [113].
1.1.2.4.5. Etude toxicologique

En cas de toxicité aigu€ la dose toxique d'extrait de Boswellia sp a été évaluée chez la
souris et le rat. La LD50 dans ces espéces est supérieure a 2 g / kg, par voie orale ou intra
péritonéale [97].

Des ¢études de la toxicité chronique menées chez le rat et les primates ont montré que
I’administration d’acides boswelliques pendant 3 mois a 10 fois la dose recommandée ne
montre aucun effet néfaste [94]. Une autre étude menée chez le rat montre qu’une
administration de 1g/kg d’extrait de Boswellia sp pendant 4 mois n’entraine aucune

modification biochimique ni hématologique.

1.1.3. Quercus suber L

Le Q. suber est une espece de climat tempéré. Pour prospérer, il a besoin d’une forte
insolation, d’hivers doux, d’une humidité atmosphérique d’au moins 60% toute I’année et
d’une pluviométrie comprise entre 500 et 1200 mm par an. De plus, le Q. suber préfere les
sols siliceux et acides aux sols calcaires, il est calcifuge. Grace a son systéme racinaire
pivotant performant, le Q. suber peut pousser sur des sols peu fertiles, superficiels ou

fortement argileux mais il affectionne les sols légers et riches en matiere organique [114].

1.1.3.1. Biotope et répartition

Le chéne-liége est circonscrit a la région de la méditerranée occidentale et déborde le
long du sud de la facade atlantique, ou les influences de la mer et de I’océan permettent de
tempérer la grande amplitude des oscillations thermiques et I’aridité de la saison d’été¢ du
climat méditerranéen au sens strict [114]. Le chéne-lieége est une essence endémique de la

méditerranée occidentale débordant sur les cotes atlantiques [115,116].



1.1.3.2. Systématique Quercus suber L

Quercus suber est connu dans le monde par plusieurs noms vernaculaires figure 7et

tableau 3.

Figure 10 : Arbre de Quercus suber L. et caractéristiques des feuilles et des fruits

[117]
Tableau 5 : Noms vernaculaires de Quercus suber .
Fra Chéne liege, Corcier, Surier, Suve
Eng Cork Oak, Cork Tree, Cork-oak
Ara mldll o) o) Jlall da gl

Selon la classification de Quezel et senta 1962 :

Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.

Classe : Eudicots Ordre : Rosidées



Famille : Fagacées
Genre : Quercus

Espéce : Quercus suber L [118]

1.1.3.3.Description botanique

Le chéne-liege est un arbre de grandeur moyenne, atteignant une hauteur de 10 a 15
metres (parfois 20 meétres et plus) et une circonférence de 5 métres. En peuplement mélangg,
I1 se trouve essentiellement associé au chéne vert, au chéne pédonculé et au pin maritime dans

le cadre d'une futaie irréguliére ou d'un taillis sous futaie [118].

Le chéne liege est un arbre de taille moyenne, ne dépassant guere les 13 m. Il peut
atteindre de 10 & 12 m de hauteur en France et de 15 a 20 men Afrique du Nord et au Portugal
[119].

e Le tronc est court et le houppier est étalé dans les peuplements denses et sa
circonférence atteint en général 70 cm entre 30 et 40 ans selon les conditions de

végétation [120,121].

e Les feuilles sont plus polymorphes coriaces et arrondies, plus ou moins dentées ; elles
sont d’un vert brillant au-dessus et pubescentes sur la face inférieure. Elles sont

renouvelées au printemps figurel0 [122].

Figurell : représente les feuilles de Quercus suber [119].
Les feuilles, petites (de 3 a 5 cm), alternes, coriaces, ovales-oblongues, sont bordées

de dents épineuses et cotonneuses sur leur face inférieure, et persistent sur l'arbre pendant



deux a trois ans. Les fleurs jaunatres s'épanouissent vers avril-mai, les fleurs males, en
chatons, et femelles, minuscules, sont séparées sur le méme pied. Les glands oblongs,
enveloppés sur la moiti¢ de leur longueur par les cupules, sont réunis par deux sur des
pédoncules courts et renflés. L'écorce épaisse, isolante et crevassée peut atteindre 25 cm

d'épaisseur.

o Les fleurs males pendent en chatons a I’extrémité des rameaux de I’année [123]. Les
fleurs femelles sont souvent solitaires ou groupées par trois, s’insérant a I’aisselle du

rameau de I’année. La floraison principale se déroule en printemps figure 11.

Figure 12 : les fleurs de Quercus suber [117]

e Les glandes sont des tailles variables, allongés a point courte et velue. L’arbre
fructifie a partir de 15 a 20 ans et se poursuit parfois jusqu’a un age avancé, au-dela de

100 ans figure 12 [124,125].



Figure 13 : Les glands oblongs, enveloppés sur la moitié de leur longueur par les cupules,

sont réunis par deux sur des pédoncules courts et renflés. [124, 125].

1.1.3.4. Composition chimique

La composition chimique du liége de Quercus suber L. a été déterminée pour le liege
vierge et pour licge de reproduction. Composition chimique moyenne de liege male est:
extractibles totales de 15,3%, 38,6% subérine, lignine 21,7% et 18,2% des
polysaccharides. La composition d'hydrate de carbone montre que le glucose représente
50,6% de tous les monosaccharides, xylose 35,0%, l'arabinose et le galactose 7,0% et le
mannose, respectivement, 3,6% et 3,4%. Liége de reproduction a une composition similaire a
liege vierge. Pour les cas étudiés, liege de reproduction avait pourtant moins extractives et un
montant plus élevé de la subérine. Des différences significatives ont été trouvées pour la
composition chimique du liege male par rapport a I'emplacement des industries extractives et
le contenu de polysaccharide. La variabilité entre-arbre était grande et une variation dans

l'arbre a également été enregistrée [126].
1.1.3.5. Domaines d’application et intéréts
1.1.3.5.1. Usage Interne

En usage interne, le Chéne peut étre utilisé pour traiter les hémorroides, les

leucorrhées, les hémorragies, les hémoptysies, les diarrhées tenaces, les selles sanglantes, les



gastralgies persistantes, la paresse digestive, la dysenterie, et 1'incontinence urinaire. Il sert

aussi comme traitement d'appoint de la tuberculose [126]

1.1.3.5.2. Usage Externe

En usage externe, le Chéne peut étre utilisé pour soigner les angines, les stomatites, les
pharyngites, les ulcéres atones, les engelures, les dermatoses, la transpiration des pieds, les

fistules anales, les métrites et la blennorragie [127].

1.1.4. Etude de la Sauge (Salvia officinalis)

1.1.4.1. Classification botanique

La classification botanique de Salvia officinalis [128] est présenté dans le tableau 1.

Tableau 6 : classification botanique de Salvia officinalis [128].

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Magnoliophytes
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Salvia

Espéce Salvia officinalis

1.1.4.2. Description Botanique
1.1.4.2.1. Famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées (labiées) comprend pres de 200 genres et 4000 espéces, dont
la plupart ont une importance économique due a leur production d’huiles essentielles. Des
¢tudes biologiques d’huiles essentielles des espéces Salvia spp ont montré des activités
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, en plus de leurs utilisations en cosmétique et
agroalimentaire. Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiaceaes sont des

sources riches en terpénoides, flavonoides et iridiodes glycosylés [129].



Le genre Salvia (sauge) contient pres de 900 espeéces majoritairement riches en diterpénoides

[130,131,132].

1.1.4.2.2. Espéce Salvia officinalis

Salvia officinalis est un sous arbrisseau de la région méditerranéenne, souvent cultivé
dans les jardins [133]. Il posséde de nombreuses tiges quadrangulaires ligneuses, velues, qui
mesurent de 50 a 100 cm, recouvertes de feuilles vertes, finement crénelées, qui persistent en
hiver grace a leur revétement de poils laineux. Les fleurs sont assez grandes, avec une longue
corolle de 2 a 3 cm dont la lévre supérieure est presque droite, d’un bleu violacé nuancé de
rose, groupées en €pis terminaux, comportant un calice campanulé et bilabié. L’androcée est
réduit a deux étamines, son fruit est en forme de tétrakéne ovoide [134,135]. Elle pousse sur
les terres chaudes des collines rocailleuses et calcaires, d’une fagon spontanée sur des terres

arides aux sols bien drainés des régions méridionales ensoleillées, et elle résiste a la

sécheresse [136,137].

Figure 14 : Photographies de Salvia officinalis L. [138].
1.1.4.2.3. Noms vernaculaires

Francais: Grande sauge, thé¢ d’Europe, herbe sacrée [139].
Anglais: Sage, great sage, garden sage [139].

Arabe: Souak en nebi, salmia et maramia [140].



Berbére : Tazourt [141]

1.1.4.2.4. Distribution

La sauge officinale, d’origine méditerranéenne, est trés abondante dans les montagnes
dalmates et macédoniennes. Elle pousse sur les terres chaudes des collines rocailleuses et
calcaires, d’une fagon spontanée sur des terres arides aux sols bien drainés des régions
méridionales tempérées et ensoleillées, et elle résiste a la sécheresse [142].
En Provence, il est possible de récolter la sauge toute I’année, elle est souvent cultivée dans

les jardins comme une plante médicinale et condimentaire [133,140].

1.1.4.3. Composition chimique
1.1.4.3.1. Huile essentielle

L’analyse des extraits de Salvia officinalis a montré que cette espeéce contient environ
1.0 a 2.8 % d’huile essentielle [143,144]. Les principaux constituants identifiés dans cette

huile, par la GC-MS, sont illustrés dans le tableau :

Tableau 7 : Composition chimique de ’huile essentielle de Salvia officinalis [145].

Constituant Quantité (%) Constituant Quantité (%)
a -thuyéne 0,10 o —thuyone 24,88
o -pinene 3,5 B -thuyone 8,08
camphéne 3,14 camphre 16,03
2-B -pinene 0,58 I-bornéole 4,31
B -myrcene 0,59 1,4-terpeniole 0,81
o -terpinene 0,89 Acetate 2,68
1,8-cinéole 9,79 d’endobornyl 0,82
y -terpinéne 0,15 Caryophylléne 3,9
veridiflorol 7,87 B -selinéne 3,22
manool

1.1.4.3.2. Composés phénoliques




Tableau 8 : Principales classes de composés phénoliques identifiées dans les feuilles de

Salvia officinalis [145] .

Classe Composé

Acides Acide gallique, Acide 3-0-caffeoylquinique, Acide 5-

Phénoliques 0-caffeoylquinique, Acide caféique, Acide
rosmarinique,
Acide salvianolique et dérivée, Melitrate A méthyl
saugecoumarine, Acide saugerinique, Tanshinone II
A,Acide lithospermique, Acide yunnanéiques, Acide
A melitrique, Acide royleanonique et Acide
oléanolique.

Diterpenes Acide carnosolique, Rosmadials, Carnosote de

Phénoliques méthyl,Carnosol, Epirosmanol, Epiisorosmanol methyl
ether et
Epiisorosmanol ethyl ether.

Flavonoides Hesperidine, Apigenine, Hispiduline,

et dérivés Cirsimaritine,Genkwanine, Lutéoline et Luteoline 7-
glucoside.

Tannins Catéchine et Salviatannins.

1.1.4.3.3. Polysaccharides et autres constituants

L’analyse de la partie aérienne de Salvia officinalis, par le spectre FT-IR, a décelé des

bandes caractérisant la composition de la plante en polysaccharides, en protéines et en lipides

[146,147].
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Figure 15 : Structures chimiques de quelques composés identifiés dans les feuilles de Salvia

officinalis [148,149,150].

1.1.4.3.4. Quelques propriétés thérapeutiques

Les feuilles de la sauge sont communément trés connues, non seulement comme herbe

condimentaire, mais aussi elles possedent de nombreuses propriétés tres exploitées en

médecine [151,152,153].

1.1.4.3.4.1. Activité antioxydante



Les effets antioxydants de la sauge, ont été attribués essentiellement a I’acide

rosmarinique et I’acide carnosolique [154,155]. Cette activité est trés appréciée comparée aux

plantes ayant un fort pouvoir antioxydant telles que Ginkgo biloba et Panax ginseng [156].

1.1.4.3.4.2. Activité antimicrobienne

Une ¢étude [145] a révélé des vertus bactéricides de Salvia officinalis, qui sont liées a

la présence d’un acide diterpénique ; la salvine et son ester monométhylique. Cette activité a

été confirmée par des tests microbiologiques sur des germes pathogenes tels que Bacillus

subtilis,Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella enteridis [157, 143]. Une

activité antifongique est montrée contre Aspergillus niger [158, 159].

1.1.4.3.4.3. Autres utilisations

>

La sauge, salvia officinalis, connue depuis des siécles pour ses propriétés stimulantes,
Antispasmodique, diurétique, cholérétique, antiseptique, vermifuge, la sauge jouit d’une
réputation universelle qui en fait une véritable panacée

Les feuilles ont une odeur agréable qu’ont suscitée son utilisation culinaire, son usage
stimule 1’appétit et améliore dyspepsies et atonies gastro-intestinales.

La sauge possede aussi un effet hypoglycémiant, emménagogue, cholagogue, vulnéraire
et antiseptique. Cette dernicre propriété est recherchée pour traiter les infections de la
cavité buccale et lutter contre les hémorragies digestives. Attention son essence contient
de la thuyone, cétone toxique également présente dans I’absinthe [160]

Des examens histologiques sur les rats ont révélé la disparition de nécrose hépatique et
I’infiltration des cellules inflammatoires apres avoir traité ces animaux avec l’infusion
aqueuse de Salvia officinalis [161,162].

Salvia officinalis, est utilisée pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer ; elle augmente
la disponibilité synaptique de 1’acétylcholine, par inhibition de 1’acétylcholine estérase, de
ce fait, la sauge aide a améliorer les fonctions cognitives, chez les patients souffrant de

cette maladie [151, 156].



PARTIE PRATIQUE




Introduction

Plusieurs études ont montré que le stress oxydatifs peut étre I’origine de certaines maladies
neurodégénérative y compris la maladie d’Alzheimer, la maladie de parkinson, et d’autres
désordres neurologiques. Les antioxydants captent et neutralisent les radicaux libres qui
attaquent et abiment nos cellule par plusieurs mécanismes. Les plantes choisis dans notre
expérimentation sont des plantes ayant un fort potentiel antioxydant grace a leurs

compositions riches.

Le choix des plantes de notre étude était basé sur les connaissances d’usage en médecine

traditionnelle de deux pays (I’Algérie et la Turquie).

Les plantes sélectionnées pour cette étude sont :
- laplante Hypericum (02 especes) : thymifolium et perforatum : provenant de la Turquie ;

laboratoire de pharmacognosie faculté de Pharmacie université d’Istanbul

Et trois autres plantes de provenance locale: La résine de Boswellia carterii, collectée de la

région d’Adrar. Les feuilles de Quercus suber, de la région de Chréa (Blida)
Les feuilles de Salvia officinalis, de la région d’Oum Edrou (Chlef).

L’expérimentation animale a ét¢ basée sur le modele le plus proche a 1’étre humain en
fonctionnement neurologique et hépatique : les souris de souche (NMRI, Swiss), provenant

de I’institut Pasteur d’ Alger ont été exploité dans notre expérimentation

Les parametres ciblés dans 1’étude de ces plantes étaient en générale basé sur 1’activité
antioxydant in vitro traduite par des effets stressant in vivo (maladie d’Alzheimer,

neurotoxicité, maladie de parkinson et le stress oxydatif in vivo).

L’étude in vitro a été réalisée au laboratoire de ressource végétale a I’'université de Chlef, au
laboratoire de pharmacognosie de I’université de Gazi et laboratoire de pharmacognosie de
I’université d’ Ankara. L’étude in vivo a été réalisée au laboratoire de pharmacognosie et Api-
Phytothérapie de I’université de Mostaganem, et une partie au laboratoire de Biologie animale

de ’université de Chlef.



CHAP I : HYPERICUM




Hypericum (H.Thymifolium et H.perforatum)

1.1. Matériel et méthodes

1.1.1. L’étude in vitro

La partie aérienne floraison de [’Hypericum Thymbrifolium a été recueillie de 1’est de
I'Anatolie, connu par Malatya en 2012. Les spécimens ont été identifiés et des quittances ont
¢été déposées dans l'herbier de 1'Université d'Istanbul, Facult¢ de Pharmacie (ISTE) sous le

numéro de code de I'ISTE 93194.

L’extrait de 1’espeéce de [’Hypericum perforatum provenant de la Facult¢ de Pharmacie,
département de pharmacognosie Université d’Istanbul-Turquie. Les parties aériennes fleuries
de la plante ont été recueillies de ’est de Anatolia,-Erzincan- (978m), en 2012. Les espéces

ont été identifiées au niveau de l'herbier de ['Université d'Istanbul, Faculté de

Pharmacie(ISTE), sous le numéro de code de I’'ISTE 93197. Figure 16

r

Figure 16: photo de deux especes de I’ Hypericum prise de I’herbier (Flora of Turkey)

1.1.1.1. Extraction:

Le matériel végétal (plante) séché et raffiné en poudre (10 g), extraites par la suite a

température ambiante avec 100 ml de 1'éthanol (96%) par macération (3 x 24 h) et cette



opération a été répétée deux fois. L'extrait a été filtré et séché sous pression réduite a une
température inférieure a 45 °© C. L’extrait d’éthanol brut a (1/3) est lyophilisé et stocké a (-

20°C).

L’extrait éthanolique obtenue a partir des parties aériennes de Hypericum thymbrifolium:

8,13% en poids / poids. [163]

Figure 17 : photographies des deux extraits

I.1.1.2-Etude de la composition chimique :

Chromatographie liquide haute performance (HPLC/DAD-UYV)

Les analyses HPLC/UV(DAD) ont été effectuées a I'aide d'une chaine HPLC Agilent

Technologies 1200 Series munie d’une pompe binaire et d’un détecteur UV a barrettes de
diodes (DAD-UV). Les analyses ont été réalisées en phase inverse avec une colonne HPLC de
type Eclipse XDB-C18 (150mmx 4.6mm, 5 pm).Les solvants utilisés sont de qualit¢ HPLC et
le débit est fixé a 1 ml/min. Une phase mobile composée de deux éluants (acétonitrile et
l'acide formique 40 Mm) a été utilisée pour la séparation avec gradient d'é¢lution de débit de
ImL/min. tous les solvants ont été filtrés a travers un filtre Millipore de 0,45 um. Avant
’utilisation, la longueur d'onde de détection a été fixée a 254nm pour le rutine et 330nm pour
la vitexine. Le solvant d’injection est de composition identique a celui du solvant initial de
I’analyse et le volume d’injection fixé¢ a 20 pL. Les solutions standard de rutine (1-100
ug/mL) et vitexine (1-100 pg/mL) dont les standards ont ét¢ achetés de Sigma-Aldrich
(Allemagne) et préparés dans le méthanol. Cinq niveaux de concentration différents la rutine

et vitexine ont été¢ soumis a une analyse de régression pour calculer 'équation d'étalonnage et



de corrélation. Chaque injection a été réalisée en triple pour voir la reproductibilité¢ de la
réponse du détecteur a chaque concentration. L’identification de la rutine et vitexine a été
faite par comparaison de leur temps de rétention avec celui des étalons purs par rayons
ultraviolets (UV). Tous les calculs concernant l'analyse quantitative ont été¢ effectués avec

¢talonnage externe par la mesure du pic.

I .1.1.3-Evaluation de P’activité antioxydant

I1.1.1.3.1- Test de DPPH :

L’activité anti radicalaire de I’extrait de la plante étudiée a été évaluée par la mesure de
piégeage du DPPH (1,1-Di-phenyl -2-picryl-hydrazyl) comme un radical libre relativement
stable, selon le protocole décrit par Fernandez et al. (2011). [164]

Dans ce test, les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un composé
jaune, le diphényl picryl hydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants présents dans le milieu [165]

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant0.004g de la poudre dans 100 ml de méthanol
(MeOH).Un millilitre (1 ml) de cette solution est ajouté a 2,5 ml de 1’extrait en solution dans
du méthanol a différentes concentration. Aprés agitation, les tubes sont placés a 1’obscurité, a
la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de
I’absorbance a 517 nm par un spectrophotometre.

Pour chaque dilution, on prépare un blanc .Le controle négatif est composé de 1 m de la
solution DPPH et de 2,5 ml de méthanol .Le contrdle positif est représenté par une solution
d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes
conditions que I’échantillon test.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est estimée par le

pourcentage de décoloration du DPPH selon I’équation :

AA (%) = [ (AbS controle=ADS échantillon) /Abs controlé] X100

Ou : AA(%) : ’activité antioxydante DPPH.



Abs : I’absorbance a la langueur d’onde 517 nm.

I.1.1.3.2. Peroxydation des lipides :

L’activité anti-oxydante par peroxydation des liposomes a été basée sur la méthode décrite
par Duh et al., (1999) [166] . La lécithine a (300 mg) a été mis en suspension dans 30 ml/ L
de tampon de phosphate a 10 m.moles (pH 7,4). Cette suspension a ensuite €té soniquée avec
une tige a ultrasons en utilisant un homogénéisateur (BANDELIN, Berlin, Allemagne) a des

intervalles de 30s pendant 10 min jusqu'a ce qu'une suspension opalescente ait été obtenue.

La solution soniquées : (10 mg / ml) de FeClI3, (0,125 & 5 mg / ml) d'acide ascorbique et
(0,016 a 2,5 mg / ml) de la solution aqueuse des extraits ou (0,004 a 0,0625 mg / ml) de
I’antioxydant de référence, dans cet étude le butyl-hydroxy toluéne BHT) étaient mélangés
pour produire une concentration finale de 3,08 mg/ ml en liposome ; en adition de 123,2 umol
/ L de FeCI3 et 123,2umol / L d'acide ascorbique. Aprés 1 h d'incubation a 37 ° C, la
formation de produits de la peroxydation des lipides a été dosée par la mesure des niveaux de
malondialdéhyde (MDA) avec I'acide thiobarbiturique a 532 nm selon Buege et Aust (1978)
[167]. En bref, 500 ul de ce mélange réactionnel a été¢ mélangé avec 1000ul de réactif TCA
TBA (composé de 15% p / v et 0,375% de TCA TBA dans HCI 0,25) et 14 pnl
butylatedhydroxytoluene (2% dans l'alcool absolu). Le mélange a ¢été agité par
tourbillonnement et chauffé pendant 20 min dans un bain marie. Aprés refroidissement, un
volume égal de n-butanol a été ajouté et le mélange a été secoué énergiquement. La couche de
n-butanol a été séparé par centrifugation a 3 000 t/mn pendant 10 min. L'absorbance de
1'échantillon a été lue a 532 nm. Le pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique a été

calculé en comparant les résultats étaient calculé par 1'équation suivante:

Effet d'inhibition (en%) = (1- L'absorbance de I'échantillon a 532 nm / Absorbance de

controle a 532 nm) x 100.

I.1.1.3.3. Réduction du fer FRAP
La méthode de pouvoir antioxydant de réduction ferrique FRAP (Ferric reducing antioxydant
power) est basée sur la réduction des complexes de Ferricyanure de potassium KsFe(CN)e qui

est presque incolore, et éventuellement légerement jaunatre. Ce produit chimique forme des



complexes ferreux verts apres sa réduction. La méthode se résume en mélange des extraits/la
référence qui est la quercitine (10pul) avec 25ul de K3Fe(CN)s avec un tampon de phosphate
de potassium (25ul). Cette réaction nécessite 30mn et la lecture a été faite a A = 700 nm

I .1.1.4. Evaluation de la cytotoxicité in vitro :

Le bromure de 3- [4,5-diméthylthiazol-2-yl] -2,5-diphényl-tétrazolium MTT est une eau
colorée jaune de sel de tétrazolium soluble. Une enzyme mitochondriale dans les cellules,
succinate dehydrogenase, clive le noyau tétrazolium vivant, la conversion du MTT en
formazan pourpre est le produit insoluble qui a été identifi¢ par spectrophotométrie a 570 nm
sur la base de 1'absorbance linéaire au nombre de cellules vivantes en culture.

La lignée cellulaire de rein de rat NRK-52E (NRK-52E) a été¢ obtenue de I'American Type de
Culture Cellulaire (ATCC, USA). HeLa ligne (épithélioide de col humain) des cellules
cancéreuses a €té fournie par le Département de Génétique, Université d'Istanbul, Turquie.
Les cellules ont été cultivées dans un milieu Eagle modifi¢ de Dulbecco (DMEM) / F12
supplémenté avec 10% de sérum de feetus bovin (FBS) inactivé a la chaleur et 1% de
streptomycine et de la pénicilline a 37 © C et 5% de CO2 dans un incubateur de cellules
humidifiée. Le milieu de culture a ét¢ changé tous les 2 jours. Les cellules cultivées en
monocouche a 75-85% de confluence ont été détachées avec de 1'acide éthylénediaminetétra-
trypsine pour rendre les suspensions de cellules isolées et les cellules viables ont été
déterminées en utilisant le test d'exclusion du bleu trypan et on les dilue avec un milieu pour
donner une densité finale de 105 cellules / ml. La plage de nombre de passages pour les deux
lignées de cellules a été maintenue entre 20 et 25.

100 ul de suspension cellulaire par puits ont été ensemencées dans des plaques a 96 puits a
une densité de placage de 105 cellules / puits et mis en incubation pour permettre la fixation
des cellules a 37 ° C, 5% CO2, 95% de O2 et 85% d'humidité relative pendant 24 heures.
Apres 24 h, les cellules ont d'abord été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et dilués
en outre un milieu exempt de sérum pour produire différentes concentrations. 10 pi de chaque
concentration par puits a été ajouté a plaques pour obtenir des concentrations finales des
extraits. Le volume final dans chaque puits était de 200 ul et les plaques ont ét€ incubées aux

mémes conditions pendant 24 heures.



Lors du controle de la viabilité cellulaire, nous avons constaté qu'il n'y avait pas de différence
dans la cellule comptées. Pour chaque composé, 4 concentrations ont €té testées en triple et
chaque test a été répété une fois. Au bout de 24 h, les cellules dans chaque puits ont été
quantifiées par un test MTT.

La viabilité des cellules en pourcentage a été calculée par rapport au solvant de controle
comme suit [168,169]

% Viabilité cellulaire = Abs Composés / Abs controle (Solvant) x 100

IC50 (concentration d'inhibition) valeurs ont été définies comme étant les concentrations des

composés nécessaires pour réduire 1'absorption de 50% des valeurs témoins.

I.1.2. Etude in vivo :

I.1.2.1. Matériel animal :

Un effectif de 25 souris adultes de poids moyenne de 36 g, issus de I’institut Pasteur d’Alger.
Elevés a 1’animalerie du laboratoire de Pharmacognosie et Api-Phytothérapie de I’université
de Mostaganem, ils ont ét¢ installés dans des cages en plastique transparentes de dimension
(55cm X 33cm X 19 cm) aux conditions de température 25+5 °C, et de cycle nycthéméral

12h/12h, une ration alimentaire journaliére de 12g/jour/chaque souris avec acces libre a 1’eau.

I.1.2.2. Répartition des lots:

Lot 1 : représente le lot t¢émoin (n=5) ne regoit aucun traitement.

Lot 2 : représente le model intoxiquées (n=5) exposées au chlorure d’aluminium (AICI) a
raison de (100 mg/kg) administrée par voie orale durant 12 semaines.

Lot 3 : représente le model Alzheimer provoqué par une administration orale de chlorure
d'aluminium (AICI3) (n=5) a raison de (10mg/kg) administrée par voie orale et injection intra
péritonéale (IP) de D-galactose de 0,1ml une fois par jour pendant 90 jours a une dose de

120mg/kg.



Lot 4 : model Alzheimer traité recu le chlorure d'aluminium oral AICI3 a raison de (10mg/kg)
administrée par voie orale et injection intra péritonéale de 0.1 ml (IP) une fois par jour
pendant 45 jours a une dose de 120 mg/kg et apres traité par Hypericum thymbrifolium a
raison de 200mg/kg du poids corporel sous forme de solution par voie orale..

L'étude a été effectuée pendant une période de (12 semaines).

I.1.2.3. Les parameétres étudiés
1.1.2.3.1. Activité locomotrice :
Une plaque numérotée a été employés pour mesurer chaque déplacement des souris soit
horizontal ou vertical est considéré comme un score.
Ce teste a été exécutés dans une cage de 32X32 cm? divisée 16 cases identique numérotée de
1 a 16, les souris sont inclus dans la cage, dont le nombre de cases visitées a été raccordé pour
chaque souris durant une période de 20 minutes en quatre phases, Smin de chacune.
L’expérience doit étre effectuée en silence et il est préférable de laisser un temps de repos
entre les quatre phases de test et cela a fin de permettre a la souris d’explorer son nouvel

environnement et d’éviter toute source de stress qui pourrait fausser les résultats. Figure 18

Figure 18: Cage numéroté pour le test de I’activité locomotrice
I.1.2.3.2.Curiosité (essai de trous)

Le test de la planche a trous a ét¢ cong¢u pour étudier le comportement de la souris
confrontée a un nouvel environnement.

Dans I'essai de Trou décrit par Boissier et Simon, 1962, [170] a pour but d’évaluer 1'effet
d’une intoxication et/ou un traitement sur le comportement d'exploration manifesté par la

souris.



La plaque en bois (60x45 cm), est de 50 centimetres au-dessus de la terre, parsemée 14
trous, d’un diameétre de 2 cm, espacé de 5 cm entre eux.
Le nombre de I’immersion principale des souris a ét¢ compté pendant 3phases ou

répétition, Smn chacune. Figure 19

Figure 19 : dispositif pour le test de trous.

I.1.2.3.3.Etude portant sur I’anxiété :

Deux épreuves qui sont complémentaires 1’une de I’autre sont pratiquées :
-L’épreuve du double compartiment noir/blanc.

-L’épreuve du labyrinthe en croix surélevé.

I.1.2.3.3.1. Test de compartiment noir/blanc.

Comme décrit Costall et al, 1989 [171] .Ce test permet une évaluation simple et rapide de
I'anxiété comportimentale. Il consiste de déterminer le temps de séjour dans les deux
compartiments.

Le test est composé¢ de deux compartiments (50 x 40 x 20 centimétres). L’un éclairé et
I’autre obscure, et un espace a reli¢ les deux. Pendant I'observation, I'expérimentateur s'est
assis toujours au méme endroit.

Des souris ont été placées dans 1’un des compartiments pour commencer la session d'essai.

Le temps de séjour dans les compartiments a été calculé pendant 4phases de 5 minutes. Figure

20




Figure 20 : Dispositif pour le test des deux compartiments noir/blanc.

1.1.2.3.3.2. L’épreuve du labyrinthe en croix surélevé.
Le labyrinthe est habituellement construit en forme en croix, avec deux bras ouverts et
deux bras protégés, le tout est surélevé au-dessus du sol.
Le Labyrinthe en croix suré¢levé est couramment utilisé¢ pour I'é¢tude des comportements liés
a l'anxiété chez les rongeurs (rats/souris).

Les fermés représente la sécurité alors que les bras ouvert offrent une valeur exploratoire
un animal anxieux aura naturellement tendance a préférer les espaces clos et sombres aux
espaces ouverts et éclairés. Figure 21
Partant de ce principe I’anxiété¢ comportementale, est mesuré par le degré d’évitement des

espaces ouverts du labyrinthe pendant 4phases de Smin chacune. [172]

Figure 21 : Dispositif utilisé pour le test de croix.



1.2.3.3.3. Test de Persolt

Le test de Persolt [173] ou de la nage forcée est un test de désespoir consiste a maintenir les
souris dans un bain d’eau ti¢de 21°C de hauteur de 16cm ou la souris nage pour maintenir sa
téte hors de I’eau puis s’immobilise par désespoir.
Le but de ce test c’est de calculer le temps d’immobilité pour chaque souris pendant 5 min.

Figure 22

Figure 22: Cage remplie d’eau utilisée pour le test de Persolt

I.1.2.3.4. Tests de mémoire :
I.1.2.3.4.1.Le labyrinthe a 8 bras
» "Le labyrinthe radial a huit bras", proposé par Wan et al 1997 [174] est un de plus
intensivement utilisé dans les laboratoires comportementaux, principalement en raison
de la flexibilit¢ de sa structure, permettant I'essai de la mémoire spatiale et non-
spatiale de sélection liées avec les éléments de motivation.
A. Mémoire spatiale de travail :
Cette épreuve a €té mise au point en 1981 par David Olton [175]
Dans cette version, la nourriture est déposée aux extrémités d’un bras des huit. La souris est
ensuite placée sur la plateforme centrale avec un acces libre vers tous les couloirs.
La souris doit chercher la nourriture au fond de chaque couloir, une erreur est enregistrée si
la souris visite deux fois le méme couloir. Le nombre de bras répété et non répété pour chaque

souris est comptabilisé¢ pendant une période 5 jours 5 minutes par séance. Figure 23



Figure 23: Photo de labyrinthe a 08 bras.
B. Mémoire spatiale de préférence conditionnée :
Au cours de cette expérimentation, seulement deux bras du labyrinthe sont utilisés. Un

bras éclairé avec un morceau de nourriture a son extrémité, 1’autre bras est non éclairé.

Le sujet est ainsi déposé sur la plateforme centrale avec les deux bras fermés, puis les deux
bras sont ouverts successivement pour qu’il puisse s’adapter a son nouvel environnement.

La souris est ensuite, remise dans le centre du labyrinthe et les deux bras sont ouverts
simultanément, et c’est & ce moment-1a que le test commence. Ainsi le temps de séjour dans le

bras éclairé est mesuré pendant une période de 5 minutes/jour (essai) pendant Sjours. Figure 24

Figure 24: Photo de 02 bras de labyrinthe utilisés

C. Distinction de position :

Dans ce test six bras du labyrinthe sont utilisés.
La souris est déposé sur la plateforme centrale et les six bras sont ouverts 1’un apres ’autre
trois avec nourriture et les autres sans nourriture. Apres cette adaptation de 1’animal (souris),
le test sera réalisé par 1’ouverture des bras en paire de bras appaté et non appaté (3 paires en
total).

Le score effectué¢ étant enregistré a chaque fois en raccordant le nombre de bars appatés

choisi par chaque souris. Figure 25



Figure 25 : Photo des bras avec indice utilisés de labyrinthe pour le test de distinction de
position
1.1.2.3.4.2. Piscine de Morris :

La tache consiste pour l'animal a localiser, a 1'aide des indices distaux hétérogene, une
plateforme refuge», dans un bassin rempli d'eau opacifiée par 1’addition d’un colorant
(colorant blanc ou la poudre de lait pour notre test). Pour mener a bien cette tiche la souris
dispose uniquement d'indices extérieurs au dispositif.

Le but de ce test est de décrire brievement 1’enregistrement de 1’animal et examiner sa
mémoire. Cette tdche emploie une piscine de l'eau tieéde dans laquelle une plateforme est
submergée sous la surface. Durant la mémoire spatiale de référence(MSR), la plateforme est
redue invisible pour 1’animal en étant 1égérement immergée.

Dans le cas de la mémoire spatiale de travail(MST), la plateforme est apparente en étant
émergée .Ces tests sont réalisés au cours de cing s€ances a raison d’une séance par jour et de
quatre essais successif par séance.

Les performances sont évaluées a partir des mesures du temps nécessaires pour atteindre la

plateforme « temps de latence ». Figure 26




Figure 26 : Dispositif utilis¢ pour MST et MSR

A-eau non colorée. B- Eau colorée.

I.1.2.3.5. Sacrifice et étude histologique
Apres la réalisation des différents tests de mémoire et de comportement on a disséqué les
souris afin de prélever les cerveaux pour I’étude histologique.

Etude histologique :

Etude histologique comporte sur le cerveau. Les coupes histologiques ont été réalisées au
laboratoire d’anatomie pathologique de Dr TERKIA Djawed. La technique utilisée comporte

les étapes suivantes :

1. Fixation
Déshydratation

Inclusion et réalisation des blocs

Eal A

Confection des coupes
5. Coloration et montage

Les détails de la technique sont en partie annexes.

1.3. Résultats
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1.3.1. Hypericum thymbrifolium

1.3.1. Résultats de I’étude in vitro

1.3.1.1. Composition chimique :

Le chromatogramme de [’extrait méthanolique de [’H.thymbrifolium a donné de

composition riche en antioxydant tel que I’hyperforine et la quercitine

- T T TT - mAl

FDAMulti 1

14.259
14 454

21 590 nm a1 360 nm

404

= o
;
[ aoir

0.0 25 5.0 75 100 128 180 174 200 —— T T T[T

FOA Multi 1

min i g i 18 il

Figure 1a
Figure 1b

Figure 27: Chromatogramme de [I’extrait méthanolique de I'H.thymbrifolium
Fig a)* Pseudohypericin (1) ,hypericin (2) dans D’extrait méthanolique de
I’H.thymbrifolium (Fig b)* acide Chlorogenicque (1), rutine (2), hyperoside (3),
isoquercitrine (4), quercitrine (5), kaempferol (6), quercetine (7), amentoflavone (8) et

I’hyperforine (9) dans I’extrait méthanolique de I’H.thymbrifolium (Fig b)

La composition chimique de D’extrait méthanolique de I’H.thymbrifolium présenté en

Tableau9.



Tableau 9: le % des composants chimique de I’H.thymbrifolium (moyenne + Ecart

type standard; n=3), tr (trace)

composants Temps de Equation de calibration Regression Pourcentage %

retention linéaire(r?)

(min)
Pseudohypericin 4.86 y=2.582269¢+007x+1741.874 0.9998 0.009+0.0007
Hypericin 13.93 y=6.03411e+007x+297.2292 0.9999 0.004+ 0.0001
Chlorogenicacid 4.33 y=5110294x + 1490.398 0.9999 0.296+ 0.06
Rutin 8.89 y=1.383368¢+007+5188.182 0.9999 0.010+ 0.0006
Hyperoside 10.19 y=2.849917¢+007x+526.7023 0.9999 0.168+ 0.03
Isoquercitrin 10.75 y=1.671137e+007x — 3712.788 0.9999 0.304+0.07
Quercitrin 14.41 y=1.205178e + 007 — 3518.974 0.9999 0.155+0.01
Kaempferol 17.09 y=5.183916e+007x + 4373.856 0.9999 0.001« 0.00003
Quercetin 17.84 y=3.688175e+007+18905.43 0.9999 0.039+ 0.001
Amentoflavon 20.27 y=2.207879¢+007+772.0972 0.9996 0.003+ 0.0002
Hyperforin 27.75 y=6212343x 0.9997 nd

1.3.1.2. L’activité antioxidant in vitro

Les résultats de composant phénoliques ont montré que la composition du contenu
extractible en Hypericum thymbrifolium détermine a partir de 1’équation de régression (y =
0.0016x — 0.0478) et exprimé en mg ¢équivalent d’acide gallique (GAE) était de valeur
23.1 £2.2 mg GAE/g du poids secs (Tableau 2).

Les compsant totaux extractible de 1I’Hypericum thymbrifolium déterminé a partir de

I’équation de regression de calib était 22.44 +0,3mg/g (Tableau 10).

Il y avait une grande corrélation entre les polyphénols et les flavonoids (r* = 0.999).




Tableau 10: composants extractibles totaux (EC), composants phénoliques totaux (PC) (par
equivalent d’acide gallique) et les flavonoides totaux (CE) (par équivalen de catechine) en
H.thymbrifolium. (la moyenne de trois répétition + la deviation standard. Les valeurs ayant de

différents lettres dans la méme colonne sont significantive (p < 0.05) différent)

H.thymbrifolium
EC (mmg /g dryweight) 213.5
PC (mg GAE/g dry weight) 23.10+2.2%*
PC (mg GAE/g extract) 108.0£11.3%**
Flavonoid (mg CE/g dry weight) 22.44+0.3%*
Flavonoid (mg CE/g extract) 105.3+1.6*
PC/EC (%) 10.0

Les valeurs de EC50 (EC50: concentration effective a laquelle les radicaux DPPH ont été
piégeés a 50%) de H.thymbrifolium et la quercétine 0,567 + 0,03 mg / ml et 0,064 +0,001
mg / ml, respectivement. Sur la base des valeurs de EC50, 1'activité de 1'anti-peroxydation
des liposomes de I’H.thymbrifolium était significative (p <0,05) avec une EC50 de 2,80 +
0,28 mg / ml par comparaison avec la quercétine (0,059 + 0,001 mg / ml); 'activité de
piégeage des radicaux superoxyde de I’H.thymbrifolium a été constaté similaire avec une
valeur EC50 de 0,430 + 0,006 mg / ml par comparaison avec la quercétine (EC50 = 0,461
+ 0,014 mg / ml); le pouvoir réducteur de I’H.thympbrifolium a été déterminé de manicre
significative (p <0,05) avec une valeur EC50 de 0,533 + 0,03 mg / ml, en comparaison
avec la quercétine (EC50 = 0,045 + 0,008 mg / ml). Tous les résultats sont représentés dans

le tableau 11.



Tableau 11: Les valeurs de I’EC50 de I’activité antioxydantes de H.thymbrifolium. (* CE50:
concentration effective a laquelle l'activit¢ anti-oxydante était de 50% dont les radicaux
DPPH et superoxydes ont été piégeés de 50%, 1'absorbance était de 0,5 pour pouvoir réducteur
sur les ions ferreux chélates a 50%, respectivement ; les valeurs d’EC50 ont été obtenue par
interpolation de l'analyse de régression linéaire. les valeurs sont les moyennes de trois

répétitions + écart-type. les valeurs étaient significatives (p < 0,05).

Test de Pactivite ¥ 21€urs ECso
antioxydant H.thymbrifolium La Quercetine
DPPH 0.622+0.05°  0.064 +0.001"
Anti-LPO 439 +0.08" 0.059 £ 0.001°
Pouvoir 0.571 £0.017
réducteur 0.045 £ 0.008"

1.3.1.3. La cytotoxicité in vitro

L’activité cytotoxique in vitro de I’H.thymbrifolium a été évaluée en utilisant le test
colorimétrique MTT pour les lignées cellulaires HeLLa et NRK-52E. L’ H.thymbrifolium n’a
montré aucune cytotoxicité contre le systeme de lignées cellulaires HeLa et NRK-52E avec

des valeurs de CI50 de 1,276 mg / ml et 0,993 mg / ml, respectivement.

1.3.2. Résultats de I’étude in vivo
1.3.2.1. Les paramétres comportementaux :
1.3.2.1.1. Teste de I’activité locomotrice

Les résultats obtenus aprés une intoxication chronique au chlorure d’aluminium suivi d’un
traitement par 1’extrait de [’hypericum thymbrifolium montrent qu’il ya une hyperactivité

chez les souris intoxiquées durant la premi¢re phase par contre les autres phases sont



légérement différentes avec une hyperactivité de lot Alzheimer traité dans la premier et la

troisieme phase.

On note que I’activité d’Alzheimer a diminué¢ durant les quatre phases comparativement au

témoin. Figure 28
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Figure 28: Résultat de test de I’activité locomotrice chez les souris intoxiquées (I)par 1’ AlCl3
(10mg/kg V.O), Alzheimer (alz) provoqué par I’AlICI3 (10mg/kg V.O) et le D-Galactose
(120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par I’AICl3 (10mg/kg V.O) le D-Galactose (120mg/Kg
I.P) traitées par [’Hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz traité) ; et témoins durant

12 semaines .
1.3.2.1.2. La curiosité (trous).

Les résultats obtenus lors de test de curiosité prouvent qu’il ya une légere différence chez les
souris intoxiquées contrairement aux lots Alzheimer et Alzheimer traité dont 1’activité était

décroissante. Figure 29
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Figure 29: Résultat de test de curiosité chez les souris intoxiquées (I) par I’AlICI3 (10mg/kg
V.0) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AlICI3 (10mg/kg V.O) et le D-Galactose (120mg/Kg
I.P); Alzheimer provoqué par I’AICI3 (10mg/kg V.O) le D-Galactose (120mg/Kg 1.P) traitées

par [’Hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz traité) ; et témoins durant 12 semaines
1.3.2.1.3. Test d’anxiété :

D’apres les résultats enregistrés, on remarque que les souris intoxiquées et le modele
Alzheimer préferent le compartiment obscur par contre le lot Alzheimer traité passent

beaucoup plus de temps dans le compartiment éclairé. Figure 30
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Figure 30: résultat de test d’anxiété chez les souris intoxiquées (I)par I’AICL3 (10mg/kg
V.0) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AlCI3 (10mg/kg V.O) et le D-Galactose (120mg/Kg 1.P)
; (Alz T)Alzheimer provoqué par I’AlCI3 (10mg/kg V.0) le D-Galactose (120mg/Kg I.P) et



traités par [’Hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz traité) ; et (T)témoins durant 12

semaines .
1.3.2.1.4. Test de croix

Le test de croix on note que les souris intoxiquées, I’Alzheimer, 1I’Alzheimer trait¢ et le

témoin ont passent beaucoup plus de temps dans le bras protégé avec une faible différence.

Figure 31
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Figure 31 : résultat de test de labyrinthe a deux bras surélevé chez les souris intoxiquées
(Dpar ’AICIs (10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AlCI: (10mg/kg V.O) et le D-
Galactose (120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par I’AICIs (10mg/kg V.O) le D-Galactose
(120mg/Kg 1.P) traitées par [’Hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz traité) ; et

témoins durant 12 semaines .
1.3.2.1.5. Test de nage forcée

En test de la nage forcée on a remarqué que le temps enregistrés par les souris de témoin et
I’ Alzheimer traité plus long que les souris intoxiquées et I’ Alzheimer qui enregistrés un temps

tres court. Figure 32
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Figure 32: résultat de test de la nage forcée chez les souris intoxiquées (I)par I’AlCI3
(10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AICI3 (10mg/kg V.O) et le D-Galactose
(120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par I’ AICI3 (10mg/kg V.O) le D-Galactose (120mg/Kg
L.P) traitées par [’hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz traité) ; et témoins durant 12

semaines .

[.3.2.2. Test de mémoire :

1.3.2.2. 1. Labyrinthe radiaire a 8 bras :
A)-Mémoire spatiale de travail :

Les résultats obtenus durant les cinq jours d’apprentissage montrent que les souris témoins
fréquentaient les couloirs non appatés contrairement aux autres groupes Alzheimer,

Alzheimer traité et intoxiqué. Figure 33
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Figure 33 : résultat de test de mémoire spatiale de travail (nombre d’erreurs) chez les souris
intoxiquées (I)par I’AICL3 (10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par 1I’AICl3 (10mg/kg
V.0) et le D-Galactose (120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par 1I’AlCI3 (10mg/kg V.O) le
D-Galactose (120mg/Kg 1.P) traitées par I’Hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz

traité) ; et témoins durant 12 semaines .
B)- Test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée

Aprés une intoxication chronique a I’AlClson a  observé durant les cinq jours
d’expérimentales que les souris 1’ Alzheimer traités et Alzheimer nécessitent beaucoup plus de
temps pour arriver a ’aliment du bras éclairé pendant les 5 jours d’expérimentation par

contrairement aux souris intoxiquées en phase 2, 3et 4. Figure 34
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Figure 34: résultat de test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée chez les souris
intoxiquées (I)par I’AICL3 (10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AlCls (10mg/kg
V.0) et le D-Galactose (120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par 1I’AlCI3 (10mg/kg V.O) le
D-Galactose (120mg/Kg I.P) traitées par [’hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz

traité) ; et témoins durant 12 semaines .
C)-Distinction de position :

Dans ce test on remarque que les souris témoin et Alzheimer traité enregistraient un taux

d’erreur plus €élevé contrairement aux souris intoxiquées et Alzheimer. Figure 35
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Figure 35: résultat de test de distinction de position chez les souris intoxiquées (I)par
I’AICL3 (10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par ’AICI3 (10mg/kg V.O) et le D-
Galactose (120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par I’AlCI3 (10mg/kg V.O) le D-Galactose
(120mg/Kg 1.P) traitées par [’hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz traité) ; et

témoins durant 12 semaines .
1.3.2.2. 1. La piscine de Morris :
A)-Mémoire spatiale référentielle :

Les résultats obtenus de test de mémoire spatiale de référence montre que les souris
Alzheimer enregistraient plus de temps en phases let 2 pour a arriver a la plateforme suivis
des souris intoxiqués ,par contre aux autres groupes qui ont pris moins de temps surtout le

lot Alzheimer traité. Figure 36
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Figure 36: résultat de test de piscine de Morris « mémoire spatiale de référence » chez les
souris intoxiquées (I)par I’AICLs (10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AlCIs
(10mg/kg V.O) et le D-Galactose (120mg/Kg I.P) ; Alzheimer provoqué par 1’AlCI3
(10mg/kg V.O) le D-Galactose (120mg/Kg 1.P) traitées par [’hypericum

(200mg/kg V.0O) (alz traité) ; et témoins durant 12 semaines .

B)-Mémoire spatiale de travail :

Dans ce test on a remarqué que les souris Alzheimer et témoin prennent plus de temps pour
arriver a la plateforme invisible pendant les phases 3 et 4, par contre pour les autres groupes

ont prennent moins de temps a détecté la plate-forme invisible, résultats significative du

groupe Alzheimer traité dans les phases 2et3. Figure 37
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Figure 37: résultat de test de piscine Morris « mémoire spatiale de travail » chez les souris
intoxiquées (I) par I’AICL3 (10mg/kg V.O) ,Alzheimer (alz) provoqué par I’AICI3 (10mg/kg
V.0) et le D-Galactose (120mg/Kg 1.P) ; Alzheimer provoqué par 1I’AlCI3 (10mg/kg V.O) le
D-Galactose (120mg/Kg I.P) traitées par [’hypericum thymbrifolium (200mg/kg V.O) (alz

traité) ; et tétmoins durant 12 semaines .

1.3.2.3. Etude histologique :

L’étude microscopique des coupes histologiques au niveau du cerveau chez les souris
intoxique par AlCI3 (100mg/kg p.o) intoxiqué traitées par [’hypericum thymbrifolium a une

dose de (200 mg/kg) par voie orale, comparées aux témoins durant 3mois. Figure 38
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Figure 38: ¢tude microscopique de tissus nerveux coupé a 2um coloré par ’H&E ordinaire
prise au niveau de cortex cerebral & 1I’Hippocampe de témoin ; Model Alzheimer’s intoxiqué
par ’AICIl3 par voie orale (100 mg/kg) avec une injection intra-péritonéale de D-Gal (
120mg/km) et le model Alzheimer traité par 1’ Hypericum Thymbrifolium (200mg/kg) pendant
3mois (Gx400).



(alz) cortex cerebral & Hippocampe characterisé par une diminution de la densité cellulaire et
une vacuolization (Gx400), Alzheimer traité (alz.trt) montre une diminution de la
vacuolisation et un taux cellulaire normal (Gx400).

1.3.3. Hypericum perforatum

1.3.3.1. Résultats de I’étude in vitro

1.3.3.1.1. Composition chimique

Le chromatogramme par chromatographie phase liquide de 1’extrait méthanolique de 1’ H.
perforatum(HPM) a montré la présence des méme antioxydant que 1’espéce précédente de

I’ Hypericum dont la quercitine et I’hyperforine (figure 39).
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Figure 39: Chromatogramme de [D’extrait méthanolique de I'H. perforatum
39a:Pseudohypericine (1) , hypericine (2) de I’extrait méthanolique de ’H. perforatum a
590nm 39b: acide Chlorogenique (1), rutine (2), hyperoside (3), isoquercitrine (4),
quercitrine (5), kaempferol (6), quercetine (7), amentoflavone (8) de I’extrait méthanolique
de I’H. perforatum a 360nm (Fig 39b) 39c:Hyperforine (1) de I’extrait méthanolique de
I’H. perforatum at 275nme(Fig 39c¢)

Tableau 12: % Valeurs de la composition chimique de (Moyenne * écart type

standard; n=3)

Composants Valeurs (en %)
Pseudohypericine 0.075 £ 0.01
Hypericine 0.067+ 0.04
acide Chlorogenique 0.008+ 0.001
Rutine 1.015+0.04
Hyperoside 0.491+ 0.09
Isoquercitrine 0.389£0.06
Quercitrine 0.135+0.01
Kaempferol 0.002+ 0.0001
Quercetine 0.125+ 0.005
Amentoflavone 0.006+ 0.0002




Hyperforine 3.375+ 0.5

1.3.3.1.2. L’activité antioxydant in vitro :

Tableau 13: composants extractibles totaux (EC), composants phénoliques totaux (PC) (par
equivalent d’acide gallique) et les flavonoides totaux (CE) (par équivalen de catechine) en
H.perforatum. (la moyenne de trois répétition + la deviation standard. Les valeurs ayant de

différents lettres dans la méme colonne sont significantive (p < 0.05) different)

H. perforatum

EC (mg /g poids sec) 267.8

PC (mg GAE/g poids sec) 34.65+0.9

PC (mg GAE/g extrait) 129.7+3.6

Flavonoide (mg CE/g poids | 31.80+0.9

sec)

Flavonoid (mg CE/g extrait) | 119.0 +3.3

PC/EC (%) 12.9

Table 14:

Les valeurs de I’EC50 de I’activité antioxydantes de H.perforatum. (* CES50: concentration
effective a laquelle l'activité anti-oxydante était de 50% dont les radicaux DPPH a été piégés
de 50%, l'absorbance était de 0,5 pour pouvoir réducteur sur les ions ferreux chélates a 50%,
respectivement ; les valeurs d’EC50 ont été obtenue par interpolation de l'analyse de
régression linéaire. les valeurs sont les moyennes de trois répétitions + écart-type. les valeurs

¢étaient significatives (p < 0,05).

Résultats de test de

e ain
Pactivité H. perforatum Quercetine

antioxidant

DPPH 0.27+0.12 0.064 + 0.001"




£

Anti-LPO 2.74+0.19 0.059 £ 0.001

*

FRAP 0.29+0.02 0.045 £ 0.008

1.3.3.1.3. La cytotoxicité in vitro :

Aucune toxicité de I’extrait n’était observée sur les cellules cultivées.

1.3.3.1.3. Les paramétres comportementaux :

1.3.3.1.3.1. Activité locomotrice :

Les résultats obtenus aprés une intoxication chronique au chlorure d’aluminium suivi d’un
traitement par le H.perforatum démontrent clairement qu’il y a une hyperactivité chez le
groupe d’Alzheimer durant les quatre phases d’expérimentation

Concernant I’activité¢ de souris d’Alzheimer traitées sont plus exploratrices que les souris
témoins dans les deux phases (1) (4)

Mais si on comparait les intoxiquées sont plus actives par rapport au témoin et I’ Alzheimer

traitées, ce résultat est significatif, figure 40 en générale détaille.
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Figure 40 : Activit¢ locomotrice chez les souris intoxiquées (I) par AICI3 (10mg/kg) et
I’ Alzheimer (Alz) par I’AICI3 (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg) et traitées par

H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.
1.3.3.1.3.2. Test de curiosité (trou) :

Les résultats obtenus lors de test de curiosité s’évaluent d’une fagon différente et ne refléte

aucune explication, résultat significatif a la deuxiéme phase, figure 41 en générale détaille.
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Figure 41 : Test curiosité (trou) chez les souris intoxiquées (I) par AICl3 (10mg/kg),
I’Alzheimer (Alz) par I’AICIs (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg), traitées par
H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

1.3.3.1.3.3. Test d’anxiété (Comportement éclaire et non éclaire):

Les résultats obtenus d’anxiété montre que les souris intoxiquées et d’Alzheimer préferent
rester beaucoup plus dans le compartiment €clairé que les souris témoin et d’Alzheimer traite

qui préferent rester dans le compartiment obscur pendant les deux phases (1) (2).

Par contre seulement les souris traitées par H.perforatum ont montré qu’elles pouvaient se

comporter comme les témoins, résultat non significatif, figure 42 en générale détaille.
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Figure 42: le test d’anxiété (Comportement éclaire et non éclaire) chez les souris intoxiquées
(I) par AICI3 (10mg/kg), I’Alzheimer (Alz) par I’AICI3 (10mg/kg) et injectée D-galactose
(120mg/kg), traitées par H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

1.3.3.1.3.4. Test de labyrinthe en croix surélevée :

Le test de croix a montré que les souris intoxiquées passent plus de temps dans le bras

proteéges contrairement que 1’ Alzheimer et aux autre groupes

Ainsi pour les intoxiquées traitées qui préférent rester dans le couloir protége ce qui prouve
que les résultats obtenus sont clairement hautement significatif, figure 43 en général détaille.
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Figure 43: le test de labyrinthe en croix surélevée chez les souris intoxiquées (I) par AICl3
(10mg/kg), I’Alzheimer (Alz) par ’AlICI: (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg),
traitées par H.perforatum (200 mg/kg) et t¢émoin pendent 90 jours.

1.3.3.1.3.5. Test de la nage forcée :

Dans le teste de la nage forcée on a observé que le temps d’immobilité enregistré par les
souris témoins et les souris d’ Alzheimer traiteés durant les 5 min est beaucoup plus important
que les souris intoxiquées et 1’Alzheimer qui ont enregistré un temps trés important trés
court

A propose d’Alzheimer traitées on remarque que les souris prennent plus de temps a nager par

rapport aux intoxiquées, les résultats sont non significatif .Figure 44.
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Figure 44: le test de la nage forcée chez les souris intoxiquées (I) par AICI3 (10mg/kg),
I’Alzheimer (Alz) par I’AICIs (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg), traitées par

H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

1.3.3.1.4. Test de la mémoire :
1.3.3.1.4.1. Labyrinthe radiaire a 8 bras :

A)- Mémoire spatiale de travail :

Aprés une intoxication chronique a AlCIs on a remarqué durant quatre jours d’apprentissage

le nombre de bras répété est beaucoup plus important chez les témoins et I’ Alzheimer traites
(avec un dose de 200mg/kg) dans les phases (2), (3) et (4), résultat non significatif, figure 45

en générale détaille.
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Figure 45: le test de Mémoire spatiale de travail (nombre d’erreurs) chez les souris
intoxiquées (1) par AICls (10mg/kg), I’Alzheimer (Alz) par ’AICI3 (10mg/kg) et injectée D-
galactose (120mg/kg), traitées par perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

B)- Test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée :

Lors de test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée les résultats obtenus durant
I’expérimentation montrent que les souris témoins et intoxique (Int) prennent beaucoup plus

de temps dans un bras éclaire qui contient 1’aliment

Les souris d’Alzheimer et I’ Alzheimer traitées reste beaucoup de temps dans bras non éclaire,

résultat non significatif sauf 2eme jour, figure 46 en générale détaille.
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Figure 46: le test de mémoire non spatiale de préférence conditionnée chez les souris
intoxiquées (I) par AICI3 (10mg/kg), I’ Alzheimer (Alz) par I’AlCI3 (10mg/kg) et injectée D-
galactose (120mg/kg), traitées par H.perforatum (200 mg/kg) et t¢émoin pendent 90 jours.

C)- Distinction de position :

Dans ce test on observe surtout dans le premier jour que les souris témoins et I’ Alzheimer

traitées enregistrent un longue durée dans le bras appatés qui contient I’aliment

Les souris d’Alzheimer et intoxique reste moins temps dans bras appatés par apport les souris
témoins dans la phase (2), (3) et (4), résultat significatif 2eme et 3eme jour, figure 47 en

générale détaille.
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Figure 47: le test de Distinction de position chez les souris intoxiquées (I) par AICls
(10mg/kg), I’Alzheimer (Alz) par ’AlICl3 (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg),
traitées par H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

1.3.3.1.4.2. La piscine de Morris :
A)-Mémoire spatiale référentielle :

Les résultats obtenus pendant le test de mémoire spatiale de référence montre que les souris
intoxiquées prennent beaucoup plus temps a détecter la plate-forme comparé aux autres

groupes qui mettent moins de temps.

A propose les souris d’Alzheimer traitées par H. perforatum aussi leur durée de trajet vers la
plat forme visible est moins que le groupe d’Alzheimer dans premier phase, résultat non

significatif, figure 48 en générale détaille.
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Figure 48 : le test de Mémoire spatiale référentielle chez les souris intoxiquées (I) par AICI3
(10mg/kg), I’Alzheimer (Alz) par ’AlICl3 (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg),
traitées par H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

C)-Mémoire spatiale de travail :

Concernant 1’épreuve de mémoire spatial de travail on constate que la durée mise pour
atteindre la plate-forme invisible est trés court chez les souris d’Alzheimer traitées dans
deuxiémes et troisiémes phase tandis que chez les autre groupes la durée et treés €léve,
résultat non significatif, figure 49 en générale détaille.
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Figure 49: le test de Mémoire spatiale de travail chez les souris intoxiquées (I) par AlICI3
(10mg/kg), I’Alzheimer (Alz) par ’AICI: (10mg/kg) et injectée D-galactose (120mg/kg),
traitées par H.perforatum (200 mg/kg) et témoin pendent 90 jours.

1.3.3.1.5. L’étude histologique :

L’étude microscopique des coupes histologiques au niveau du cortex cérébrale et
d’hippocampe chez les souris intoxiquées par 1I’AlCls (100mg/kg par voie orale)/D-Gal,
intoxiquées et traitées par le I’ Hypericum perforatum a une dose de (45mg/kg et 60mg/kg) par

voie orale, comparées aux témoins durant 90 jours. Figure 50






Figure 50:Etude microscopique du cortex cérébrale/Hippocampe effectuée par la
coloration(H.E) chez des souris intoxiquées par I’AlCI3 a une dose de 100mg/kg et des souris
intoxiquées traitées par 1’Hypericum perforatum durant 90 jours avec une dose de
(120mg/kg) ; (T)cortex cérébrale/hippocampe d’une souris témoins(Gx400). (I) cortex
cérébrale/hippocampe caractéris¢é par une diminution de la densit¢ cellulaire et
dégénérescence neuronale (G*x400), (Alz) présente une diminution de la densité cellulaire un
ccdéme et une vacuolisation, chez les souris model Alzheimer traitées a une dose de

200mg/kg une diminution de I’cedéme et une vacuolisation (Gx400).



Discussion

Hypericum thymbrifolium

*L’analyse phytochimique de H. thymbrifolium a été atteinte pour la premiere fois dans ce
travail. Dans cette étude, on a étudié la valeur médicinale de H. thymbrifolium. Selon la
pharmacopée européenne, les espéces Hypericum contient pas moins de 0,008% d'hypéricine.
Les résultats montrent que H. thymbrifolium contient prés de cette quantité d'hypericine
(0,007%). H. thymbrifolium contient aussi une grande quantit¢ de quercitrine (1.286 +

0,05%).

Les résultats de 1'ensemble des composés phénoliques et flavonoide totale sont donnés dans le
tableau 9 montrent la teneur en composés phénoliques extractibles dans H. thymbrifolium.
Ces valeurs est supérieure a celle détectée dans H. perforatum (0,55 += 0,01 mg GAE / g de
poids sec) [176], suggérant que ces médicaments a base de plantes peuvent servir comme
source alimentaire de substances phénoliques, Kizil et al. (2008)[73] ont rapporté que la
teneur totale en composés phénoliques de 1 mg H. triquetrifolium et les extraits éthanoliques
de V'Hypericum thymbrifolium étaient équivalents a 267 et 333 pg l'acide gallique,
respectivement. Estimation des composés phénoliques totaux a révélé que les especes
Hypericum sont une riche sourse de composés phénoliques. Ainsi, notre resultat indique que
les composés phénoliques totaux de I’extrait de H. thymbrifolium semblent étre en accord
raisonnable avec la littérature. Les composés phénoliques peuvent contribuer a 1’activité
antioxydante globale. Il existe une corrélation importante entre les composés phénoliques
totaux et le contenu flavonoide (r? = 0,999). 11 a été conclu que l'extrait peut étre une source

potentielle de composés antioxydants bénéfiques pour la santé.

*Pour les activités antioxydantes in vitro, les résultats ont montré que H. thymbrifolium a un
potentiel antioxydant important. L'aptitude de I'extrait d'agir en tant que piégeur du radical
libre DPPH ou un donneur d'hydrogéne, cela a été révélée par analyse de piégeage des
radicaux libres. L'extrait a montré l'activité¢ de piégeage des radicaux DPPH d'une manicre
dépendante de la dose. Les résultats montrent que, a 2,5 mg / ml de I’extrait (91,53 + 1,34%),

ne différent pas de activités de piégeage des radicaux libre de la quercétine (p < 0,05), qui



étaient (96,89 + 0,72%) a 0,31 mg / ml. Nos résultats sont en accord avec Kizil et al.
(2008)[73] qui a signalé I’activité de piégeage des radicaux DPPH sont similaires, 91,3% et
82,6% pour H. scabroides et H. triquetrifolium, respectivement. It a été signalé que 1'extrait
d’H. perforatum a montré un effet de piégeage des radicaux DPPH relativement élevé avec
une valeur de ClIso moyenne de 10,63 pg / ml [177]. 1l était évident que les extraits de H.
perforatum, H. triquetrifolium et H. scabroides avaient des effets plus forts sur les radicaux
DPPH par rapport a H.thymbrifolium utilisé dans cette étude. Il peut étre expliqué par la
différence de composition phytochimique. Il est connu que seuls les flavonoides d'une
certaine structure moléculaire, en particulier ceux qui ont une certaine position hydroxyle

détermineront les propriétés antioxydants [178].

*Aﬁn de confirmé I’activité antioxydant, on avait comme objectif, évaluer 1’effet in vivo de
Hypericum thymbrifolium en tant que plante antioxydant notamment sur neurotoxicité de

I’aluminium.

Les résultats obtenus de I’activité locomotrice montre que les souris intoxiquées sont moins
hyperactivités que les souris Alzheimer —traitées ce qui concorde avec les travaux de

Golube& al, 1998 ; Kumar & al, 2009. [179,180]

Dans ce teste on observe une valeur significative entre les souris Alzheimer traité et témoin
dans la derniére phase ce qui explique une relation entre les deux, résultat refléte 1’effet

modérateur de la plante sur ce comportement.

Le test de trous permet d’évaluer de comportement d’exploration manifesté par les souris
intoxiquées, a cette effet on a remarqué durant ce test que les souris intoxiquées sont moins
exploratrices que les souris Alzheimer traitées et témoins contrairement de ce qui a été trouvé

en travaux de Djebli & Rebai, 2008.[181]

Apres le test de compartiment noir et blanc on a trouvé que le lot Alzheimer et intoxiqués
passe plus de temps dans le compartiment noir par contre que lot Alzheimer —Traitées de
passe beaucoup plus de temps dans le compartiment blanc, résultat significatif concorde avec

les travaux Djebli & Rebai., 2008. [181]



Pour le test de labyrinthe a 2 bras surélevé les résultats montrent que tous les lots passent

beaucoup plus de temps dans les bras protégé avec une faible différence.

Dans le test da la nage forcé le temps d’immobilité enregistré est réduit chez les souris
Alzheimer par rapport aux autres groupes des souris, sachant que le temps d’immobilité chez
lot Alzheimer traité est trés proche de lot témoin ce qui coincide avec le résultat de Sahin &

al, 1994. [182]

Les résultats obtenus de test de labyrinthe radiaire a 8 bras, et en épreuve de mémoire
spatiale de travail a montré que le nombre d’erreurs est beaucoup plus élevé chez les souris
témoins et Alzheimer traité par rapport les souris intoxiquées, résultat hautement significatif
en phases 3et 5 chez les souris Alzheimer traité et témoin reflete I’effet thérapeutique de cette

plante médicinale.

Concernant le test de distinction de position on a remarqué que les souris Alzheimer traité et
témoin passent beaucoup plus temps dans les bras appatés contrairement aux souris
intoxiquées et Alzheimer ce qui concorde avec les résultats de Djebli & Rebai , 2008 [181]

aussi que celui de Santucci & al ,1994. [183]

Dans les phases 1, 3,5 il y a une significatif entre les souris de 1’ Alzheimer traité¢ et témoin

qui explique la diminution de les antioxydants chez les souris 1’Alzheimer traité.

Concernant le test de labyrinthe a 2 bras on a observé que les souris intoxiquées et Alzheimer
passent moins de temps dans les bras appatés contrairement aux souris Alzheimer traité et

témoin qui visitent beaucoup plus les bras appatés.

Il y a une différence hautement significative dans la troisiéme phase entre les souris de
I’ Alzheimer traité et témoin qui démontre 1’efficacité de [’Hypericum thymbrifolium comme

antioxydant.

Le test de piscine de Morris est afin d’évaluer la mémoire spatiale de travail (MST), ou
mémoire spatiale de référence (MSR), on a remarqué que les souris d’Alzheimer et les souris
intoxiqués passe beaucoup plus de temps pour arriver a la plateforme ce qui concorde avec les

résultats de Djebli & Rebai., 2008. [181]. Dans le test de mémoire spatiale de référence les



résultats du groupe Alzheimer traité étaient significative dans les phases 1,2 et 3.Dans le test
la mémoire spatiale de travail Il y a une différence hautement significative dans la phase 2,3

et 4 entre les souris model Alzheimer, Alzheimer traité et témoin.

L’aluminium absorbé par I’intestin se trouvait rapidement en circulation sanguine, et quand
on parle d’aluminium dans le sang on parle généralement d’aluminium plasmatique, ou
d’aluminium sérique ; une fraction de cet aluminium sera éliminée alors que la partie
importante s’accumule dans les tissus en causant des lésions irréversibles, résultat trouvé en

¢tude histologique[184].

Hypericum perforatum

*Un mélange complexe de métabolites secondaires bioactifs de plusieurs especes
d’Hypericum sont utiles en tant que médicaments a base de plantes [185-187]. H. perforatum
(St. John wort), certainement le plus connu dans le monde entier et représentant le plus
abondant, est aujourd'hui l'espece la plus étudiés de son genre [188]. Depuis le début des
années 90, Hypericum perforatum a été cliniquement étudiée a la fois de sa circonscription
chimique et de son activité biologique [189]. Environ 2 500 études sur Hypericum ont été
publiés a ce jour, y compris plusieurs examens ont porté sur la phytochimie de H. perforatum
[188,190,191], sa pharmacologie [192,193] ou sur les deux aspects [188,194-196].

L’analyse phytochimique de H. perforatum a été achevée dans ce travail; on a étudié la valeur
médicinale de I’H. perforatum. Selon Pharmacopée européenne, H.perforatum L. est une
plante médicinale traditionnelle avec des propriétés antidépressives et antioxydantes. Il
contient un grand nombre de constituants ayant une activité biologique documentée, y
compris les composés phénoliques, une large gamme de flavonoides et de bioflavonoides,
hypéricine, adhyperforin, amentoflavone, hyperoside et isoquercitrin [197]. Les composés
chimiques de H. perforatum sont fournis dans le tableau 12. Un total de 11 composants ont
¢été identifiés dans l'extrait dont I’Hyperforin est le constituant majeur présentant (3,375%)
cela est dii au fait que 'hyperforine est photosensible et ses concentrations les plus élevées

apparaissent juste avant la période de floraison. [197].



Il a ét¢ trouvé que l'hyperforine, un constituant majeur de /’H. perforatum, inhibe la
prolifération des cellules épithéliales et des cellules mononuclées périphériques humaines
dans le sang, méme lorsqu'ils sont stimulés par le phyto-hémagglutinine. Par ailleurs, une
autre ¢tude [198] a également justifié 'activité anticancéreuse d'extraits de I’H. perforatum
par la présence d'hyperforine et hypericine de la plante. Un travail précédent [199] a
démontré que les composés autres que I’hypericin sont trés pertinents pour piéger les radicaux
libres et efficaces en inhibition des activités de peroxydation lipidique.

Ainsi l'acide chlorogénique a été rapporté pour inhiber la peroxydation des lipides en piégeant
les radicaux peroxyle, empéchant ainsi I'ouverture de la chaine de peroxydation lipidique
[200]. En outre, l'acide chlorogénique avait été signalé comme étant un fixateur efficace
contre les radicaux peroxyle [201]. Selon une étude précédente [202]. L'acide chlorogénique
a une activité¢ antioxydante efficace. Ces données sont conformes a la caractérisation
chimique récemment publié de I’ H.perforatum [199].

Dans la présente étude, en utilisant diverses expériences in vitro, nous avons constaté que
l'activité de la xanthine oxydase XO a ¢été nettement inhibée par H.perforatum [203,204].;
I'inhibition de I'enzyme XO peut contribuer a l'action de piégeage du radical Oz par
I’ Hypericum perforatum.

L'extrait a montré 'activité de piégeage des radicaux DPPH d'une maniere dépendante de la
dose. Les résultats montrent qu’a 2,5 mg / cm® de l'extrait (31,80 £ 0,9%), ne différent pas
dans leurs activités de piégeage du radical DPPH comparativement a celle de la quercétine
(96,89 + 0,72%) a 0,31 mg / cm® (p < 0,05). Nos résultats sont en accord avec une étude
précédente [73] qui a signalé l'activité du radicale DPPH est de 91,3% et 82,6% pour H.
scabroides et H. triquetrifolium, respectivement. Il a été rapporté que l'extrait H. perforatum
montré d'effet de piégeage des radicaux DPPH relativement ¢levé avec une valeur de Clso
moyenne de 10,63 pg / cm3 [199]. 11 était évident que les extraits de H. perforatum, avait des
effets plus marqués sur les radicaux DPPH. Il peut étre expliqué par la différence de
composition phytochimique. Il est connu que seuls les flavonoides d'une certaine structure
moléculaire, en particulier ceux qui ont une certaine position hydroxyle détermineront les

propriétés antioxydants [188].



L'inhibition de Fe (III) des résultats d'analyse de la peroxydation lipidique de I'acide
ascorbique a révélé que l'extrait inhibe la formation de TBARS et la destruction des
phospholipides d'une mani¢re dépendante de la concentration. La plus forte activité
antioxydante de I'extrait a été observée a une concentration élevée (5 mg / cm?). L'activité
antioxydante de I'extrait a ét¢ déterminée plus faible que l'activité de la quercétine. Sur la base
des valeurs de CEso, 'activité antioxydante de I’ Hypericum perforatum a été significativement
plus faible (p <0,05) avec une CE50 de 2,74 + 0,219 mg / cm® par rapport a la quercétine
(0,059 + 0,001 mg / cm®). Bien que l'effet inhibiteur de I'extrait sur la formation de TBARS
flt inférieur a celle de la quercétine, I'extrait peut également étre prévu pour protéger contre
les dommages aux membranes cellulaires, car elle réduit également le taux de peroxydes.
Cependant, l'extrait a la capacité d'éliminer les radicaux libres et d'inhiber la peroxydation
lipidique. Les des autres études in vitro de I’espéce Hypericum [202,203] qui ont rapporté que
l'extrait méthanolique de H. perforatum a montré une forte capacité a inhiber la peroxydation
lipidique avec une valeur CEso de 26 pg / cm3. Il est rapporté [199] que 1'extrait méthanolique
de H. perforatum montré a inhiber (70%) de peroxidation des lipides. It a été rapportée [73]
que les extraits obtenus a partir de H. triquetrifolium et H. scabroides ont un fort potentiel a
inhiber la peroxydation lipidique comparativement aux valeurs trouvés dans notre étude.
L'extrait a été révélée €tre un accepteur efficace du radical superoxyde généré dans le systéme
phenazine methosulfate / Nicotinamide adenine dinucleotide PMS / NADH et de sa forte
activité comparable & celle de la quercétine (p> 0,05). A la fois d'extraire et de quercétine
présentaient une inhibition dose-dépendante du radical superoxyde.

Le pouvoir réducteur de l'extrait est avérée €tre en corrélation avec l'augmentation de
l'absorbance (a2 700 nm) par rapport a la quercétine. L'extrait a montré le potentiel de
réduction ferrique (III) sous forme de fer ferreux (II). Ces résultats par rapport aux études
précédentes, des résultats similaires ont été rapportés pour H. triquetrifolium et H. scabroides.
[73].

L'activité antioxydante de l'extrait a été étudiée en utilisant quatre méthodes différentes. Le
tableau 14 présente les valeurs de CES50 de l'extrait des propriétés antioxydantes. Les

différences de résultats expliquent différents mécanismes du stress oxydatif.



Il y avait une bonne corrélation entre les teneurs totales phénoliques et le potentiel réducteur
et la peroxydation lipidique et 1’activité inhibitrice. Par conséquent, cet extrait a une activité
anti-oxydante due aux composés phénoliques sont susceptibles de fonctionner comme des
antioxydants en piégeant les radicaux libres, ce qui réduit la puissance et le blocage de la
formation de radicaux peroxyde et en réduisant la puissance.

*Etant donné que le potentiel d'activité cytotoxique des extraits présentant une activité anti-
oxydant est un paramétre important, l'activité cytotoxique des lignées cellulaires HeLa et
NRK-52E sont étudiés. Les résultats montrent que les extraits ne présentent pas d'activité
cytotoxique.

Dans notre étude expérimentale in vivo les souris intoxiquées par 1’aluminium a une dose de
100mg/kg durant 3 mois ont été traitées par le millepertuis officinal (Hypericum perforatum
L.) indiqué principalement dans le traitement de la dépression 1égere a modérée, des troubles
psychosomatiques, de 1'anxiété et de l'agitation nerveuse (OMS 2006) la plante médicinale
Hypericum perforatum, présente des effets pharmacologiques intéressants avec des propriétés
antibactériennes, anti-tumorales et anti-angiogénique. Elle exerce également des actions
neurologiques [204] pourraient étre utiles dans le traitement des maladies neurodégénératives
liées au stress oxydatif telles que la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer. [205].

De nombreuses études ont montré que les souris dont 1’adjonction d’aluminium a leur
alimentation entrainent des effets toxiques tels que 1’accumulation dans les organes,
modification de comportement.

*La comparaison des études de toxicité chronique des métaux a depuis longtemps démontre
que les deux types d’exposition ne mettaient pas en jeu les mémes mécanismes biologiques et
que les effets constatés apres des expositions aigues ne rendent pas compte des phénomenes
observable apres une exposition aigiies ne rendent pas compte des phénomenes observables
apres des exposition prolongée, notamment a long terme [206];concorde avec les résultats de
deux expérience réalisés .(concernant les souris Model Alzheimer et I’ Alzheimer traitées ).

A la fin du XIXe siecle, le millepertuis était utilis¢ dans le traitement de I’hystérie et de
I’hypochondrie [207].

A cette méme ¢époque en Amérique du Nord, il était utilisé pour traiter divers troubles

d’origine nerveuse [208].



Responsable de I’efficacité thérapeutique des extraits d’Hypericum perforatum. Comme les
antidépresseurs de synthese, I’hyperforine inhibe, in vitro, la recapture de neurotransmetteurs
(dopamine, noradrénaline, sérotonine, glutamate, GABA). Chez I’animal, elle augmente les
taux extracellulaires de catécholamines, sérotonine et de glutamate ou stimule la libération
d’acétylcholine. [180]

La présente étude met en évidence I'activité pertinente du millepertuis contre le stress retenue
aprés modification aigu€ induite. [180]

Le constituant protéique majeur des dépots amyloides dans la maladie d'Alzheimer (MA) est
le béta-amyloide peptide (Abeta). Dans le présent travail, nous avons déterminé l'effet de
hyperforin un composé de acylphloroglucinol isolé de Hypericum perforatum (millepertuis),
sur Abeta induite par une déficience de la mémoire spatiale et sur Abeta neurotoxicité. Nous
rapportons ici que hyperforin: diminue la formation de dépdts amyloides chez les rats injectés
avec des fibrilles amyloides dans I'hippocampe; diminue les changements neuropathologiques
et troubles de comportement dans un modele de rat de 1'amylose; empéche la neurotoxicité
Abeta induite dans 1'hippocampe neurones a la fois de fibrilles amyloides et des oligomeres
Abeta, en évitant I'augmentation des especes réactives oxydantes associées a la toxicité de
I'amyloide. Ces deux effets pourraient étre expliqués par la capacit¢ de hyperforin de
désagréger les dépdts amyloides dans une dose et fonction du temps et de diminuer Abeta
agrégation et la formation d'amyloide. Au total, ces preuves suggerent que hyperforin peut
étre utile pour réduire le dépot amyloide et la toxicité chez les patients atteints de la MA, et
peut étre un agent thérapeutique putatif pour combattre la maladie. [210].

Le but de cette ¢tude était d'évaluer l'effet protecteur possible de Hypericum perforatum
composés phénoliques (la quercétine, kaempférol et biapigenine) ces composés phénoliques
diminuer la toxicité observée dans les cellules exprimant a- synucléine sans la présence de ces
composés. [211]

La plante médicinale Hypericum perforatum, également nommé le millepertuis (millepertuis),
présente des effets pharmacologiques intéressants avec des propriétés anti-bactériennes, anti-
tumorales et anti-angiogénique. [204]

L’étude sur I’effet de I’H. perforatum chez les souris intoxiquées et les souris d’Alzheimer

n’est élucidé qu’apres les tests comportementaux ; 1’activité locomotrice test d’anxiétés de



trous, test de labyrinthe a deux bras surélevée et finissions par le test de nage forcée
comparées aux souris témoins et les souris d’Alzheimer traitées (par les deux voies
d’administration dans les deux expériences)

Les résultats obtenus lors du test de I’activité locomotrice montrent que les souris témoins
sont moins hyperactives que les souris intoxiquées, 1’ Alzheimer traitées et I’ Alzheimer, ce qui
ne concorde pas avec les travaux de Golub et al ,1990 ; A.kumar, 2009 [212,180] mais elle
concorde avec les travaux de Skalisz L et al 2004 [213] qui remarquée due l'activité
locomotrice a été réduite par le traitement aigu avec Hypericum perforatum (150 et 300 mg /
kg, po), le résultat trouvé était significatif.

Le test de trous permet d’évaluer le comportement d’exploration manifesté par les souris a cet
effet on a remarqué durant ce test que les souris témoins sont plus exploratrices que les souris
intoxiquées, 1’Alzheimer, 1’Alzheimer traitées résultat ne concorde pas avec les travaux de
Djebli et al, 2008 [181] Dans le test de labyrinthe en croix surélevée (protégé et non protégé)
les résultats de témoins et 1’Alzheimer traitées sont prend long durées dans comportement
protége contrairement & ce qui a été trouvé concernant lots intoxiquées, ce résultat était
hautement significatif.

Les résultats obtenus durant 1’épreuve d’anxiété dans les deux cas étudiés que les souris
intoxiquées passent beaucoup plus de temps dans le compartiment éclairé contrairement aux
souris et I’ Alzheimer traitées ce que coincide aux travaux de Djebli et Rebai, 2008, costall al,
1989 [181,214] .

Les résultats obtenus lors de test de la nage forcée montrent que le temps d’immobilité
enregistré par la souris témoins, I’alzheimer traitées est beaucoup plus important que les
souris intoxiquées et I’ Alzheimer sont les moins résistants dans 1’eau, ce qui concorde avec
les travaux de Sahin et al,1994 et Gardier et Bourin,2001 [182,215] qui ont démontré que les
souris intoxiquées s’immobilisent par désespoir [216] (David et al,2006) le millepertuis
extraits induit une réduction significative de 1'immobilité [217]

L’administration aigué de I’Hypericum perforatum (150, 300 et 500 mg / kg, po) réduit le

temps d'immobilité dans le test de la nage forcée [213].



H. perforatum exerce actions antidépresseur, et nous examinons également certains de ses
effets secondaires, comme des nausées, des <éruptions cutanées, fatigue, agitation,
photosensibilité, une neuropathie aigué€ [218].

Durant le test de labyrinthe a 2 bras suréleve, les résultats obtenus présentent une différence
non significative entre les souris intoxiquées et les souris de 1’Alzheimer traitées mais on a
remarque que les résultats que ont obtenus dans les quatre essais présentent un différence non
significatif entre les souris témoin avec 1’Alzheimer traitées et les intoxiquées avec
I’ Alzheimer Contrairement a travaux de Djebli et a/,2008 [181].

Dans le labyrinthe radiaire a 8 bras, I’épreuve de mémoire spatiale de travail a montré que le
nombre de couloir répété est beaucoup plus éléve chez les souris témoins et I’ Alzheimer
traitées Dans dernier essais de labyrinthe de 8 bras témoin et I’Alzheimer traitées sont plus
motive que les souris intoxiquées et I’Alzheimer, ce résultat est significatif, guide pour
apprendre aprés un certain nombre d’essais.

Les résultats de mémoire non spatiale de préférence conditionnée ont montré que les souris
témoins restent beaucoup de temps dans bras qui contient 1’aliment par apport intoxiquées,
I’ Alzheimer traitées et I’ Alzheimer

Dans DI’expérience de piscine de Morrice travail et mémoire de référence les souris de
I’ Alzheimer traitées passe courte de temps pour trouve la plate-forme dans les quatre jours
premier contrairement aux autres lots.

L’aluminium absorbé par I’intestin se trouvait rapidement en circulation sanguine, et quand
on parle d’aluminium dans le sang on parle généralement d’aluminium plasmatique, ou
d’aluminium sérique ; une fraction de cet aluminium sera ¢liminée alors que le parti important
s’accumule dans les tissus en causant des 1ésions irréversibles. [219,220].

Le constituant protéique majeur des dépots amyloides dans la maladie d'Alzheimer (MA) est
le béta-amyloide peptide (Abeta). Dans le présent travail, nous avons déterminé l'effet de
hyperforin un composé de acylphloroglucinol isolé de Hypericum perforatum (millepertuis),
sur Abeta induite par une déficience de la mémoire spatiale et sur Abeta neurotoxicité. Nous
rapportons ici que hyperforin: diminue la formation de dépdts amyloides chez les rats injectés
avec des fibrilles amyloides dans I'hippocampe; diminue les changements neuropathologiques

et troubles de comportement dans un modéle de rat de I'amylose; empéche la neurotoxicité



Abeta induite dans 1'hippocampe neurones a la fois de fibrilles amyloides et des oligomeres
Abeta, en évitant I'augmentation des especes réactives oxydantes associées a la toxicité de
I'amyloide. Ces deux effets pourraient étre expliqués par la capacit¢ de hyperforin de
désagréger les dépdts amyloides dans une dose et fonction du temps et de diminuer Abeta
agrégation et la formation d'amyloide. Au total, ces preuves suggerent que hyperforin peut
étre utile pour réduire le fardeau amyloide et la toxicité chez les patients atteints de la MA, et
peut étre un agent thérapeutique putatif pour combattre la maladie. [221], Comme les cellules
immunocompétentes du cerveau, les microglies sont capables de contrecarrer les effets
néfastes de la béta-amyloide dans la maladie d'Alzheimer par la clairance de la phagocytose
médiée par des agrégats de protéines. La survie et la sant¢ de la microglie sont donc
essentielles pour atténuer et prévenir les maladies neurodégénératives. Dans une lignée de
cellules microgliales prétraité¢ avec le millepertuis (Hypericum perforatum L.) extrait (HPE),
la mort cellulaire provoquée par le traitement par béta-amyloide (25-35) et (1-40) a été
atténuée de maniere significative dans une relation dose-mani¢ére dépendante. L'étude des
composés uniques dans l'extrait révélé que les flavanols (+)-catéchine et (-)- épicatéchine
accroitre la viabilit¢ des cellules légeérement, tandis que le flavonol quercétine et ses
glycosides rutine, hyperosid et quercitrine n'ont montré aucun effet sur la viabilité cellulaire.
En revanche, a la méme concentration, les flavonoides réduits la formation d'espéces réactives
de l'oxygene amyloide induit dans la microglie, qui indique que 1'amélioration de la viabilité
cellulaire par les catéchines n'est pas corrélée a l'activité antioxydante. Aucune influence de
HPE sur la capacité de la microglie a phagocyter des concentrations sous-toxiques de la béta-
amyloide fibrillaire (1-40) a été¢ observée. D'autres expériences ont montré¢ que HPE, (+)-
catéchine et (-)-épicatéchine peut altérer la fluidit¢ des membranes cellulaires et ainsi peut
avoir un effet bénéfique sur la santé des cellules. Nos résultats fournissent des preuves in vitro
que le traitement particulier avec 1’extrait de plante complexe qui peut restaurer ou améliorer
la viabilité¢ des microglies et ainsi atténuer la béta-amyloide, toxicité induite dans la maladie
d'Alzheimer, donc induit une amélioration de I’état cellulaire du systéme nerveux, soit en

nombre ou en forme de cellules. [222].



CHAP II : BOSWELLIA




I1. Boswellia

II.1. Matériel et méthodes

L’oliban utilisé dans cette étude est la résine qui exsude du tronc et de I’écorce de I’arbre de
Boswellia carteri récoltée de Sahara de sud algérien, wilaya d’Adrar et identifié¢ a 1’aide de

Dr. BELHACINI Fatima Maitre de conférence a ’université de Chlef.

La plante de Boswellia appartient a la famille de Burceraceae, ces résines proviennent de sud

Algérien.

Figure 51: résine de Boswellia
I1.1.1 Etude in vitro
I1.1.1.1. Echantillonnage

La résine Boswellique exploité en cette étude a été collecté d’Adrar, la source a été

affirmer par le collecteur, les conditions étaient séveres, de ce fait la récolte est tres rare.

Pour soumettre la résine Boswellique, une série d’analyse a été effectué commengant par
I’élimination de toute substance étrangére qui s’est mélée avec la résine (pierre,

écorces...etc.).
I1.1.1.2. L’extraction des huiles essentielles par hydro-distillation

I1.1.1.2.1. La distillation est considérée comme un des meilleurs moyens d’extraction des

huiles essentielles y compris I’acide Boswellique dans notre cas. Le principe de cette dernicre



repose sur une évaporation suivi d’une condensation afin de récolter que le principe qui nous

intéresse. La durée de la distillation était basée sur la sensibilité de notre principe.
Au début de I’opération on a également vérifié I’installation et le bon équilibre du montage.
- Adapter les tuyaux d’arrivée et de sortie d’eau froide a un bain marie.

- Mettre le chauffe-ballon en marche et vérifier régulicrement que le condenseur est alimenté

en eau froide.
- Placer a la sortie du réfrigérant un erlenmeyer afin de récupérer le distillat.

- Protéger la sortie du condenseur qui est en contact avec 1’erlenmeyer de récupération du

distillat avec du para film, afin d’éviter les pertes de composés volatils.

- Porter a ébullition 100°C (température adéquate au principe d’extraction de la résine) un
mélange eau avec 100 g de la résine Boswellique : les especes chimiques odorantes sont ainsi
libérées (soluble dans 1’eau) sont entrainées par la vapeur d’eau puis récupérées dans un autre

récipient aprés condensation dans le réfrigérant (2h).

-Le distillat obtenu contient une phase aqueuse ainsi qu’une phase organique constituée par
I’huile essentielle et I’acide Boswellique. Lorsque les densités de ces deux phases sont

proches on peut observer une émulsion.
I1.1.1.2.2. Décantation

Elle consiste a séparer les deux phases liquides non miscibles de densités différentes ;
leur séparation s’effectue progressivement sous l’action de la pesanteur en les laissant

reposer.

Elle est réalisée dans une ampoule a décanter dans laquelle le mélange précédent se sépare en

deux phases non miscibles pendant 2 a 3 minutes (figure n°...).

- Pour 100 ml de distillat, ajouter 2 g de Na CI, en agitant afin d’avoir une solution salée

pour diminuer la solubilité des huiles essentielle dans la phase aqueuse.



- verser 100 ml de cyclohexane sur le mélange précédent et 1’introduire dans une
ampoule a décanter.

- Reboucher I’ampoule, réaliser plusieurs cycles d’agitation et de dégazage.

- Laisser décanter [223]

Aprés décantation, 1’apparition de deux phases distinctes a été remarquée.
I1.1.1.2.3. Elimination du solvant

On sépare le solvant volatil des huiles essentielles par évaporation a 1’aide d’un
évaporateur rotatif. Le principe de cet appareil est bas¢ sur I’abaissement du point d’ébullition
sous pression réduite Placer la solution contenant le solvant a évaporer dans le ballon (2) et le

placer sur I’évaporateur rotatif a I’aide d’un raccord.

- Placer le ballon (3) de récupération du solvant pur a I’aide d’un deuxiéme raccord.

- Faire plonger le ballon (2) dans le bain marie réglé préalablement a la température
d’évaporation du solvant.

- Mettre le ballon en rotation.

- Mettre en marche la circulation d’eau froide dans le réfrigérant.

- Apres disparition compléte du solvant du ballon (2), récupérer les huiles essentielles,

les pesées.

I1.1.1.2.4. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons en verre fumé placés dans un

endroit sec et frais a I’abri de la lumiére
I1.1.1.3. Extraction alcoolique :

L’extraction des polyphénols a été réalisée en utilisant I’éthanol et le méthanol. En suivant les
étapes suivantes.

Le matériel végétal (résine) a été extrait a température ambiante avec de 1'éthanol /méthanol
(100 ml) par macération (3 x 24 h) et cette procédure a été répétée deux fois. L'extrait a été

filtré et séché sous pression réduite a une température inférieure a 45 ° C.



I1.1.1.4. Les tests phytochimiques sur la résine boswellique

Les tests phytochimiques est effectuées au niveau de laboratoire de biotechnologie

végétale de la faculté de biologie de Chlef.

Le but des tests phytochimiques est la recherche de la présence ou I’absence de certains

métabolites secondaires(les saponosides, les alcaloides, les tanins ...etc.) dans la résine de

Boswellia carteri.

Tableau 15: les tests phytochimiques

Test

Méthode

Les saponosides

(Les saponines ont regu
leur nom du fait qu’elles
produisent une mousse
semblable a celle du

savon).

- On a fait la préparation d’une solution de 1g de la résine boswellique
dissoute dans 100ml d’eau distill¢ a chaud (infusion)

-A Tl’aide d’un papier filtre, on filtre 6ml de la solution précédente et on
la mettre dans un tube a essai puis agiter manuellement dans le sens de
la longueur pendant 15 mn, puis mesurer la hauteur de la mousse dans le

tube.

Les tanins

(Ce sont des composés
polyphénoliques qui
permettent de stopper les
hémorragies et de lutter

contre les infections).

- On a pris 2,5 ml de la solution de résine boswellique infusé et on
I’ajoute 0,5 ml de FeCls (1%) et on observe le changement de la

couleur.

Les anthocyanes

- a 2,5 ml de la solution de résine boswellique infusé on 1’ajoute 2ml de

HCI et quelque goutte d’ammoniaque

Les flavonoides

(sont des  pigments

polyphénoliques qui
possedent de nombreuses
vertus  thérapeutiques :
anti-inflammatoires, anti
virales et d’autres ont des

effets protecteurs sur le

- 2,5 ml de la solution de résine boswellique infusé¢ avec 2,5 ml d’alcool

chlorhydrique et quelque coupeau de Mg et 1ml alcool isoamylique




foie).

Les alcaloides

- Macération

La poudre végétale (10 g) dans un erlenmeyer de 250 ml+ 50 ml de
H2SO4 dilué au 1/10 (50 ml).

Agitation et macération pendant 24 heures a la température ambiante du
laboratoire. Filtration sur papier, lavé a I’eau distillée de maniére a
obtenir environ 50 ml de filtrat.

- Réactions de caractérisation

- 1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de MAYER (5 gde Kl et 1,358 g
de HgCl2 solubilisés dans 100 ml d'eau distillée) s'il apparait un
précipité c'est qu'on est en présence d'alcaloides. (Précipité blanc -
jaunatre)

- 1 ml de filtrat+ 5 gouttes de réactif de WAGNER (2 g de KI et 1,27g
d'l2 solubilisé dans 100 ml d'eau distillée) s’il apparait un précipité brun

c’est qu’on est en présence d’alcaloides.

Les terpénes

Elle se fait sur une macération de 24h a 5% dans I’éther. L’extrait
¢thérique est ensuite évaporé a sec et repris avec 1 ml de 1’anhydride
acétique puis 1 ml de chloroforme. Déposer au font du tube, contenant
I’extrait, de I’acide sulfurique. En cas de réaction positive il se forme un
anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides,

la couche surnageante étant verte ou violette.

I1.1.1.5. Identification de la composition chimique par CG/MS:

Les analyses par GC/MS ont été exécutés sur un appareil Agilent technology 6890N ¢équipé

d'un détecteur a ionisation de flamme (FID) et connecté a un spectrometre de masse Agilent

technology 5973N mass selective detector , et a une source d'ionisation (IE).

Les déterminations analytiques ont été effectuées en utilisant les conditions expérimentales

suivantes : Une colonne capillaire a haute pression de dimension (60.0 m % 0.25 mm x 0.25

m.); le gaz transporteur est 1’hélium; injection (mode splitless); un injecteur et un détecteur de

température ont été préréglés a 250°C. La température du four a été programmé comme suit:

la colonne a ét¢ initialement maintenu a 60 °C pendant 10 minutes aprés injection, puis a

augmenté a 220 °C avec un chauffage par pas de 4 -«C / min pendant 10 min, encore augmenté




a 240 °C avec un chauffage progressif de 1°C/min, et enfin, tenue a 240 C pendant 10 min.
Les températures de l'injecteur et de détecteur (FID) ont ét¢ maintenues a 250 C.L
'échantillon a été injectée, 'huile a été également analysée par GC-MS en utilisant I’automate

systeme Agilent 6890N de GC combiné avec un détecteur sélectif de masse Agilent 5973.

I1.1.1.6. Evaluation de I’activité antioxydant in vitro (HE/les extraits alcoolique):
I1.1.1.6.1. Test du DPPH

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical
DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par Burits et Bucar [224], ou
10ul de la solution d’extrait méthanolique/éthanolique/ ont été testée de concentrations
2mg/ml sont mélangées avec 90ul d’une solution méthanolique de DPPH (1,24mg/9ml).
Aprés une période d’incubation de 30 minutes en obscurit¢ a la température 37°C.
L’absorbance est mesuré a la longueur d’onde de 515 nm. L'inhibition du radical libre DPPH
par la quercétine a été également analysée a la méme concentration pour faire la comparaison.
On détermine la cinétique de la réaction et les paramétres de calcul de Pourcentage
d’inhibition, I’index IC50). Tous les essais ont ét¢ effectués trois fois afin de vérifier la
reproductibilité.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est estimée

par le pourcentage de décoloration du DPPH selon la méme équation :

AA (%) = [ (Abs controle=ADS échantillon) /Abs controlé] X100

I1.1.1.6.2. Test de blanchissement du p-caroténe

Nous avons évalué I’activité antioxydante de I’extrait de la plante étudiée par le biais
de la méthode du B-caroténe. L’activité antioxydante de 1’extrait de la plante de Boswellia est

mesurée selon la méthode de Kartal et al, (2007).[225]



Dans ce test, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant 1’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide
linoléique [226] qui attaquent simultanément le PB-caroténe et ayant comme résultat le

blanchissement du B-caroténe et la disparition de sa couleur orange. [227]

L’émulsion de B-caroténe /acide linol€ique est préparée par solubilisation de 8 mg de
-caroténe dans 4 ml de chloroforme. On prélevé 1 ml de cette solution qui est ajoutée a une

fiole contenant préalablement100 pl d’acide linoléique et 800 mg de tween 40.

Apres mélange des deux phases, le chloroforme a été complétement évaporé a 1’aide
d’un évaporateur rotatif sous vide. Par la suite, 400 ml d’eau oxygénée ont été ajoutée au
mélange précédent avec agitation rigoureuse. 1,25 ml de I’émulsion obtenue ont été
additionnés a une série de tubes contenant 1,75 ml de dilution d’huile essentielle a tester ou de
I’acide ascorbique (antioxydant de contrdle). Les tubes ont été placés, a I’obscurité, pendant

48 heures.

L’activité antioxydante relative de 1’extrait est calculée selon I’équation suivante :

Inhibition (%) = [antiox (48 h) /Antiox (0)] X 100

Ou : Antiox (0) et Antiox (48) : les absorbances en présence d’antioxydants a 0 et 48 heures.

I1.1.1.6.3. Le test au DMPD :

Le principe de la méthode de N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzene est identique a celui de
DPPH,

Le composé N, N-diméthyl-1,4-diaminobenzéne (DMPD) est transformé en solution
relativement forme un radicale stable et colorée par 'action du sel ferrique. Apres I'addition
d'un échantillon contenant des radicaux libre, ceux-ci sont balayés et la solution colorée se
décolore [228,229].

Préparation des réactifs: Solution 1: tampon acétate (0,1 mol.L-1, pH 5,25: la), 2,17 g

d'acétate de sodium trihydrate est dissous dans 80 ml d'eau;



1b), 300 ul d'acide acétique concentré (> 99,5%, v / v) est diluée a un volume de 20 ml avec
de I'eau ACS. Ces deux solutions sont mélangées pour atteindre un pH = 5,5).
Solution 2 : Pour le DMPD, 4,2mg est dissoute dans 200ul d’eau, (36,7 mmol-L-1 DEPG: 25
mg de DEPG est dissous dans 5 ml d’eau. Cette solution doit étre préparée au moment de
l'utilisation en raison de sa faible stabilité.
Solution 3: 0,74 mmol-L-1 chlorure ferrique: 1 mg de FeCl3 - 6H20 est dissous avec de I'eau
a un volume de 5 ml. Ces trois solutions (Les solutions N ° 1, 2 et 3) sont mélangées avec les
proportions (20mI+200u1+40ul successivement)
Le protocole de cette expérience consiste a ajouter 10ul des extraits au mélange précédent,
10ul d’éthanol servir de blanc, et de I’acide ascorbique comme controle positif.
Aprés 10min nécessaire a la réaction, l'absorbance est mesurée a A= 505 nm.
I1.1.1.6.4. Méthode de chélation du métal
La réaction directe d'une substance n’est pas le seul mécanisme par lequel les antioxydants
peuvent afficher leur activité. Secondaire, préventive, ou de type 2, les antioxydants agissent a
travers de nombreux mécanismes possibles. Ces antioxydants ne convertissent pas les
radicaux libres a des produits plus stables, mais ralentissent le rythme de l'oxydation par
plusieurs mécanismes différents. L'un des mécanismes les plus importants de l'action des
antioxydants secondaires est la chélation des métaux pro-oxydants. Le fer et d'autres métaux
de transition (cuivre, le chrome, le cobalt, le vanadium, le cadmium, l'arsenic, le nickel)
favorisent 1'oxydation en agissant comme catalyseurs de réactions des radicaux libres. Ces
métaux de transition redox-actifs transférent des électrons uniques lors des changements de
I’état d'oxydation. La chélation des métaux par certains composés diminue leur effet pro-
oxydant par la réduction de leur potentiel d'oxydo-réduction et de stabilisation de la forme
oxydée du métal. Les composés chélatants peuvent également entraver stériquement la
formation du complexe d'hydroperoxyde de métal. L activité de chelation des extraits est
compar¢ a un standard de chélation, I'EDTA, le protocol de cette expérience consiste a
ajouter 10ul de la solution de chlorure du fer (FeClz2) a 20ul des extraits et ajouter ensuite
40ul de ferrosine; la réaction nécessite 10mn, et la lecture de I’absorbance est faite a 562nm.
[230]

I1.1.1.6.5. FRAP



La méthode de pouvoir antioxydant de réduction ferrique FRAP (Ferric reducing antioxydant
power) est basée sur la réduction des complexes de
Ferricyanure de potassium KsFe(CN)es qui est presque incolore, et éventuellement 1égérement
jaunatre. Ce produit chimique forme des complexes ferreux verts apres sa réduction. La
méthode se résume en mélange des extraits/la référence qui est la quercitine (10ul) avec 25ul
de KsFe(CN)s avec un tampon de phosphate de potassium (25ul).
Cette réaction nécessite 30mn et la lecture a été faite a A = 700 nm

I1.1.1.6.6. PRAP (phosphormolybden reducing power)
Afin d'effectuer des tests de PRAP sur les extraits et le réducteur de référence qui est la
quercitine pour ce test, chaque extrait y compris la référence est pris d’une valeur de 300ul
mélangés avec Iml de la solution d'acide phosphomolybdique a 10%.
La solution a été ensuite soumise a une incubation a 80°C pendant in et I'absorbance a été lue
a 600 nm. [230]

I1.1.1.6.7. CUPRAC
La méthode CUPRAC (cupric ion reducing power) consiste a mélanger la solution anti-
oxydant : 25ul des extraits, 25ul de CuClz (directement ou apres hydrolyse acide) avec 25ul
de solution de CaCl2 néocuproine, 25ul d'acide nitrique et 100ul d’eau a pH 7, et en mesurant

I'absorbance a 450 nm apres 30 minutes.

I1.1.1.6.8. Traitement des données pour des dosages d'activité anti-oxydante

L’inhibition de DPPH, DMPD et la capacité de chélation métallique ont été calculé comme
indiqué ci-dessous et les résultats ont été exprimés en pour centage d'inhibition (I%):
Inhibition %= (Abs control - Abs test) x 100 /Abs control, ou A st l'absorbance de la
référence. Les analyses ont ¢été triple effectuées et les résultats ont été exprimés en valeurs
moyennes avec SEM. Pour les méthodes FRAP et PRAP, les analyses ont été également
obtenus en triple dans et I'augmentation de 1'absorbance de la réaction signifiait le pouvoir

réducteur.

I1.1.1.6.9. L’activité anticholinestérasique



L’activité inhibitrice de 1’acetylcholinestérase AChE et la butyrylcholinestérase BChE des
extraits a ¢ét¢ déterminée par la méthode spectrophotométrique modifiée d’Ellman [9].
L’acétylcholinestérase de l'anguille électrique (Type-VI-S, EC 3.1.1.7, Sigma) et le sérum de
cheval butyrylcholinestérase (CE 3.1.1.8, Sigma) ont été utilisés comme sources d'enzymes,
tandis que 1'iodure d’acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine (Sigma, St. Louis,
MO, USA) ont été utilisés comme substrats de la réaction. Le 5,5'-dithio-bis (2-
nitrobenzoique) (DTNB, Sigma, St. Louis, MO, USA) a été utilisé pour la mesure de l'activité
du cholinestérase. En bref, le phosphate de sodium 140 p L de 0,1 mM, un tampon (pH 8,0),
20 pL de 0,2 M de DTNB, 20 p L de solution d'échantillon et 20 p L de 0,2 M
d’acétylcholinestérase / butyrylcholinestérase en solution ont été ajoutés par la pipette
automatique multicanal (Gilson Pipetman, France) dans une microplaque a 96 puits, et
incubées pendant 15 min a 25 °C. La réaction a ensuite été initiée avec l'addition de 10 pL
d'iodure acétylthiocholine 0,2 M / de chlorure butyrylthiocholine. L'hydrolyse de l'iodure
acétylthiocholine / chlorure butyrylthiocholine a été suivie par la formation de la couleur
jaune de I’anions 5-thio-2-nitrobenzoate en tant que résultat de la réaction de DTNB avec
thiocholines, catalysées par des enzymes a une longueur d'onde de 412 nm en utilisant un
lecteur de microplaques a 96 (VersaMax, Molecular Devices, USA). La Galanthamine,
l'alcaloide de type anticholinestérasique de médicament isolé des bulbes de perce-neige
(Galanthus sp.), provenant de Sigma (St. Louis, MO, USA) ont ¢été utilis¢é comme
référence.[230]

I1.2. Etude in vivo :

11.2.1. Matériel animal:

Le modéle biologique choisi pour cette étude expérimentale est la souris «swiss»
provenant de Dl’institut de Pasteur (Alger). Un effectif de 42 souris d’un poids moyen de
30+5g ; les souris ont été ¢élevées dans 1’animalerie de I'université de Mostaganem dans les

conditions suivantes :

La température de 25°C, un cycle nycthéméral (lumiere/obscurité) de 12/12h, une ration

alimentaire journaliere (ONAB) de 18g/jour/souris avec acces libre a 1’eau.



e La prise du poids des souris et le volume de la solution consommée étaient mesuré

chaque semaine.
11.2.2. Intoxication a I’aluminium et maladie d’Alzheimer:

Les souris ont été intoxiquées par le chlorure d’aluminium (AICI3 dissout dans I’eau distillé
d’une dose de 100 mg /Kg administré par voie oral, I’induction de la maladie Alzheimer se

fait suite a I’injection d’une dose de 200 mg / Kg de D —galactose par voie intra péritonéale.

La plante médicinale choisie dans notre étude pour le traitement est Boswellia sp administrée

par voie orale a une dose de 200 mg /kg.
I1.2.2.1. Répartition des lots expérimentaux :

Cette partie d’étude s’intéresse a la neurotoxicité d’aluminium (AICl3) par voie orale ; et

I’effet antioxydant de résine Boswellique.
Six groupes expérimentaux avec sept souris dans chaque groupe sont répartis comme suit :
Lot 1 : représente le lot Témoin (T) qui regoit que 1’eau potable pendant 90 jours.

Lot 2: représente le lot Témoin traite (T Tr) par la poudre de résine de Boswellia sp (dissous

en eau distillée) a une dose de 200 mg/Kg par voie orale pendant 90 jours.

Lot 3 : représente le lot intoxiqué( I) : les souris ont été intoxiqués par chlorure d’aluminium

I’ AlCI3 (dissous en eau distillée) a une dose de 100mg/Kg par voie orale pendant 90 jours.

Lot 4 : représente le lot intoxiqué traite (I Tr) : les souris ont €té intoxiqués par chlorure
d’aluminium I’ AICl3 (dissous en eau distillée) a une dose de 100 mg/Kg par voie orale durent
20 h/Jour et traite par la poudre de résine de Boswellia sp (dissous en eau distillée) a une

dose de 200 mg/Kg par voie orale durent 4 h /jour pendant 90 jours.

Lot 5 : représente le lot model Alzheimer (ALZ): les souris regoivent I’AICI3 a une dose de
100mg/Kg par voie orale et 0.1 ml de D-galactose a une dose de 200 mg/Kg /jour par voie

intra péritonéal (IP) pendant 90 jours.



Lot 6 : représente le lot model Alzheimer traite (ALZ Tr): les souris regoivent I’AICI3 a une
dose de 100mg/Kg par voie orale durent 20 h /jour et 0.Iml de D-galactose a une dose de
200mg/Kg/jour par voie intra péritonéal (IP) pendant 13 semaine suivi par un traitement par la
poudre de résine de Boswellia sp (dissous en eau distillée) a une dose de 200 mg/Kg par

voie orale durent 4 h/jour pendant 90 jours.

I1.2.2.2. Test de toxicité aigiie de la résine de Boswellia

Cette étude consiste a déterminer la toxicité aigilie de la solution de résine boswellique
administrée par voie orale. Le but recherché est de déterminer I’éventuelle toxicité de la
résine boswellique sur les souris en fonction de la dose administrée (exprimée en mg/kg)

pendant 48h.

I1.2.2.3. parametres étudiés :

I1.2.2.3.1. Evaluation comportementale :

L’évaluation comportementale fonctionnelle est exigée, c’est un élément clé pour examiner le
statut nerveux (détermination du comportement). Ces directives s’appliquent aux animaux
dans des essais spéciaux, y compris ceux de 1’activité locomotrice, la curiosité (essais de

trous), test d’anxiété (compartiment noir et blanc) et le test de persolt.

Une évaluation comportementale fonctionnelle est employée pour mieux comprendre le

modele et le but, ou la fonction d’un comportement.

11.2.2.3.1.1. L’activité locomotrice :

De méme principe cité précédemment, ce test permet de mesurer les déplacements de
I’animal, en plus des informations sur 1’activité locomotrice ; il est réalisé dans les mémes
conditions citées auparavant. On met la souris dans la cage et on marque son déplacement ;

chacun de ce dernier compte pour un score.



I1.2.2.3.1.2. Test de compartiment noir et blanc (test de stress)

Par le méme principe cité auparavant, ce test permet d’évaluer 1’anxiété de I’animal par

calcule le temps de séjour de I’animal dans chaque compartiment.
11.2.2.3.1.3. Test de curiosité (Le test de la planche a trous)

Ce test permet de révéler la curiosité de 1’animal et la capacité qu’il a a chercher a fuir. Ce test

est réalis€¢ en mémes conditions précédentes.
11.2.2.3.1.4. Anxiété et dépression :

11.2.2.3.1.4.1. Evaluation de P’anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevée

(Elevated plus maze) :

Parmi les différents tests comportementaux permettant d’évaluer I’anxiété chez la souris, nous
avons choisi d’utiliser le test du labyrinthe en croix surélevé. ce test est base sur 1’aversion

naturelle que présentent les rongeurs pour les espaces ouverts (Treit et Coll .,1993) [231] .

10cm
«—

A

/ Branche fermée

Branche ouverts

Figure 52 : schéma du dispositif du test du labyrinthe en croix surélevé



1.2.2.3.1.4.2. Test de Persolt.

Le but de ce test c’est de calculer le temps de la nage avant I’immobilité pour chaque souris

pendant 5 min.
11.2.2.3.1.5.Test de mémoire :
I1.2.2.3.1.5.1. Le labyrinthe a 8 bras :

L’évaluation la de la mémoire de I’animal nécessite différents types de labyrinthe. Elles ont
été employées en neurologie depuis les deux derniers siecles. Les chercheurs nous ont
proposé récemment plusieurs modeles, le plus utilis¢ est celui de labyrinthe radial a 8bras en
méme jour, pour pouvoir évaluer la mémoire acquise durant les jours successifs.de

I’apprentissage.

« Le labyrinthe radial a huit bras », proposé par D.S Olten et R .J. Samuels [232] est un de
intensivement utilisé¢ dans les laboratoires 1’essai de la mémoire spatiale et non spatiale de
sélection liées avec les éléments de motivation. On a exploité le méme dispositif de

I’expérience précédente
A .Mémoire spatiale de travail :

La souris doit chercher la nourriture au fond de chaque couloir, elle est enregistrée sous le
score de visite. Pendant une période 5 jours Sminutes par séance. Détails cité

précédemment
B- mémoire non spatiale de préférence conditionnée :

Au cours de cette expérimentation, seulement deux bras du labyrinthe sont utilisés. Un

bras éclairé avec un morceau de nourriture a son extrémité, 1’autre bras est non éclairé.
C-distinction de position

Dans ce test six bras du labyrinthe sont utilisés.



I1-2-1-2-1-5-2- La piscine de Morris :

Ce test est 'un des plus utilis¢é pour évaluer les capacités a mémoriser et a gérer
information spatiale chez I’animal dans une situation aversive décrite par Morris (1984)
[233]. La tache consiste pout I’animal a localiser, a I’aide des indices distaux hétérogene, une

plateforme « refuge », le principe de ce test est détaillé précédemment.
11.2.2.3.1.5.3. Le test du labyrinthe en double —H :
» Description du dispositif :

Le «double H» est un labyrinthe aquatique récemment développé par JEAN Christophe
Cassel et validé par le laboratoire [234,235] (Pol-Bodetto et al,2011 ; ;Cassel et al, 2012).

Ce labyrinthe permet d’évaluer les capacités de mise en place d’'une mémoire spatiale et/ou
procédurale chez le rongeur dans une situation «aversive» [234,235] (Pol-Bodetto et coll.,
2011 ;Cassel et coll.,2012). Il est composé de trois branches paralleles (de100cm de longueur
et 12 cm de largeur qui sont traversées en milieu par une quatriéme branche
(perpendiculaire).le labyrinthe est fermé par des cloisons d’une hauteur de 30 cm. Des portes
guillotines permettent de condamner I’entrée de chaque branche. L’ensemble du dispositif est

placé en hauteur (80cm au-dessus sol).

Le dispositif est partiellement rempli d’eau (21°C) qui est opacifiée a ’aide du lait en
poudre.une plate-forme d’un diamétre de 7cm est placée sous le niveau de 1’eau (1,5cm en

dessous) dans le bras Nord-Ouest(Fig 53.)

Le dispositif est installé dans une piece dédié¢e, comportant des indices distaux fixe.
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Figure 53: (A) Schéma du dispositif du double —H. (N) : Bras Nord ;(NO) : bras Nord-
Ouest ;(NE) : Bras Nord -Est;(S): Bras Sud;(SO): bras sud-ouest;(SE ): bras sud Est
(B)Photographie du dispositif du test du double H .

L’intérét de ce dispositif est qu’il ne permet pas un déplacement aussi libre que dans la
piscine de Morris. Le test offre en outre la possibilité d’influencer plus facilement le type de

mémoire utilisée par la souris pour apprendre a aller vers la plante —forme.

A. Premiére version du protocole :

Le but de ce protocole est 1’évaluation de la mémoire procédurale et/ ou la mémoire
spatiale de références. Il comporte 4jours d’apprentissage a raison de 4 essais discrets
par jours puis d’un test de rétention le 5™ jour.

Lors de ’apprentissage ou I’acquisition, la souris est placée dans le bras Nord(N) au
début de chaque essai. Le bras sud S est condamné.si la souris ne trouve pas la plate-
forme au bout de 60sec, elle y est conduite par I’expérimentateur .L’intervalle inter-
essai, durant lequel la souris était laissée sur la plate-forme. L’animal va étre en
quelque sorte contraint d’effectuer une séquence de déplacement qui sera identique

d’un essai a I’autre pour rejoindre la plate-forme, dans notre cas, aller a droite puis a



droite par exemple de manicre a influencer le type de mémoire que la souris utilise
(Figure 54)

Lors du test de rétention, la souris est placée dans la blanche Nord -Est est laissé libre
de son comportement de recherche pendant 60 sec. pour cet essai la plate-forme est
retirée du dispositif .on mesure alors le temps passé dans le bras Nord-Ouest (NO) (ou
se trouvait auparavant la plate-forme) ce qui nous donne une idée sur I’état de la
mémoire spatiale de référence de I’animal. D’autre part, I’enregistrement du premier
bras visité ainsi que la comparaison entre le nombre de visite du bras nord N et nord-
ouest NO nous permet de connaitre le type et 1’état de la mémoire utilisée par la souris,

sa mémoire procédurale ou bien sa mémoire spatiale de référence. Figure .B

NO N NE NO N NE

SO S SE SO S SE

Figure 54: schéma du premier protocole du labyrinthe du double —H

A : protocole d’acquisition. B test de rétention. En rouge ; trajectoires d’une souris qui
utilise sa mémoire procédurale; en jaune ; trajectoire d’une souris qui utilise sa
mémoire spatiale de référence.

B. Deuxiéme version du protocole :

Le deuxieme protocole contient une évaluation de la mémoire spatiale de référence (a
long- terme) ainsi que celle de travail (a court-terme) des souris. Les animaux recoivent 4
jours d’apprentissage a raison d’une session de 4essais par jour suivis d’un test de

rétention dans le cinquiéme jour



Lors de apprentissage ou ’acquisition, la plate-forme était positionnée a I’extrémité de la
branche nord-est(NE)et ne changeait pas d’emplacement lors de I’apprentissage .Les points de
départ étaient soit la branche nord (N)soit la branche sud (S) .I’ordre des points de départ était
contre balancé d’une session a I’autre (NSSN,SNNS,NSNS,SNSN) de fagon a ce que 1’animal
ne puisse pas utiliser qu’une mémoire a court terme sans que les informations des jours
précédents ne puissent lui étre d’une quelconque utilité ainsi, pour chaque jour de test, le
premier essai permettra a la souris de repérer I’emplacement de la plate-forme pour le jour en
question, le second, les connaissances de cet emplacement pour le rejoindre le plus
rapidement possible. L’acces au bras faisant face au bras de départ était condamné a ’aide
d’une porte guillotine. Chaque essai durait au maximum 60sec, et I’intervalle inter-essai,
durant lequel la souris était laissée sur la plate-forme, étaitdel0sec (figure A) . les moyennes
de temps nécessaires pour atteindre la plate-forme au quatre essais sont calculée et leur
comparaison permettra de vérifier s’il y a eu ou non amélioration d’un essai a 1’autre. Une
amélioration des performances entre les 4 essais est considérée comme traduisant une

mémoire de travail opérationnelle.

Lors du test de rétention, la plate-forme était retirée du dispositif et les souris avaient un
unique essai de 60sec. Les animaux étaient introduits dans le dispositif a I’extrémité du bras

sud-ouest (SO) .le bras oppos¢ nord-ouest(NO) était condamné par une porte guillotine.

Le choix du premier bras, le temps passé dans les bras nord-est(NS), nord(N) et sud( S) va

définir I’état de la mémoire spatiale de référence (a long terme) des souris
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Figure 55: schéma du deuxiéme protocole du labyrinthe du double —H

A : protocole d’acquisition. B : test de rétention.

11.2.2.3.3. Dosage de I’aluminium dans le cerveau par SAA :

Le dosage de I’aluminium dans notre expérimentation a ¢été réalis¢ par la
spectrophotométrie d'absorption atomique réalisé¢ par Absorption Atomique 240 Z AA a Four
Graphite (GTA 120) a Correction Zeeman, qui est un processus qui se produit lorsqu’un
atome appartenant a 1'état fondamental passe a 1’état excité par 1’absorption d’une énergie,
sous la forme d’un rayonnement ¢électromagnétique, qui correspond a une longueur d'onde
spécifique. Le spectre d'absorption atomique d'un élément est constitué d'une série de raies de
résonance, tous originaires de I’état ¢lectronique fondamentale et finissent dans différents
états excités. Les échantillons destinés a une analyse par spectrométrie atomique sont pour la
plupart dissouts en milieu aqueux et introduit dans 1’atomiseur par un nébuliseur, celui-ci
aspire ’échantillon liquide a travers un capillaire par un flux de gaz a haute pression qui
s’écoule autour de I’extrémité du tube (aspiration). Les cerveaux prélevé sont dissous dans de
I’acide nitrique pur HNOs3 ; une filtration était nécessaire pour 1’obtention d’un liquide clair,
pour passer par la suite a I’aspiration par le capillaire, la totalité des échantillons s (cerveaux
complets) passe par un four de graphite pour la minéralisation des et I’élimination tout trace

de matiere organique. Le détecteur affiche apres I’atomisation les valeurs en concentration du



métal (L aluminium dans ce cas). Les étalons préparés avec des solutions de 1000 mg/1 pour

I’Al

1- Al: La longueur d'onde: 309.3 nm

La fente: 0.5 nm.

Le Courant de lampe: 10.0

I1.2.3. L’intoxication au plomb :

Vu Dapparition des anomalies suite a I’invasion des métaux lourds a notre vie

quotidienne y compris le plomb on a fixé un objectif qui consiste a évaluer I’effet protectif

de I’extrait aqueux de la résine boswellique vis-a-vis de 1’intoxication au plomb au niveau du

systéme nerveux centrale et hépatique et sanguin chez les souris swiss femelle. Notre travail

expérimental comporte les approches suivantes:

Approche neurocomportementale : Etude de comportement des animaux.

Approche biochimique : Dosage des marqueurs biologiques du fonctionnement

hépatique (TGO ; TGP) ainsi que le dosage de Calcémie.
Etude histologique de tissus nerveux

L’¢étude expérimentale in vivo a ¢été réalis€ sur des souris «swiss» d’un effectif de 32
souris femelle adulte 4gés de deux mois et de poids ~ 18 g procurés aux prés de
I’institut pasteur d’Alger. L'élevage des animaux a €té réalisé au niveau de 1'animalerie
du département de Biologie, Université de Hassiba Ben Bouali-Chlef.

Avant tout traitement, les animaux bénéficient d’un temps d’adaptation de 10 jours.
Les animaux témoins et traités sont isolés dans des cages avec une mangeoire fixe et
mené d’un biberon pour ’eau et aliment a volonté et soumis a des conditions
expérimentales identiques de température contrélée variée entre 18-25 °C et d’un
cycle nycthéméral (lumiere/obscurité) de 12/12h. Les animaux sont nourris par des
aliments fournis par 1’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) d’Alger.

Cette toxicité aiglie est matérialisée par la dose 1étale (DL50) qui correspond a la dose

qui provoque 50% de mortalité des souris traitées.



I1.2.3.1. Répartition et traitements des lots

Les 32 souris ont été répartis selon leur poids au nombre de 8 souris par cage. Ils ont
¢été divisés en quatre lots expérimentaux ; un lot témoin(T), un lot intoxiqué(l), un lot traité
(Tr) et un lot intoxiqué-Traité (I-Tr). La durée de I’expérimentation était de 90 jours ; le mode

d’administration est par voie orale (a volontg).

-Le premier lot intoxiqué (lot I) : N= 8 qui recoivent en permanence de 1’acétate de plomb
(500ppm) diluée dans de 1’eau distillée ; la concentration de 1’acétate de plomb est relative au

poids des souris intoxiqués.

-Le deuxieme lot traité (lot Tr) : N=8 qui recoivent en permanence de la résine boswellique

(la plante) (200mg/kg) dissoute dans 500ml d’eau distillé.

-Le troisieme lot intoxiqué-traité (lot I-Tr) : N=8 qui regoivent deux solution par alternance,
la solution de la résine boswellique (200mg/kg) dissoute dans 500ml d’eau distillé pendant 4

heures puis de 1’acétate de plomb pendant toute la période restée (20heurs) par voie orale.
-Le quatriéme lot témoin (lot T) : N=8 souris qui re¢coivent uniquement de 1’eau distillée.

La mesure de poids de chaque souris et la préparation des solutions du traitement a été

faite a la fin de chaque semaine.
I1.2.3.2. Les parametres étudiés

- Cette étude a portée sur I’évaluation de I’effet de plomb et de la résine sur 1’activité
locomotrice, sur 1’état d’anxiété et 1’état de stress des souris. Ces tests sont réalisés a la fin

du traitement.

- Certains parametres biochimiques ainsi que I’étude histologique étaient nécessaire

pour confirmer 1’hypothése.

I1.2.3.2.1. Comportement stéréotypé (morsure, toilettage, reniflement)
Le comportement stéréotypé est utilis€é pour décrire des comportements qui sont
répétitifs mais dont on ne connait pas le mécanisme. Il s’agit donc d’un terme descriptif qui

ne tient pas compte de la cause sous-jacente, et qui regroupe aussi des comportements non



anormaux. Les stéréotypies sont alors décrites comme un sous-ensemble de comportements
stéréotypés dont on connait le mécanisme sous-jacent, c’est-a-dire des manifestations de
persévération récurrente ou continue d’un comportement, associées a un dysfonctionnement
cérébral. Certains auteurs emploient le terme « comportement stéréotypé » pour tout
comportement répétitif, sans but apparent, méme s’il présente une certaine variabilité,
réservant ainsi le terme « stéréotypie » pour les formes plus prédictibles donc invariables on

distingue : des morsures, toilettages et reniflements.
I1.2.3.2.2. L’activité locomotrice

L’activité locomotrice des souris est caractérisée par l'activité horizontale et verticale
des animaux dans une cage carrée (32x32cm) divisée en 16 carreaux identiques. Ce test
permet de mesurer les déplacements de ’animal, en plus des informations sur I’activité
locomotrice dans un espace clos. L’observation des animaux commence quelques secondes
aprés I’introduction des animaux dans la cage d’observation. Ce test analyse le comportement
exploratoire de la souris dans un espace clos.

On l'utilise avant tout pour mesurer ses fonctions motrices, mais aussi, pour évaluer son
degré d'anxiété. Un animal anxieux évite le centre du terrain qui est ouvert, et reste au
périphérique. Chacun de ce dernier compte pour un score de cases visitées.

Le test est réalis¢ en 4 phases Smin pour chacune, séparées par un temps de repos.
11.2.3.2.3. Test de la nage forcée

Est un test prédictif d’une activité de type antidépressive. Comme précédemment cité le
temps de la nage et d’immobilité (TIM) sont compté afin d’exprimer un état de "désespoir

comportemental”.

11.2.3.2.4. Test de compartiment noir/blanc (test de stress)

Ce test permet une évaluation simple et rapide de 1’anxiété comportementale. Les
détails de ce test sont cités auparavant.
I1.2.3.2.5. Sacrifice et prélevement sanguin et d’organes

A la fin des 12 semaines et aprés 1’étude comportementale, les souris sont anesthésiées a

I’aide d’un coton imbibé par le chloroforme, puis sont sacrifiées par décapitation. Le sang



prélevé (figure 13) est récupéré dans des tubes secs et héparine utilisé pour les analyses
biochimiques qui sont ensuite conservés a 4°C.

Apres I’étape de sacrifice et de prélevement sanguin, Nous avons fait la dissection des
souris et le prélevement des organes (foie, rein et cerveau).

I1.2.3.2.5.1. Analyses biochimiques

Les analyses biochimiques ont été réalisées au niveau du Laboratoire de la clinique

privé d’EL-IHSSAN de Chlef.

11.2.3.2.5.1.1. Evaluation de P’activité hépatique (dosage des transaminases)

Ces enzymes sont impliquées dans le métabolisme des acides aminés. Elles
fonctionnent avec le phosphate de pyridoxal (dérivé de la vit B6) comme co-enzyme qui
assure le transfert réversible d’un groupement amine entre un acide a-cétonique. Elles

participent ainsi a la synthese d’acides aminés et la régulation du cycle de Krebs.

A. Dosage de Transaminase Glutamino Oxaloacétique (TGO)

Appelée aussi L’aspartate aminotransférase (ASAT); est présente surtout dans le foie et
le coeur un peu moins dans les muscles et les reins. Elle posséde une isoforme cytoplasmique
dont la demi-vie sanguine est d’environ 40h et une isoforme mitochondriale (stress oxydatif)

dont la demi-vie est de 10h.

Le dosage sanguin de transaminases glutamino oxaloacétique TGO est prescrit dans les

pathologies hépatiques.

Le principe du dosage est basé sur la cinétique enzymatique déterminant I’activité de
I’aspartate aminotransférase Un volume de 1ml de réactif est ajouté a 0,1ml d’échantillon et le

tout est incubé a 25°C.

La lecture de I'absorbance (A) des solutions aprés incubation est effectuée a une

longueur d'onde de 340 nm. Le taux de GOT exprimé en U/L.



B. Dosage de la Transaminase Glutamino Pyruvique (TGP)

Appelée aussi Alanine aminotransférase (ALAT) ; Le dosage de la TGP (présente en
particulier dans le foie) est surtout utilis¢ dans le diagnostic des hépatites aigués, toxiques,

infectieuses ou virales.

Le principe de cette méthode est basé sur la cinétique enzymatique en suivant 1’activité
de l’alanine aminotransférase (ALAT) dont I’appréciation de la réaction indicatrice qui

consomme du NADH mesurée a 340 nm.

L’analyse se fait sur du sérum ou du plasma recueilli sur héparine car 1’hémolyse

invalide 1’analyse.

Un volume de 1ml de réactif est ajouté a 0,1ml d’échantillon et le tout est incubé a
25°C. La lecture de l'absorbance (A) des solutions aprés 1, 2 ,3 et 4mn d'incubation est

effectuée a une longueur d'onde de 340 nm. Le taux de GPT exprimé en U/L.
11.2.3.2.5.1.2. Dosage du plomb dans le cerveau par SAA :

La méthode exploité est la méme décrite en dosage de 1’aluminium, 1’étalon préparé avec des

solutions de 1000 mg/1 pour le Pb en conditions suivantes

1-Pb: La longueur d'onde: 283.3 nm
La fente: 0.5 nm.

Le Courant de lampe: 10.0
11.2.3.2.5.1.3. L’étude histologique :

L’¢tude histologique a été réalisée au niveau de la clinique privé de Dr Terkia, suivant les

mémes étapes précédentes.



11.3. Résultats
11.3.1. Résultats de I’étude in vitro

I1.3.1.1. Les tests phytochimiques sur la résine boswellique

Aprées les différents tests phytochimiques que nous avons fait sur notre plante, on a

trouvé :

Tableau 16 : resultats des tests phytochimiques

Test Résultat

Les saponosides Positive (+) (1.5cm de hauteur)

Les tanins Négative (-)

Les anthocyanes Négative (-)

Les flavonoides Négative (-)

Les alcaloides Positive (+) (Précipité blanc —jaunatre) avec le réactif MAYER et
(précipité oronge) avec le réactif WAGNER

Les terpénes Positive (+) (une couche surnageante verte)

Tableau 03: résultats des tests phytochimiques de la résine boswellique

V'R A
\\ :

%

Figure 56: test des Figure 57: test des alcaloides Figure 58: test des

saponosides terpeénes



I1.3.1.2. Résultat de la composition chimique par CG-MS

89% de composants ont été identifié par CG-MS d’ou on a trouvé des composants a activité

pharmacologique et antioxydante.
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Figure 59: Chromatogramme de 1’huile essentielle de la résine boswellique

L'identification des composants de I'huile a été attribuée par comparaison de leurs spectres de
masse avec des banques d'huile essentielle Wiley et Nist. Les pourcentages des composants ont

été calculés a partir des zones de pic GC en utilisant la méthode de normalisation.

Tableau 17: molécules identifi¢ de I’huile essentielle de la résine boswellique

Table 17. Composition de 1’huile essentielle de la résine (%)
Tempsde Composantd Pourcentage %
RRI? Retention
1 987 14,584 o-Pinene 0.23
2 999 15,215 Toluene 0.36
3 1177 22,483 Limonene 1.99
4 1196 22,836 1,8-Cineole 0.69
5 1235 24,583 (Z)-p-Ocimene 0.34
6 1250 25,271 n-Hexyl acetate 0.10
7 1254 25,480 p-Cymene 0.24
8 1262 25,853 2-Octanone tr®
9 1267 26,071 Octanal 0.20
10 1356 29,936 2-Nonanone 0.11
11 1362 30,180 Nonanal tr
30,739 Benzene, I-methoxy-2- 0.21
12 1376 methyl
13 1390 31,314 n-Octyl formate 0.44
14 1402 31,774 cis-Linalool oxide 0.27
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36

37

38

39

1430

1448

1494

1509

1566

1570

1634

1659

1676

1706

1727

1731

1767

1793

1797

1806

1817

1828

1897

2002

2107

2180

2212

2429

2620

32,755
33,391
34,993
35,439
37,050
37,155
38,817
39,411
39,811
40,599
41,284
41,437
42,615
43,503
43,638
43,898
44,173
44,469
46,269
48,904
51,445
53,338
54,226
61,518
71,268

Monoterpene
hydrocarbons

trans-Linalool oxide
n-Octyl acetate
Linalool

n-Octanol
2-Undecanone
4-Terpineol
2,6-Octadiene, 2,6-dimethyl
Decyl acetate
o-Terpineol
[-Verbenone
Carvone

Geranyl acetate
Aldehyde Cuminique
Acid Hexanoique
trans-Carveol
para-Cymen-8-ol
3,5-Dimethoxy toluéne
cis-Carveol

Acide Heptanoique
Acide Octanoique
Acide Nonanoique
Cembrene

Acide Decanoique
Acid Dodecanoique

Acid Tetradecanoique

2.80

Monoterpenes Oxygenate 3.59

Diterpéne hydrocarbons  0.20

dérivés d’Ester

Autres

65.22
17.86

tr

64.30

1.12

10.97

tr

0.16

0.35

0.38

0.27

0.20

0.30

tr

0.27

0.25

0.21

tr

0.29

0.10

0.21

0.75

0.53

0.20

0.68

2.61

0.34




Total identifié 89.67

2 Indices de Rétention Relative déterminé par colonne HP-INNOWAX; PTrace (<0.1%)

I1.3.1.3. Activité antioxydante de I’huile essentielle

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée de deux manicres différentes : le test au DPPH et

la technique de décoloration de la B-caroténe.
I1.3.1.3.1. Piégeage du radical DPPH

Les résultats du pourcentage de piégeage du radical DPPH par 1’addition de différentes

concentrations en huile essentielle de Boswellia sp sont représentés dans la figure 60.

Notre huile essentielle présente une activité antioxydante, les pourcentages d’inhibition
maximaux sont 54,14%,alors que pour I’acide ascorbique I’activité est 89,74%.
Nous remarquons que ’activité antioxydante de nous huile est inférieure a celle de I’acide

ascorbique utilis¢ comme contrdle positif
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Figure 60:Comparaison entre les pourcentages d'inhibition du radical DPPH des

différents antioxydants (huile essentielle de Boswellia sp et Acide ascorbique).



D apreés la figure 60, on note que ’efficacité augmente avec la concentration dans le

cas de I’huile essentielle de Boswellia sp.

11.3.1.3.2. Blanchissement du Béta caroténe

L’aptitude des huiles essentielles a inhiber la peroxydation lipidique évaluée par la technique de
décoloration du p-caroténe (figures 61) montre que I’oxydation de I’acide linoléique est

efficacement inhibée par notre huile.
Cet essai montre que 1’huile essentielle de Boswellia posséde un faible pouvoir antioxydant par
rapport a celui de I’antioxydant de référence (acide ascorbique) et élevé par rapport aux résultats

obtenus par le DPPH" Cette technique confirme les résultats obtenus par le test précédent et

montre que I’huile essentielle de Boswellia présente un meilleur profil antioxydant.
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Figure 61 : Figure montrant le pourcentage d'inhibition de la peroxydation de l'acide linoléique

par les différents antioxydants (1’huile essentielle, acide ascorbique)

D'apres la figure 61, nous notons que I’efficacité augmente avec la concentration dans le

cas des huiles essentielles.



I1.3.1.4. Activité antioxydante des deux extrait meOH et EtOH :

L'activité¢ antioxydante peut étre due a divers mécanismes, tels que la prévention contre
I’initiation de la chaine d’oxydation, la décomposition des peroxydes, la chélation métallique,

la réduction, ainsi que le piégeage des radicaux libres.

Pour évaluer l'efficacité des anti-oxydants, plusieurs méthodes analytiques avec différents
substrats sont utilisés. Les méthodes choisies sont les plus couramment utilisés pour la

détermination d'antioxydant:

- Piégeage des radicaux libre par les deux méthodes DPPH et DMPD qui n’a montré un effet

trés faible comparativement a celui de I’huile essentielles.

- Chélation du fer qui a montré un effet considérable.

- Le pouvoir réducteur par les trois méthodes FRAP, PRAP et CUPRAC en exploitant de
différent ¢éléments (Fer, Phosphore et le cuivre) par le méme principe de réaction ; ces dernier
ont montré un pouvoir réducteur considérable mais pas assez important

Tableau 18: activités antioxydants des deux extrait éthanolique(B.etOH) et

méthanolique(B.meOH) de la résine boswellique comparé aux contrdles positives et négative
(I’éthanol).

Echantillons (concentration de 2g/1)

B.etOH B.meOH Quercitine ~ EDTA  Ac.Asc  Ac.Gal etOH
DPPH 1,67+0.014  1,73+0.031 0.13+0.03 - - -
DMPD 0.43+0.005 0.46+0.005 - - 0.12+0.002 - 0.49+0.08
Chélation 1.58+0.046  1.67+0.037 - 0.074+0.007 - - 2.37+0.52
métallique
FRAP 0.39+0.005  0.46+0.005 1.28+0.004 - - - 0.045+0.005
PRAP 0.19£0.005 0.214+0.004  0.40+0.004 - - - 0.047+0.002

1.79+0.07

CUPRAC 0.55+0.08 0.82+0.06 - - - 2.36+0.026 0.059+0.009



Pourcentage d’inhibition : a ét¢ calculé seulement pour les trois parametres DPPH, DMPD,

et Chélation métallique (figure 62)

120

[any
o
o

(0]
o

2]
o

IS
o

N
o

Porcentage d'inhibition %

K S FI
T L&
Q}® Q? (_)(IOK %® Q)
oF

& DPPH
.1DMPD

M Chélation

Figure 62: pourcentages d’inhibition des deux extrait éthanolique et méthanolique de la

résine boswellique comparé au controles positives.

11.3.1.5. Activité inhibitrice du cholinestérase

L’activité inhibitrice du cholinestérase des extraits (huile essentielle, extraits éthanolique et

méthanolique) a été testé contre I’AChE et la BChE a 100 p g / mL en utilisant le lecteur de

microplaques ELISA.

A/Activité de I’huile essentielle :

Nos résultats indiquent que la majorité des extraits exerce plus l'inhibition de la

butylcholinestérase BChE comparativement a

(tableau 18).

I’AChE dont I’inhibition est presque nul

Tableau 19 : pourcentage d’inhibition de I’AChE et la BChE de I’huile essentielle

%d’inhibition sur ’AChE

% d’inhibition sur la BChE

500

62,5 125 250 500 1000 62,5 125 250 'm 1000
pg/ml* (pg/ml  [pg/ml |pg/ml [pg/ml  |[pg/ml |pg/ml |pg/ml :l g pg/ml
L'huile | 2192 £[1196 =[1445 +[17.93 =|"*0 12516
essentielle | ) ) ) 3,04°¢ 2,02 0,27 2,31 436 +3,12

@ concentration Final dans les puits, ® pas d’inhibition, ¢ valeurs exprimés en moyennes +

SD (n=3)

B/Activité des deux extraits éthanolique et méthanolique :




Une trés faible inhibition de I’AChE en extrait métOH a forte concentration a été observé,

comparativement a la BChE dont I’inhibition est considérable avec toutes les doses.

Tableau 20 : pourcentage d’inhibition de I’AChE et la BChE des deux extraits EtOH et
MetOH

%d’inhibition sur ’AChE % d’inhibition sur la BChE

250 pg/ml 500 pg/ml (1000 pg/ml [ 250 pg/ml 500 pg/ml (1000 pg/ml

B.EtOH |-° -0 b 31.19+1.87 38.82+2.78 |44.55+3.45

b b 11.04+1.10 [34.77+1.64 40.61+1.10 | 46.47+4.28

B.MetOH

@ concentration Final dans les puits, ° pas d’inhibition, ¢ valeurs
exprimés en moyennes £ SD (n=3)
I1.3.2. Etude in vivo :

I1.3.2.1. Intoxication a I’aluminium :
I1.3.2.1.1. Les paramétres neurologiques :
11.3.2.1.1.1. Test de comportementaux :
11.3.2.1.1.1.1.Test de ’activité locomotrice :

Les résultats obtenus aprés une intoxication chronique au chlorure d’aluminium suivi d’un
traitement par la résine Boswellique montrent une hyperactivité chez les souris intoxiquées
traitée et souris témoins traitées comparativement aux témoins. D’autre part cette activité est
diminuée progressivement pendant la durée d’expérimentation chez tous les groupes. Figure
63.
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Figure 63: Test de I’activité locomotrice chez les souris intoxiquées par 1’aluminium
(100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Les résultats obtenus aprés une intoxication chronique au chlorure d’aluminium avec D-
galactose suivi d’un traitement par résine de Boswellia montre une hyperactivité chez les
souris modele Alzheimer traitées et témoins traitées comparativement aux témoins. D’autre
part cette activité est diminuée progressivement pendant la durée d’expérimentation chez tous
les groupes. Figure 64.

160

140

120
100
2 mT
(=]
(})) 80 ETTr
mALZ

60

= ALZTr
40

20

Phase01 Phase02 Phase03 Phase04
Temps

Figure 64 : Test de I’activité locomotrice chez les souris modéle Alzheimer intoxiquées par
I’AICI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modele Alzheimer
traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux

souris témoins durant 13 semaines.



11.3.2.1.1.1.2.Test de curiosité

Les résultats obtenus lors de test de curiosité montrent que les souris intoxiquées traitées et
des souris témoins traitées par résine de Boswellia sont plus curieuses pendant la 1ére phase
d’expérimentation, ce résultat est plus proche a celui du groupe témoin, cette curiosité est

diminuée progressivement durant les phases suivantes.

Par contre les souris intoxiquées par AICl3 sont moins curieuses que les autres groupes.
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Figure 65: Test de curiosité chez les souris intoxiquées par I’aluminium (100mg/kg), des
souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)
comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Les résultats obtenus lors de test de curiosité montrent que les souris Alzheimer, Alzheimer
traitées et témoins traitées par résine de Boswellia sont plus exploratrices pendant la 1ére
phase d’expérimentation, ce résultat est plus proche a celui du groupe témoin, cette curiosité
est décroissante progressivement durant les phases suivantes. Figure 66
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Figure 66 : Test de curiosit¢ chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par 1’AlCI3
(100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modele Alzheimer traitées
et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris
témoins durant 13 semaines.

11.3.2.1.1.1.3.Test d’anxiété

Les résultats obtenus durant le test d’anxiété montrent que le temps de séjour dans le
compartiment noir chez les groupes d’expérimentations est bien important pendant la durée

d’expérimentation. Figure 67

On remarque que les souris intoxiquée passent beaucoup plus de temps dans I’obscurité

durant le deuxieme, les troisiémes et quatriémes phases comparativement aux autres groupes.
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Figure 67: Test de ’anxiété chez les souris intoxiquées par I’aluminium (100mg/kg), des
souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)

comparées aux souris témoins durant 13 semaines.



Les résultats obtenus durant le test d’anxiété montrent que le temps de séjour dans le
compartiment noir chez les groupes d’expérimentations est bien important pendant la durée

d’expérimentation.

On remarque que les souris modele Alzheimer passent beaucoup plus de temps dans
I’obscurité durant les deuxiémes, troisiémes et quatriémes phases comparativement aux

autres groupes. Figure 68
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Figure 68: Test de 1’anxiété chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par 1’AlCI3
(100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modele Alzheimer traitées
et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris

témoins durant 13 semaines.
11.3.2.1.1.1.4.Test de croix :

Dans ce test on a observé que les intoxiquées, des témoins traitées et les témoins passent plus
de temps dans le couloir a bras protégé pendant toute la durée d’expérimentation comparées

aux souris les intoxiquées traitées. Figure 69
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Figure 69 : Test de labyrinthe en croix surélevé chez les souris intoxiquées par I’aluminium
(100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Dans ce test on n’a observé que le temps de sé€jours dans le couloir protégé chez les souris
témoins traitées, Alzheimer traitées et les témoins est supérieur comparées aux souris

Alzheimer. Figure 70
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Figure 70 : Test de labyrinthe en croix surélevé chez les souris modele Alzheimer
intoxiquées par I’AICIls (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris
modele Alzheimer traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)

comparées aux souris témoins durant 13 semaines.



11.3.2.1.1.1.5.Test de la nage forcée

En test de la nage forcée on a remarqué que le temps enregistrés par les souris témoins,
témoins traitée et intoxiquée traitée plus long que les souris intoxiquée qui enregistrés un

temps tres court. Figure 71
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Figure 71 : Test de Persolt chez les souris intoxiquées par I’aluminium (100mg/kg), des
souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)

comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Pendant le test de la nage forcée on observe que le temps d’immobilité enregistré chez les
souris témoins, témoins traitées, Alzheimer traitées est beaucoup plus important que les souris
intoxiqué par AlCI3 par voie orale a une dose de 100mg/kg avec D-galactose par voie IP a

une dose de 200mg/kg qui ont enregistrés un temps court. Figure 72
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Figure 72 : Test de Persolt chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par 1’AlCls
(100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modele Alzheimer traitées
et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris

témoins durant 13 semaines.



11.3.2.1.1.2. Test de mémoire
I1.3.2.1.1.2.1. Labyrinthe radiaire a 8 bras
A-Mémoire spatiale de travail

Dans le test de mémoire spatiale de travail on remarque que le temps d’arrivé a I’aliment chez
les souris intoxiquées, intoxiquées traitées et témoins traitées plus importante contrairement

aux témoins durant les quatre premiers jours d’apprentissage.

Mais pendant le cinquiéme jour, on remarque que le temps d’arrivé a ’aliment est beaucoup

plus important chez les témoins comparés aux autres groupes. Figure 73
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Figure 73 : Test d¢ mémoire spatial de travail chez les souris intoxiquées par 1’aluminium
(100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Dans ce test on a observé que les souris Alzheimer et Alzheimer traitées ont pris largement de

temps pour arriver a I’aliment comparés aux souris témoins traitées et témoins. Figure 74
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Figure 74: Test de  mémoire spatial de travail chez les souris modéle Alzheimer
intoxiquées par 1I’AICIls (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris
modele Alzheimer traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)

comparées aux souris témoins durant 13 semaines.
B-Mémoire non spatiale de préférence conditionnée :

Les résultats obtenus lors de test de  mémoire non spatiale de  préférence
conditionnée montrent que le temps de s€jour dans les bras éclairés appaté chez les quatre
groupes s’approchait ente eux, cette durée est augmentée chez les témoins, témoins traitées,
intoxiqué traitées dans le cinquiéme jour, contrairement au groupe intoxiqué est basse une

court durée a partir le premiere jusque le 5 jour. Figure 75
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Figure 75: Test de mémoire non spatial de préférence conditionnée chez les souris
intoxiquées par I’aluminium (100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris
témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13

semaines.



Les résultats obtenus lors de test de = mémoire non spatiale de  préférence
conditionnée montrent que le temps de sé¢jour dans les bras éclairés appaté chez les quatre
groupes s’approchait ente eux, témoins, témoins traitées et Alzheimer traitées par résine de
Boswellia est basse beaucoup plus de temps pendant les cinquiémes essais contrairement au

modele Alzheimer. Figure 76
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Figure 76 : Test de mémoire non spatial de préférence conditionnée chez les souris modéele
Alzheimer intoxiquées par 1’ AICI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des
souris modele Alzheimer traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia

(200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines .
C- Distinction de position :

Lors du test de distinction de position on a observé que les groupes traitées témoins traitées
intoxiquées traitées choisissent une longue durée dans les bras appatés que le témoin, par
contre les souris intoxiquée enregistrent une courte durée dans les bras appatés contrairement
aux témoins. Concernant les souris intoxiquées enregistré une courte durée dans les bras
appatés est diminuée durant le deuxiéme et troisiéme jour comparé par d’autre groupe

d’apprentissage. Figure 77
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Figure 77: Test de distinction de position chez les souris intoxiquées par 1’aluminium
(100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Lors du test de distinction de position on a observé que les groupes traitées témoins traitées et
Alzheimer traitées choisissent une longue durée dans les bras appatés que le témoin, par
contre les souris modele Alzheimer enregistrent une courte durée dans les bras appatés a partir
le premier jour jusque le quatrieme jour, cette durée est augmentée le cinquiéme jour
contrairement aux témoins. Figure 78
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Figure 78 : Test de distinction de position chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par
I’AICI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie 1P, des souris modele Alzheimer
traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux

souris témoins durant 13 semaines.



11.3.2.1.1.2.2. Piscine de Morris
A-Mémoire spatiale de travail (MST)

Les résultats de I’épreuve de mémoire spatiale de travail montrent que les souris intoxiquées
prennent beaucoup plus de temps pour détecter la plate-forme visible comparée aux témoins
qui mettent moins de temps (courte dure) les souris intoxiquées traites témoins traitées

durant le quatriéme et le cinquiéme jour de I’expérimentation.

D’autre part on a remarqués que les souris intoxiquées prennent une durée importante pour

détecter la plate-forme par rapport aux témoins pendant la durée d’expérimentation

Concernant le troisiéme jour, le modele Alzheimer et Alzheimer traitées mettent beaucoup de

temps pour détecter la plate-forme visible en comparaison avec les témoins. Figure 79
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Figure 79: Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de travail (MST) chez les souris
intoxiquées par I’aluminium (100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris
témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13

semaines.

dans ce test on a remarqué que les souris Alzheimer prennent plus de temps pour arriver a la
plateforme visible pendant les troisieéme et cinquiéme jour, par contre pour les souris témoins
traitées, témoins et Alzheimer traitée ont prennent moins de temps a détecté la plateforme

visible.

Concernant le troisiéme jour, le modele Alzheimer et Alzheimer traitées mettent beaucoup de

temps pour détecter la plate-forme visible en comparaison avec les témoins. Figure 80
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Figure 80 : Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de travail (MST)) chez les souris
modele Alzheimer intoxiquées par 1’AICI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie
IP, des souris modele Alzheimer traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.
B-Mémoire spatiale de référence (MSR) :

Durant la mémoire spatiale de référence(MSR) la durée du trajet jusqu’a la plate-forme
invisible est nettement plus élevée chez le groupe intoxiqué a partir du troisiéme essai

jusqu’a la fin de I’expérimentation.

En revanche, on remarque que la durée du trajet jusqu’a la plate-forme invisible est nettement

plus réduite chez les intoxiquées comparé aux témoins. Figure 81
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Figure 81: Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de référence (MSR) chez les souris
intoxiquées par I’aluminium (100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris
témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13

semaines.



Durant la mémoire spatiale de référence(MSR) la durée du trajet jusqu’a la plate-forme
invisible est nettement plus élevée chez le groupe modele Alzheimer a partir du troisieéme

essai jusqu’a la fin de 1’expérimentation.

En revanche, on remarque que la durée du trajet jusqu’a la plate-forme invisible est nettement

plus réduite chez les modéle Alzheimer comparé aux témoins. Figure 82

20

18 -
= 16 -
g
14 -
. _ ]
E 12 T
.-E 10 4 ETTr
= g - mALZ
L]
g 6 mALZTr
g ..

2 4

ﬂ |

1 jour 2 jours 3 jours 4 jours 5 jours
Temps

Figure 82 : Test de piscine de Morris (mémoire spatiale de référence (MSR) chez les
souris modéle Alzheimer intoxiquées par I’AlCI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg)
par voie IP, des souris modele Alzheimer traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.
11.3.2.1.1.2.3. Le test du labyrinthe en double —H

L’¢tude statistique révele une différence hautement significative dans le temps pris par les
souris du model Alzheimer pour atteindre la plate-forme par rapport aux souris témoins et

autre groupes entre le premier et le dernier jour du test(le bras cible N, S, NE et SE).
» Test d’apprentissage et rétention (branche nord) (N)

Les souris intoxiquées traitées, témoins traitées et témoins ont passé un temps
significativement inferieur par rapport aux souris intoxiquées pour d’arrivé la plate-forme.

Figure 83
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Figure 83 : Test du bras nord(N) chez les souris intoxiquées par 1’aluminium (100mg/kg), des
souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)

comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Les souris Alzheimer ont passé un temps significativement supérieur par rapport aux souris

témoins, témoins traitées et Alzheimer traitées pour d’arrivé la plate-forme. Figure 84
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Figure 84 : Test du bras nord(N) chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par 1’ AICI3
(100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modéle Alzheimer traitées
et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris

témoins durant 90 jours.



» Test d’apprentissage et rétention (branche Sud) (S)

Dans ce test on a observé que les souris intoxiquées et intoxiquées traitées ont pris largement

de temps pour arriver a plate-forme comparés aux souris témoins traitées et témoins. Fig 85
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Figure 85: Test du bras Sud (S) chez les souris intoxiquées par 1’aluminium (100mg/kg), des
souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg)

comparées aux souris témoins durant 90 jours.

Les souris Alzheimer traitées, témoins traitées et témoins ont pass€¢ un temps

significativement inferieur par rapport aux souris Alzheimer pour d’arrivé la plate-forme. Fig

86
| mT
EBTTr
m Alz
mAlz Tr
o . : .

1jour 2jours Jjours djours Sjours

B W
w =]

[
o

[
a

Temp d'arrivé 4 plate-forme (Sec)
w o

Temps

Figure 86: Test du bras Sud (S) chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par I’ AICI3
(100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modele Alzheimer traitées
et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris

témoins durant 90 jours.



» Test d’apprentissage et rétention (branche nord-est) (NE)

Les souris intoxiquées, témoins traitées et t€émoins ont passé un temps significativement

inferieur par rapport aux souris intoxiquées traitées pour d’arrivé la plate-forme. Figure 87
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Figure 87: Test du bras nord- est (NE) chez les souris intoxiquées par 1’aluminium
(100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de
Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 13 semaines.

Les souris Alzheimer ont passé un temps significativement supérieur par rapport aux souris

témoins, témoins traitées et Alzheimer traitées pour d’arrivé la plate-forme. Figure 88
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Figure 88: Test du bras nord- est (NE) chez les souris modele Alzheimer intoxiquées par
I’AlCI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modéle Alzheimer
traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux

souris témoins durant 90 jours.



> Test d’apprentissage et rétention (branche sud est) (SE)

Les souris intoxiquées ont passé un temps significativement supérieur par rapport aux souris

témoins, témoins traitées et intoxiquées traitées pour d’arrivé la plate-forme. Figure 89
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Figure 89: Test du bras sud-est (SE) chez les souris intoxiquées par |’aluminium
(100mg/kg), des souris intoxiquées traitées et des souris témoins traitées par résine de

Boswellia (200mg/kg) comparées aux souris témoins durant 90 jours.

Dans ce test on a observé que les souris Alzheimer et Alzheimer traitées ont pris largement de

temps pour arriver a plate-forme comparés aux souris témoins traitées et t¢émoins. Figure 90
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Figure 90: Test du bras sud-est (SE) chez les souris modéle Alzheimer intoxiquées par
I’AlCI3 (100mg/kg) avec D-galactose (200mg/kg) par voie IP, des souris modele Alzheimer
traitées et des souris témoins traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) comparées aux

souris témoins durant 90 jours.



11.3.2.1.2.Spectrophotométrie d’absorption atomique SAA

Les teneurs en Aluminium ont été tracées séparément des expérimentations (Intoxication et
model Alzheimer) et ce a cause de leurs valeurs trés éloignés, le premier était faible
comparativement au deuxiéme. Les concentrations de lots traités montrent une diminution a
la moiti¢ que celle de lot intoxiqué, de méme pour les modéles Alzheimer. Figure 91, 92
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Figure 91: concentration de I’aluminium mesuré par spectroscopie d’absorption atomique du
lot témoin, lot intoxiquées par I’AlCl3 (100mg/kg) et lot intoxiqué traité (Intox.Trt) traitées
par résine de Boswellia (200mg/kg) par voie orale apres une durée d’intoxication/traitement
de 90 jours.
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Figure 92: concentration de I’aluminium mesuré par spectroscopie d’absorption atomique de
lot témoin, lot model Alzheimer(Alz) intoxiquées par I’AICI3 (100mg/kg) avec D-galactose
(200mg/kg) par voie IP et lot traité(Trt.Alz) traitées par résine de Boswellia (200mg/kg) par

voie orale aprés une durée d’intoxication/traitement de 90 jours.



11.3.2.2. L’intoxication au plomb

I1.3.2.2.1. Résultat de test de toxicité aigiie

Afin de vérifier la sécurit¢ de I’extrait aqueux de Boswellia carteri en usage
thérapeutique dans notre travail expérimental, On a évalué¢ par test de toxicité aigiie
I’éventuelle toxicité¢ de I’extrait aqueux de Boswellia carteri sur les souris. En effet, la dose

administrée ne provoque aucune mortalité.

Notre résultat a prouvé in vivo que I’extrait aqueux de la résine de Boswellia carteri ne

présentait aucun effet toxique.

11.3.2.2.2. Etude comportementale

I1.3.2.2.2.1. Comportement stéréotypé (morsure, toilettage, reniflement)

11.3.2.2.2.1.1. Morsure:

Les résultats obtenus aprés une intoxication chronique au 1’acétate de plomb et d’un
traitement par la résine boswellique montre que les souris intoxiquées ont un nombre élevé de

morsure contrairement au I’intoxiqué traité. Figure 93
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Figure 93: Résultat de test de morsure chez les souris intoxiquées (I) par le Pb a une dose de
500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (I-tr) intoxiquée par Pb (500ppmV.O) traité par

Boswellia carteri (200mg/kg- V.0) comparées aux témoins(T) durant 12 semaines.

11.3.2.2.2.1.2. Toilettage :



Contrairement au test précédent le nombre de toilettage est inférieur chez les souris

intoxiquées comparativement aux témoins et au groupe traité. Figure 94
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Figure 94: Résultat de test de toilettage chez les souris intoxiquées (I) par le Pb a une dose de

500ppm par voie orale, intoxiqué-traité¢ (I-tr) intoxiquée par Pb (500ppmV.O) traité par

Boswellia carteri (200mg/kg- V.O) comparées aux témoins(T) durant 12 semaines.

11.3.2.2.2.1.3. Reniflement : est inférieurs chez les deux groupes intox et intox-trt (fig 95)
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Figure 95: Résultat de test de reniflement chez les souris intoxiquées (Intox) par le Pb a une

dose de 500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (Intox-trt) intoxiquée par Pb (500ppmV.0)

trait¢ par Boswellia carteri (200mg/kg V.0O) comparées aux témoins(Témoin) durant 12

semaines.

11.3.2.2.2.2. L’activité locomotrice



Les résultats obtenus aprés une intoxication chronique au ’acétate de plomb et d’un
traitement par la résine boswellique montre une hyperactivité¢ locomotrice chez les souris
intoxiquée par rapport aux souris intoxiqué traitées et témoins, on note que les souris
intoxiquée traitées ont dévoilé des résultats qui sont approximativement les mémes que les
témoins. L’activité des toutes les lots a diminué a chaque phase. Cependant, I’administration
de la solution de la résine de la plante a permis d’enregistrer une nette amélioration
dans le temps d’exploration chez les souris intoxiquée au plomb figure 96.Ces résultats
montrent de I’administration de la résine boswellique a permet de corriger hyperactivité
induite par le plomb. Figure 96

Ces résultats sont non significatifs
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Figure 96 : Effet du Plomb sur I’activité locomotrice des souris intoxiquées (Intox) par le
Pb a une dose de 500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (Intox-trt) intoxiquée par Pb
(500ppmV.0) traité par Boswellia carteri (200mg/kg V.0O) comparées aux témoins(T) durant

12 semaines.

11.3.2.2.2.3. Test de la nage forcée



Pendant le test de la nage forcée on a observé que le temps d’immobilité enregistré chez
les souris intoxiqué est moins que celui enregistré chez les souris témoins et intoxiqué traité ;
ces deux derniers ont marqué un peu pres le méme temps d’ immobilité.

Cependant on a observé que le traitement des souris a 1’extrait aqueux de la résine
Boswellique marque une amélioration significative de temps d’immobilité (figure 97), ces
résultats sont hautement significatifs.

A travers ces résultats, D’analyse statistique révéle un temps d’immobilité
significativement inférieur a celui des souris témoins ceci est en faveur d’installation d’un état

dépressif. Figure 97
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Figure 97 : Effet du Pb sur la nage forcée (test de stress) des souris intoxiquées (I) par le Pb
a une dose de 500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (I-tr) intoxiquée par Pb (500ppmV.0)

traité par Boswellia carteri (200mg/kg V.O) comparées aux témoins(T) durant 12 semaines.

11.3.2.2.2.3. Test de compartiment noir et blanc (test d’anxiété)

Ce test permet une €valuation simple et rapide de 1’état anxieux de 1’animale.

D’apres les résultats enregistrés, on remarque que les souris intoxiquées par 1’acétate de
plomb préferent le compartiment éclairé et passent beaucoup plus de temps dans cette
compartiment ; contrairement aux lots témoins et intoxiquées traitées par 1’extrait aqueux de
la résine boswellique et le témoin passent beaucoup plus de temps dans le compartiment

obscur. Figure 98
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Figure 98 : Résultats de test d’anxiété chez les souris intoxiquées (I) par le Pb a une dose de
500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (I-tr) intoxiquée par Pb (500ppmV.O) traité¢ par

Boswellia carteri (200mg/kg V.O) comparées aux témoins(T) durant 12 semaines.

I1.3.2.2.3. Les résultats des analyses biochimiques
11.3.2.2.3.1. L’évolution de TGO chez les souris

Le but de I’expérimentation consiste a étudier 1’effet d’une intoxication chronique au
plomb sur I’activité¢ catalytique des transaminases, qui sont considéré comme de bons
marqueurs du fonctionnement hépatique.
Les variations du taux de TGO sont présentées dans les figures 100. Le taux de TGO est de
I‘ordre de 439.5 + 156.27 Ul/l chez les souris témoins (T) par contre les rats intoxiqués ont un
taux de TGO qui est de I'ordre 504.5 +21.92UI/l. Ces résultats montrent clairement une
augmentation de toux de TGO chez les souris intoxiqués(I) par rapport aux souris témoins.
Apres avoir confirmé I’imprégnation en plomb, on a comparé¢ les résultats des trois lots avec
ceux d’intoxiqué-traité (I-Tr) pour évaluer I’effet détoxifiant de la résine Boswellique.
Le taux de TGO est de I’ordre de 439.5 £ 156.27 UI/I chez les rats témoins, 504.5 £21.92UI/1
chez les rats intoxiqués et de 438 = 38.18 U/l chez les rats intoxiqués et traités par la résine
Boswellique.
Les résultats obtenus montrent une diminution du taux de TGO chez les souris intoxiqués a
I’acétate de plomb et traités par la résine Boswellique par rapport aux souris intoxiqués au

plomb (figure 99)
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Figure 99: Taux de TGO en UI/L chez les souris intoxiquées (I) par le Pb a une dose de
500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (I-tr) intoxiquée par Pb (500ppmV.O) traité¢ par

Boswellia carteri (200mg/kg V.O) comparées aux témoins(T) durant 12 semaines.

11.3.2.2.3.2. L’évaluation de TGP chez les souris

Les variations du taux de TGP sont présentées dans les figures 17. Le taux de TGP est
de 1‘ordre de 105 ,5 + 31,82 Ul/I chez les souris témoins (T) par contre les souris intoxiqués
(I) ont un taux de TGP qui est de I’ordre 139 + 41,01 UI/l. Ces résultats montrent clairement
une augmentation de TGP chez les souris intoxiqués par rapport aux souris témoins.

Le taux de TGP est de I’ordre de 105 ,5 + 31,82 UI/l chez les souris témoins, alors que
celui des souris intoxiqués a atteint 139 + 41,01 UL/L, par rapport aux souris intoxiqués et
traités par la résine Boswellique (I-Tr) qui ont un taux de TGP 120,5+ 19,09 Ul/l valeur

nettement inférieure a celle de souris intoxiquées. Figure100
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Figure 100 : Taux de TGP en UI/L chez les souris intoxiquées (I) par le Pb a une dose de
500ppm par voie orale, intoxiqué-traité (I-tr) intoxiquée par Pb (500ppmV.O) traité par

Boswellia carteri (200mg/kg V.0O) comparées aux témoins(T) durant 12 semaines.



I1.3.2.2.4. Résultats du dosage du plomb cérébral

Les résultats de spectrophotométrie atomique a permis d’enregistré un taux ¢€levé en
plomb au niveau des structures cérébrales (hippocampe et amygdale) chez les souris exposé
au plomb .Ces résultats montrent une bonne imprégnation du plomb dans 1’organisme et
confirment le passage du plomb au niveau cérébral et que le cerveau constitue en effet un des
sites préférentiels de fixation du Pb.

Ainsi I’administration de I’extrait de la plante a permis d’enregistrer une réduction dans
le taux du plomb ceci en faveur d’un processus d’élimination du plomb (détoxification).

L’administration de 1’extrait de la résine boswellique a permis d’enregistrer une

réduction dans le taux du plomb au niveau d’hippocampe et amygdale. Figure 101
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Figure 101: concentration du Plomb mesuré par spectroscopie d’absorption atomique en pg/l
du lot témoin, lot intoxiqué(Intox) par le plomb (100ppm) et lot traité(Intox.trt) par résine de

Boswellia (200mg/kg) aprés une intoxication/traitement de 12 semaines.

I1.3.2.2.5. Etude histologique

L’¢tude microscopique des coupes histologiques au niveau du cerveau chez les souris
intoxique par I’acétate du plomb (100mg/kg p.o) intoxiqué traitées par la résine boswellique a

une dose de (200 mg/kg) par voie orale, comparées aux témoins durant 3mois. Figure 103



Figure 102:Etude microscopique de tissus nerveux effectuée par la coloration(H.E) chez des
souris intoxiquées (p) par acétate du plomb a une dose de 100mg/kg et des souris intoxiquées

traitées( P.Tr) par la résine boswellique comparé aux témoin (T)durant 3mois (Gx400).



Discussion

*Nous constatons que :
- Nous avons remarqué que les alcaloides sont plus importants dans la résine boswellique.
Leur présence est confirmée par la réaction de MAYER et de WAGNER
- Les indices de mousses indiquent que 1’intensité des saponosides est plus importante dans
la résine boswellique. Ceci confirmée la présence des stéroides et des triterpénoides; Ces
résultats sont en accord avec les travaux [236] (Simla B, 2001)
- Les familles chimiques détectées dans notre étude viennent confirmer les travaux d’Al-

Harrasi A et al en 2008 [237] sur la méme espéce (Boswellia carteri)

La composition chimique de la résine Boswellique effectué par chromatographie gazeuse
couplé a la spectroscopie de masse pourrait identifier 89,67% de la composition, d’autres
composants fréquents n’ont pas été¢ identifi¢ ; L’identification des composant de 1’huile
essentielle de la résine a été basé sur la comparaison de leur masse spectroscopique avec la

base de Wiley et Nist des huiles essentielles.

Nous avons comparé nos résultats 1’origine botanique certifiée avec ceux de la littérature.
Alors que la littérature abondante documentant la composition triterpénique existe en
olibanum (en raison de leur Propriétés), les descriptions des terpénes volatils de 1'olibanum
sont rares. Il s'agit d'un ingrédient (obtenu par hydrodistillation) qui est largement utilisé en
parfumerie, en particulier comme fixateur. Cependant, 'origine botanique de I’échantillon
d'olibanum n'était souvent pas spécifiée. Le présent travail a démontré la composition
chimique similaire d'olibanum de différentes espéces. Ce qui coincide avec les travaux de
Pernet, qui a mis en évidence par une enquéte ethnobotanique et chimique de la famille des
Burseraceae [238] et La conclusion de Thulin et Warfa qui considéraient que ses espéces ne
doivent pas €tre considérés comme des especes distinctes car ils ne différent que par leur
situation géographique [239]. Plus récemment, dans un article sur I'analyse des triterpénes de
divers échantillons d'olibanum Par HPLC, Mathe et al. Trouvé les mémes composants de
deux différentes especes [240]. De facon surprenante, notre description de la composition

chimique de la résine Boswellique du sud algérien (Adrar) considéré par comparaison



botanique Boswellia carterii est conforme a celle décrite dans La littérature, a I’exception de

certains composeés.

Un certain nombre de publications rapportent I'octylacétate (64), Octanol (11), 1'a-pinéne
(0.23) et limonene, cineole comme principaux constituants de 1'huile essentielle de B. carteri

olibanum [241-242].

La littérature sur la composition chimique de I'olibanum est souvent confondue quant a la
véritable origine de 1’Olibanum. Deux dénominations existent pour l'olibanum : Résines et
gomme Aden et Erythrée. Selon Peyron, Les deux sont recueillis par des artisans, puis ils sont
lavés, séparés et exportés, mais La relation entre leur origine botanique et leur dénomination
n'est pas claire [243]. Trois études indépendantes ont montré que le produit chimique
Composition de " Aden " dénommée olibanum ¢était Semblable a celui de notre B. carteri
olibanum d'Aden, Avec un a-pinene (0.23), un limonéne (2) et un p-cymene (0.24) comme
principaux composants [244,245, 246]. Un olibanum commercialisé sous la dénomination
«Erythrée» a montré la prédominance d'acétate d'octyle [244]. Notre résultat confirme

I’identification par observation de 1’espéce étudiée.

L activite antioxydante peut étre due a des substances bioactives presentes dans les huiles
essentielles et sont principalement les poly phénols, il a été démontré que D’activité de
piégeage des radicaux libres est trés influencée par la composition phénolique des huiles
essentielles [247] mais il est bien connu que I’huile essentielle du Boswellia est plus riche
enmonoterpenes tels que (o-pinene,limonene, cineole, p-cymene,...) et en alcool (octanol
,....) [248] et cela explique pourquoi I’activité antioxydante est plus élevée par rapport a celle
des huiles essentielles pauvres en poly phénol et elle est moins élevés par rapport a celle des
huiles essentielles riches en poly phénols comme le cas du romarin qui est considéré comme

étant un antioxydant de référence par ’OMS 2002 , le thym « Thymus capitatus » [249].

Quelques huiles essentielles riches en composants non phénoliques ont aussi un potentiel
antioxydant, aussi il y a la présence d’un potentiel antioxydant significatif des huiles
essentielles riches en hydrocarbures mono terpénes (limonene and a-pinene). Dans le cas de

I’huile essentielle de Melissa officinalis L., les aldehydesmonoterpenes (citral, citronellal),



ketonesmonoterpenes (isomenthone et menthone) et hydrocarbones sesquiterpénes (trans-

caryophhylléne) sont responsables de la neutralisation du DPPH [250].

L’aptitude des huiles essentielles a inhiber la peroxydation lipidique évaluée par la technique
de décoloration du B-caroténe (figures 61) montre que 1’oxydation de ’acide linoléique

est efficacement inhibée par notre huile.

Cet essai montre que ’huile essentielle de Boswellia possede un faible pouvoir antioxydant
par rapport a celui de I’antioxydant de référence (acide ascorbique) et élevé par rapport aux
résultats obtenus par le DPPH. Cette technique confirme les résultats obtenus par le test
précédent et montre que I’huile essentielle de Boswellia présente un meilleur profil

antioxydant.

Par comparaison au test du piégeage du DPPH, I’huile essentielle a montré également une
meilleure capacité anti oxydative. Cela est di a la présence de composés phénoliques et mono
terpénes. La capacité de I’huile essentielle d’inhiber le blanchissement du B-caroténe est plus
¢levé que sa capacité de piéger les radicaux libres du DPPH.

Toutefois, d’aprés tous ces résultats nous pouvons déduire que le pouvoir antioxydant de
notre espece de Boswellia sp reste inférieur a celui de I’antioxydant de référence (acide
ascorbique). Ce qui montre que 1’huile essentielle de Boswellia sp est dotée d’une bonne
efficacité réductrice du radical DPPH mais une trés bonne capacité d’inhiber la peroxydase de
I’acide linoléique.

*Aprés le test de toxicité aigiie on pas des mortalités des souris. Ces résultats sont en
accord avec les travaux de Bietrix, 2004 ; Singh, 1986[94 ;97] qui ont observé que
I'administration d'acides boswelliques chez des rats et des primates pendant 3 mois a 10 fois
la dose recommandée ne montre aucun effet néfaste. Chez le rat une dose quotidienne de 1 g /
kg d'extrait de Boswellia serrata pendant 4 mois n'entraine aucune modification pathologique
des paramétres hématologiques, biochimiques ou histologiques. L'étude de la toxicité sub-
aigue chez des lapins pendant 3 mois, ainsi que la toxicité chronique chez des primates (0.5g /
kg), rats (1 g / kg) et souris (2 g / kg) sur une durée de 6 mois n'a révélé aucun trouble

particulier.



La neurotoxicit¢ de [’aluminium est prouvée par son effet sur la mémoire et la capacité
d’apprentissage .En effet, lors de notre étude, nous nous sommes intéressées a 1’étude de
I’effet d’une exposition chronique au chlorure d’aluminium sur le comportement qui a été
étudié par une série de tests chez des souris .Le traitement phytothérapeutique a montrer une
vaste utilisation pour lutter contre ces effet toxique .Dans cette étude 1’effet neuroprotéctif

de la résine Boswellique a été évaluer.

L’¢étude comportementale a été effectuée par 1’évaluation du comportement anxiodépressif

ainsi que les performances mnésiques des souris.

Les résultats obtenus de I’activité locomotrice montre que les souris intoxiquée, souris modéle
Alzheimer et souris traitées par résine de boswellia sp sont hyperactivité par rapport aux
souris témoins. ces résultats ne concordent pas avec les travaux de Rech, R. H., and
Commissaris et al 1982 [251],et de Golub et a/ 1996 [252], et de Kumar et a/,2009 [253]qui

ont observés que I’activité locomotrice diminue suite a I’intoxication aluminique.

Les résultats du test de curiosité, qui mesure le comportement d’exploration manifesté par les
souris révelent que les souris intoxiquées et les souris modéle Alzheimer sont moins
exploratrices que les souris témoins et traitées. Ceci suggere que [’intoxication par
I’aluminium induit des dommages aux niveaux du systéme nerveux ce résultat coincide avec

les travaux de Gourrier-Fréry, 2004 [254].

Le Labyrinthe en croix surélevé est couramment utilisé pour 1’étude des comportements liés a

I’anxiété chez les rongeurs [255-256].

Les résultats obtenus montrent bien ’anxiété des souris intoxiquées au chlorure d’aluminium
comparées aux témoins, que les souris modele Alzheimer qui passent beaucoup de temps dans
le couloir protégé que les souris témoins et Alzheimer traité et cela ne concordent pas avec

les travaux de Djebli et al., 2008 [181].

Les variables reflétant I’anxiété de 1’animal dans ce test sont les pourcentages d’entrées et de
temps passé dans les branches ouvertes ainsi que le temps passé et nombre d’entrée dans la

plate-forme centrale.



Buraimoh et al, 2012 [257] ont conclu que I’exposition au chlorure d’aluminium a des effets
négatifs sur le comportement anxieux des souris et cause une augmentation des taux

d’anxiété, ce qui concorde avec nos résultats concernant les souris intoxiquées.

Les résultats de I’épreuve d’anxiété indiquent que les souris intoxiqués et Alzheimer passe
plus de temps dans le compartiment noir par contre que les souris témoins-traitées
Alzheimer-traitées et intoxiqués-traitées, passe beaucoup plus de temps dans le compartiment
Blanc ce résultats ne concordent pas avec les travaux de Djebli et rebai , 2008 [181]; Onaivi,

Martin, 1989[258].

Les résultats obtenus lors de test de la nage forcée montrent que le temps d’immobilité e des
souris témoins, témoins-traitées, Alzheimer-traitées et intoxiqués-traitées est beaucoup plus
important que les souris intoxiquées et les souris modele Alzheimer sont les moins résistants
dans I’eau, ce qui concorde avec les travaux de Detke et al.,1995 et Gardier et Bourin., 2001

[259 ; 215] qui ont démontrés que les souris intoxiquées s’immobilisent par désespoir [260].

Plusieurs études antérieures ont mis en €vidence la neurotoxicité du D-galactose et du
chlorure d’aluminium [261]. De plus, ils induisent une démence expérimentale sporadique de

type Alzheimer [262.

En effet, lors de notre étude, nous sommes intéressées a 1’étude de la mémoire spatiale de
référence (mémoire a long terme) et la mémoire de travail (mémoire a court terme) dans le

labyrinthe aquatique du double H.

Résultats obtenus de test du labyrinthe en double H, les souris Alzheimer on pris largement de

temps pour arriver a plate-forme comparés aux autres groupes.

Le labyrinthe du double H est un nouveau dispositif qu’on a récemment validé qui facilite les
taches d’apprentissage [263], et les manipulations des protocoles d’acquisition [264]. Dans
I’un de ces protocoles, les souris étaient formées a nager a partir d’un départ constant(N) a un
bras de cible constante(NE).Quant ensuite testé dans un essai de plate-forme virtuelle (comme
dans les expériences actuelles), les souris s’engagent dans un comportement entrainée par la

mémoire (procédurale) (a droite), mais changent par la suite vers un comportement conduit



selon les références spatiales, ce qui indique une flexibilité dans leur traitement cognitif de la

situation [264].

Résultats obtenus de test de labyrinthe radiaire a 8 bras(MST), les souris Alzheimer et
Alzheimer traitées ont pris largement de temps pour arriver a I’aliment comparés aux souris

témoins et témoins traitées.

M¢émoire non spatiale de préférence conditionnée on a remarqué que les souris témoins
traitée et Alzheimer traitée et intoxiquée traitée passent beaucoup plus de tempes dans le bras

éclairés appaté contrairement aux souris témoins, souris intoxiquée et modele Alzheimer.

Ainsi que pour le test de distinction de position a montré que le temps passe dans le bras
appaté on a remarqué que les souris témoins traitée et Alzheimer traitée et intoxiquée traitée
passent beaucoup plus de tempes dans le bras appaté contrairement aux souris intoxiquées et

Alzheimer donc cette plante contient un effet thérapeutique.

Le test de piscine de Morris est afin d’évaluer la mémoire spatiale de travail (MST), ou
mémoire spatiale de référence (MSR), on a observé que les souris Alzheimer et les souris
intoxiquées passe beaucoup plus de temps pour arriver a la plateforme. comparés aux souris
traitées et témoins .Ces résultats concordent avec les travaux de Luo et al ., 2007 [265] qui
ont remarqué que ces intoxiquées mettent beaucoup plus de temps pour arriver la plateforme
comparées aux témoins. Ces souris intoxiquées et modele Alzheimer révelent un déficit

d’apprentissage spatial et la capacité a mémoriser.

Zhang et al ,2013 ont conclu a partir de leurs travaux que 1’exposition subchronique a
I’Aluminium altére la mémoire spatiale, notamment la mémoire a long terme (mémoire de
références) [266]. Cette détérioration des fonctions cognitives est le résultat d’une
neurodégénéréscence et de changements histopathologiques au niveau du cortex cérébral, du

cervelet et de I’hippocampe dus & un niveau élevé de stress oxydatifs. [267].

Une perturbation des fonctions de I’hippocampe produit des déficits dans les processus
d’apprentissage et d’acquisition dans la mémoire a court terme, ces altérations sont

considérées comme caractéristiques de la MA [268].



*Nos résultats montrent que le traitement chronique au plomb induit une hyperactivité
locomotrice chez les souris intoxiqués, tel qu'observé par la augmentation du nombre des
cases Vvisité ceci comparé aux lots témoins et intoxiqué traités, liés respectivement aux
activités d'exploration et de locomotion.

Nos résultats sont désaccord avec ceux de Reiter et al., 1975, Moreira et al., 2001,
Reckziegel et al., 2011 [269,270,271].. Ont mis en évidence une diminution de 'activité chez
la souris ou le rat.

Toute fois dans le test relatif a la nage forcée, les résultats ont montrés une

diminution significative dans le temps d'immobilit¢ chez les souris  intoxiqués
ceci comparés aux souris témoins et traités. Certains auteurs [272]. qui ont démontrés que
les sujets intixiqués présentent une dépression due a la perte d’espoir de s’échapper ce qui
diminue le temps de latence et ont démontrés que stimulation des récepteurs
dopaminergique de type D1 et D2 réduisent le temps d'immobilité chez les souris.

Les travaux de Rice (1988, 1992, 1993) [273,274,275]. ont présenté aussi des
comportements de persévération, une augmentation de la distractibilité et une incapacité a
inhiber les réponses inappropriées, témoignant ainsi d'un défaut d'attention.

Les résultats obtenus durant 1I’épreuve d’anxiété dans les deux cas étudiés indique que
les souris intoxiquées passent beaucoup plus de temps dans le compartiment éclairé ;
contrairement aux souris témoins et intoxiquées traitées ; ce qui coincide aux travaux de
[181 ;214].

Selon Sakari Tola 1977[276], I’activit¢ enzymatique des transaminases des travailleurs
exposés au plomb est supérieure a celle du groupe normal. Donc le plomb induit une
augmentation des activités enzymatiques hépatiques.

Nos résultats se concordent avec ceux de [276], qui ont constaté¢ que le taux des
transaminases augmente chez des sujets exposés au plomb.

Le résultat de 1’étude histologique indique une amélioration en nombre de cellules au niveau
d’hippocampe ainsi qu’au niveau du cortex de groupe traité comparé a I’intoxiqué, résultat

qui confirme les informations précédente de réduction du stress oxydatif due au plomb.



CHAP III : QUERCUS




II1. Quercus suber
II1.1. Matériel et méthodes

Le choix de plante étudiée Quercus suber est basé sur une enquéte ethno pharmacologique
auprés de la population ayant connaissance de leur usage en médecine traditionnelle. La

récolte de cette espéce a été effectuée dans le centre (Blida), dans la station de Chréa (Blida).

L’¢étude porte sur les feuilles du Quercus suber qui ont été récoltées le mois de janvier 2016 ;
nettoyées et séchées a I’ombre et a température ambiante pendant quatre semaines. Ensuite

elles ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine qui a servie

pour I’extraction figure 103.

Figure 103 : les feuilles de Quercus suber et la poudre apres broyage.
I11.1.1. Etude in vitro
I11.1.1.1. L’extraction a polarité croissante

La méthode d’extraction que nous avons employée est la macération successive par deux
solvants de polarité croissante [277]. Il s’agit de 1’éther de pétrole et le méthanol. 20 g de
poudre seche est d’abord macéré dans 200 ml d’éther de pétrole pendant 24 heures, le
mélange est filtré¢ (I'opération est répétée deux fois). Le marc a été repris avec 200ml de
méthanol (I'opération est répétée deux fois). Les extraits obtenus sont ensuite stockés a

4°C jusqu’a leur utilisation.



L’évaporateur rotatif est un appareil qui permet d’effectuer une distillation simple sous
pression réduite. Il est utilis€¢ pour €liminer les solvants volatils. Le liquide bout, les vapeurs

sont condensées dans le réfrigérant et le solvant tombe dans le ballon de récupération.

Le soluté, en général solide dans ces conditions, se dépose sur la paroi du ballon principal. La
basse pression permet d’abaisser la température d’ébullition du solvant, ce qui accélere

considérablement 1’évaporation et évite tout risque de dégradation thermique du produit.
La technique était comme suit :

v’ Placer I’extrait contenant le solvant a évaporer dans le ballon principal, le plonger
dans le bain marine d’eau chaud a 30°c et le mettre ensuit sous rotation (200 tour /s).

v Ouvrir le robinet d’eau froide relier au réfrigérant.

v Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure et faire le vide a
I’intérieure de I’appareillage a I’aide d’une pompe a vide.

v Procéder a I’évaporation jusqu’a disparition presque totale du solvant et I’obtention de

I’extrait qui sera par la suite stocké a 4°C.

II1.1.1.2. Evaluation de P’activité antioxydante

I11.1.1.2.1. Le test au DPPH

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical
DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) par le méme principe et méthode cités en résine
boswellique

I11.1.1.2.2. Le test au DMPD

Le principe de la méthode de N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzene est identique a celui de
DPPH, et détaillé précédemment.

I11.1.1.2.3. Méthode de chélation du métal

Le fer est exploité dans ce test est exploité comme catalyseur de réaction de radicaux libre, le
mécanisme est ainsi la chélation de ce métal considéré comme pro-oxydant. Les détail de ce
test son cité précédemment

111.1.1.2.4. FRAP

La méthode de pouvoir antioxydant de réduction ferrique FRAP (Ferric reducing antioxydant
power) est basée sur la détéction des réaction de réduction des métaux oxydant.

I11.1.1.2.5. PRAP (phosphormolybden reducing power)



Le principe de ce test est identique au test précédent avec des réactifs différents, les détails de
réalisation sont déja expliqués

111.1.1.2.6. CUPRAC

La méthode CUPRAC (cupric ion reducing power) consiste a mélanger la solution anti-
oxydant : 25ul des extraits, 25ul de CuClz (directement ou apres hydrolyse acide) avec 25ul
de solution de CaCl2 néocuproine, 25ul d'acide nitrique et 100ul d’eau a pH 7, et en mesurant
l'absorbance a 450 nm aprés 30 minutes.

II1.1.1.2.7. Traitement des données pour des dosages d'activité anti-oxydante

L’inhibition de DPPH, DMPD et la capacité de chélation métallique ont été calculé comme
indiqué précédemment.

II1.1.1.2.8. L’activité anticholinestérasique

L’activité inhibitrice de 1’acetylcholinestérase AChE et la butyrylcholinestérase BChE des
extraits a été décrite par Ellman [278] et modifié¢ selon 1’automate existant. Les détail de

réalisation sont décrite en résine boswellique.

111.1.2. Etude in vivo
II1.1.2.1. Matériel animal

28 souris femelles obtenues de I'institut pasteur agées de 4 semaines avec un poids moyen
de 26 +- g ont été élevée a l'animalerie de 1'Université de Chlef avec un cycle lumicre
/obscurité de 12/12 h et une température ambiante de 18 = 4°C. Les souris ont recu une ration
alimentaire journaliére standard de 18 g par jour avec un acces libre a I'eau (eau potable).

Les souris ont été acclimatées pendant quelques jours avant I’expérimentation et ont été
réparties par la suite ont 7 souris par cage.
II1.1.2.2. Toxicité aigue
Une administration de forte dose de Quercus suber pendant 48h était nécessaire pour
I’évaluation d’un effet toxique ou autre manifestations indésirables, le controle des animaux
¢tait basé sur une observation de taux de mortalité, troubles de comportement ainsi que les

troubles digestives traduites par des vomissements ou des diarrhées.

I11.1.2.3. Etude de P’activité antiparkinsonienne



I11.1.2.3.1. Répartition des lots

Les souris ont regu par voie intra péritonéale (IP) par I’halopéridol (1ml/kg) et traitées par
Lévodopa et I’extrait éthanolique des feuilles de Quercus suber (500mg/kg) pendant 07 jours.
Les souris sont réparties en lots suivant I’ordre :

Lot 1 : Témoin T : Les souris ont recu uniquement 1’eau potable.

Lot 2 : PD : ayant recu I'halopéridol (5 mg / kg, administrée par voie IP une fois par jour

pendant 1 semaine).

Lot 3: QP : traitées par I’extrait des feuilles Quercus suber par gavage 500mg/kg, avec

I'halopéridol en IP.
Lot 4 : LD : recu le Lévodopa avec I'halopéridol.

Les souris du groupe 3 et 4 ont été gavées 30 minutes avant 1’injection intrapéritonéal de

I’halopéridol.

I11.1.2.3.2. Les paramétres étudiés
111.1.2.3.2.1. Etude comportementale
I11.1.2.3.2.1.1. Test de Porsolt

Plus connu sous le nom "test de nage forcée", c’est un test de désespoir, consiste a
maintenir la souris dans un bain d’eau tiede de 21°C d’une hauteur de 16
cm ou plus, afin de ne pas toucher le fond, la souris nage sa téte hors de I’eau puis
s’immobilise par désespoir.
Les souris ont été observées pendant 5 minutes chacune et le « temps d’immobilité », a été

enregistré.

I11.1.2.3.2.1.2. Activité locomotrice
L’activité locomotrice des souris est caractérisée par I’activité horizontale et verticale
des animaux dans la cage d’expérimentation, 1’observation des animaux commence quelques
secondes apres I’introduction des animaux dans la cage d’observation. Ce test analyse le

comportement exploratoire de la souris dans un espace clos.



Ce test a été exécuté dans une cage de 32x32 cme divisée 16 cases identiques
numérotées de 1 a 16. Les souris sont incluses dans la cage, dont le nombre de case visitée a
été calculé
Pour chaque souris durant une période de 20mn en quatre phases Smn de chacune.

L’expérience doit étre effectué en silence et il est préférable de laisser un temps de repos
entre les quatre phases de test et cela afin de permettre a la souris d’explorer son nouvel

environnement et d’éviter toutes sources de stress qui pourront fausser les résultats [279].

II1.1.2.3.2.1.3. Sacrifice et analyses biologiques
Les souris sont anesthésiées par le chloroforme. Elles sont par la suite sacrifiées et les
¢chantillons de sang des souris sont recueillis dans des tubes EDTA-k3 comme anticoagulant

pour I’exploration hématologique.

111.1.2.3.2.1.3.1. Analyse hématologique

L'hémogramme, numération et formule sanguine (NFS), ou examen hématologique
complet ou formule sanguine compléte (FSC) ou hémato complet, est I'analyse quantitative
(numération) et qualitative (formule) des éléments figurés du sang : hématies (globules rouges

ou érythrocytes), leucocytes (globules blancs) et thrombocytes (plaquettes).

L'analyse a partir d'une prise de sang prélevé sur un tube contenant un anticoagulant, se
fait de nos jours par un automate d'analyses médicales. Cette machine mesure directement le
nombre d'érythrocytes, le volume globulaire moyen (VGM) de chacun d'entre eux et dose le
taux d'hémoglobine. Il calcule ensuite I'hématocrite (rapport représenté par l'ensemble des
globules rouges dans le sang), la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
(CCMH) et la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH), parameétre ayant
moins d'importance. Les résultats de 'hémogramme varient physiologiquement en fonction du

sexe, de l'age et de I'ethnie. Principe

I11.1.2.4. Etude de activité antioxydant in vivo
I11.1.2.4.1. Répartition des lots
Les animaux ont été répartis au hasard en trois lots de 7 souris chacun.

Lot 1 (T) : Témoin, Les souris ont recu de 1’eau potable.



Lot 2 (I) : les souris intoxiquées par I’acide trichloroacétique(CCI3COOH) en IP (Sml/kg)/7

jours.
Lot 3 (Qi) : les souris ont gavées par I’extrait de Quercus suber (500mg/kg)/ 7jours.

Au 7 eéme jour le lot 3 a été intoxiqué 30 minutes aprés le gavage de 1’extrait Quercus suber

figure 16.
I11.1.2.4.2. Sacrifice et analyses biologiques

Les souris sont sacrifies par décapitation ; le sang est immédiatement recueilli dans deux

tubes étiquetes, 1’un sec et I’autre contient ’EDTA comme anticoagulant :

o Les tubes a EDTA serviront pour la détermination de la formule de numération
sanguine (FNS) et le pourcentage de méthémoglobine.

e Les tubes héparines sont centrifuges a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les
sérums récuperes serviront a la détermination des paramétres biochimiques (urée,
créatinine, cholestérol, triglycéride, glycémie).

e Une ouverture abdominale longitudinale pour le prélévement du foie. Ce dernier est
conservé dans le formol a 30% pour étude I’histologique.

111.1.2.4.2.1. Dosage des paramétres biochimiques
A. Mesure de la glycémie

= Intérét du dosage : évaluation de 1’équilibre glycémique.
= Principe

Détermination enzymatique du glucose selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase

Glucose +O2 +Hz0 » acide gluconique+H20:.
Peroxydase

2H202+phenol + 4-amino-antipyrine————  quinoneiminerose + 4H20 (Kaplan, 1984)

[280].

B. Mesure du cholestérol



= Principe
Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe colore selon la réaction ci-
dessous, L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol

dans I’échantillon (sérum ou plasma) (Naito, 1984)[281].

Cholestérol estérase
Cholestérol esters + H20 » Cholestérol + acide gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O2 » Cholestérol 4- one + H2O;

Peroxydase
2H20: + Phénol + 4-Aminophenazone » Quinonimine + 4 H2O

C. Mesure de triglycéride

= Principe
Les triglycéridesprésents dans 1’échantillon forment un complexe colore,l’intensité de la
couleur formée est proportionnelle & la concentration des triglycéridesdans I’échantillon

(sérum ou plasma) (Buccoloet al, 1973) [282].

Lipoprotéme lipase
Tﬂgl}'cé-rides + H:O I3 Gl}'cérol + acide gras libres

Glycérol Kinase
Glycérol + ATP » Glycérol 3-phosphate + ATP

Glycérol-3-oxydase
Glycérol 3-phosphate + Oz » DAP + H.O;

Peroxydase
2H,0; + Pchlorophénol + 4- Aminophenazone » Quinone+ H;O

D. Mesure de I’urée

= Principe
La technique utilisée pour la détermination du taux de I'urée est la méthode enzymatique

utilisant I’uréase selon la réaction suivante :



Uréase

Urée + H:0O (NHs): + CO2

L 4

Nitroprusside
NHs* + Salicylate + NaClO > Indophénol

Les ions d’ammonium peuvent réagir avec le salicylate et ’hypochlorite de sodiumpour
former un complexe colore en vert, I’intensité de couleur est proportionnelle a laconcentration

de I’urée présentée dans 1’échantillon (plasma) [283].
E. Créatinine

= Principe de l1a méthode
Le test de la créatinine est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium décrit

par Jafteé.

La créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge .I’
intervalle de 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 test. [284].
111.1.2.4.2.2. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologie de docteur
Terkia Djawed, la technique utilisée est celle décrite par Houlot (1984) [285] cité

précédemment.



1I1.2. Résultats :

111.2.1. Etude in vitro :
IIL1.2.1.1. Activité antioxydant :

De méme, l'activité antioxydante de Quercus suber a été évaluée par les six méthodes citées
précédemment,

- Piégeage des radicaux libre par les deux méthodes DPPH et DMPD qui n’a montré un effet
trés faible comparativement a celui de ’huile essentielle.

- Chélation du fer qui a montré un effet considérable.

- Le pouvoir réducteur par les trois méthodes FRAP, PRAP et CUPRAC en exploitant de
différent ¢éléments (Fer, Phosphore et le cuivre) par le méme principe de réaction ; ces dernier
ont montré un pouvoir réducteur considérable mais pas assez important

Tableau 21: activités antioxydants de I’extrait de Quercus suber comparé aux controles
positives et control négative (1’éthanol).

Echantillons (concentration de 2g/1)
Quercus.s Quercitine EDTA Ac.Asc  Ac.Galique etOH
DPPH 0.16+0.0005 0.13+0.03 - - - 1.79+0.07
DMPD 0.34+0.03 - - 0.12+0.002 - 0.49+0.08
Chélation 1.87+0.043 - 0.074+0.007 - - 2.37+0.52
métallique
FRAP 1.34+0.017  1.28+0.004 - - - 0.045+0.005
PRAP 0.47£0.014  0.40+0.004 - - - 0.047+0.002
CUPRAC 0.12+0.024 - - - 2.36+0.026 0.059+0.009
Pourcentage d’inhibition : des trois tests, DPPH, DMPD et Chélation métallique(Figure
104)
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Figure 104: pourcentages d’inhibition de I’extrait de Quercus suber comparé aux contrdles
positifs et control négatif.




II1.2.1.2. Activité inhibitrice du cholinestérase

L’activité inhibitrice du cholinestérase de 1’extrait de Quercus suber a été testé par la méme
méthode cité au chapitre précédent contre I’AChE et la BChE a 100 p g / mL en utilisant le
lecteur de microplaques ELISA.

Nos résultats indiquent une inhibition de I’achétylcholinesterase et de la butylcholinestérase
BChE (tableau22).

Tableau 22 : pourcentage d’inhibition de I’AChE et la BChE

%d’inhibition sur I’AChE % d’inhibition sur la BChE
sttz:cus 2150 ug/ml (2250 pg/ml 2125 pg/ml 2250 pg/ml
©25.45+0.50 (€14.80+0.83 ©28.237+2.43 ©32.927+1.77

2 concentration Final dans les puits, ® pas d’inhibition, ¢ valeurs exprimés en moyennes + SD (n=3)

I11.2.2. Etude in vivo
I11.2.2.1. Activité antiparkinsonienne

Plusieurs études ont montré que le stress oxydatifs peut étre 1’origine de la maladie de
parkinson, les antioxydants captent et neutralisent les radicaux libres qui attaquent et abiment
nos cellule. Le Quercus suber est I’un des plantes ayant un forte potentielle antioxydant grace
a c¢a teneure important en polyphénol....

I11.2.2.1.1. Test de toxicité

Avant entamer 1’expérimentation nous avons testé pendant 48 h la toxicité de nos extraits
pour le calcul de la DL 50. Il s’avere que les doses choisies n’ont aucun effet nocif observé.
Le taux de mortalité est égal a 0. Aucun comportement anomal, vomissement, agressivité ou
irritabilité n’a été observé.

I11.2.2.1.2. Les tests comportementaux
I11.2.2.1.2.1. Test de Porsolt
A travers ce test, le temps d’immobilité est plus élevé chez les souris traité par I’extrait

éthanolique des feuilles de Quercus suber (QP) par rapport aux autres cages (T, PD, LD).




On a observé dans la cage (QP), aprés le traitement des souris par 1’extrait éthanolique
des feuilles de Quercus suber une amélioration de temps d’immobilité et qui est plus
important par rapport aux souris regu par 1’halopéridol (PD) et les souris trait¢ (LD), ces

derniéres ont enregistré le temps d’immobilité le plus faible. Figure 105.
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Figure 105 : Résultats de test de nage forcée chez les souris (T): témoin, (PD) : recu
I’halopéridol, (QP) : recu I’halopéridol et traité¢ par I’extrait des feuilles de Quercus suber,

(LD) : recu I’halopéridol et traité par L-dopa.

I11.2.2.1.2.2. Activité locomotrice

Les résultats obtenus apres 1’exposition a 1’halopéridol suivie d’un traitement par I’extrait
¢thanolique des feuilles de Quercus suber (QP) ; démontrent Qu’il y a une hyperactivité
locomotrice par apport aux autre souris pendant la phase 1. Figure 106.

On observe une diminution de D’activité¢ chez tous les lots durant les autres 3 phase.

Figure106.
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Figure 106 : résultats de test de I’activité locomotrice chez les souris (T) témoin, (PD) : recu
I’halopéridol, (L dopa) : regu I’halopéridol et traité par L-dopa, (QP) : recu 1’halopéridol et

traité par 1’extrait éthanolique des feuilles de Quercus suber.

I11.2.2.1.3. Analyses hématologique
111.2.2.1.3.1. FNS

A. Hémoglobine

Le taux d’hémoglobine est treés bas chez le lot re¢u 1’halopéridol (PD) par rapport aux
témoins (T) et recu I’halopéridol/trait¢ (LD, QP). Ces deux derniers présents des résultats

presque similaires. Figure 107.
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Figure 107 : résultats de I’hémoglobine chez les souris (T) témoin, (PD) : recu 1’halopéridol,
(LD) : recu I’halopéridol et traité par L-dopa, (QP) : recu ’halopéridol et traité par 1’extrait
éthanolique des feuilles de Quercus suber.

B. Globules blancs

D’apres nos résultats le taux de globules blancs est fortement diminué chez le lot recu
I’halopéridol (P) par rapport aux témoins (T)
Par contre les lots regu I’halopéridol/traité (LD, QP) présente des résultats presque similaires

et moins par rapport aux témoins Figure 108.
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Figure 108 : résultats de nombre de globules blancs chez les souris (T) témoin, (PD) : recu

Nombre de glubules blancs x
1000/pl

I’halopéridol, (LD) : regu I’halopéridol et traité par L-dopa, (QP) : recu 1’halopéridol et traité

par I’extrait éthanolique des feuilles de Quercus suber.



i. Globules rouges
Le nombre de globules rouges est trés bas chez le lot traité par L-dopa (LD) par rapport
aux témoins (T) et regu I’halopéridol/traité (PD, QP). Ces deux derniers présents des résultats

similaires. Figure 109.
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Figure 109 : résultats de nombre de globules rouges chez les souris (T) témoin, (PD) : recu
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I’halopéridol, (LD) : regu I’halopéridol et traité par L-dopa, (QP) : regu I’halopéridol et traité
par I’extrait éthanolique des feuilles de Quercus suber.

C. Plaquettes

Le nombre des plaquettes est trés bas chez le lot traité (QP) par rapport aux témoins (T) et
recu 1’halopéridol/traité (PD, LD). Ces deux derniers présents des résultats similaires. Figure

110.
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Figure 110 : résultats de nombre des plaquettes chez les souris (T) : témoin, (PD) : recu
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I’halopéridol, (LD) : regu I’halopéridol et traité par L-dopa, (QP) : regu I’halopéridol et traité

par I’extrait éthanolique des feuilles de Quercus suber.



D. MCHC : la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
Le nombre des MCHC est tres hot chez les lots traité (QP, LD) par rapport aux témoins

(T) et le lot recu I’halopéridol Ces deux derniers présents des résultats le plus bas. Figure 111.
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Figure 111 : résultats de MCHC chez les souris (T) témoin, (PD) : recu 1’halopéridol, (LD) :
recu 1’halopéridol et trait¢ par L-dopa, (QP) : recu I’halopéridol et traité par 1’extrait

éthanolique des feuilles de Quercus suber.

E. Monocytes

Le nombre des Monocytes est trés hot chez le lot trait¢ (QP) par rapport aux témoins (T)

et regu 1’halopéridol/traité (LD). Ce dernier présent des résultats le plus bas. Figure
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Figure 112 : résultats de monocytes chez les souris (T) : témoin, (PD) : regu 1’halopéridol,
(LD) : regu I’halopéridol et traité¢ par L-dopa, (QP) : recu 1’halopéridol et traité¢ par 1’extrait

¢thanolique des feuilles de Quercus suber.



F. Lymphocytes
Le nombre des lymphocytes est trés hot chez le lot trait¢ (LD) par rapport aux témoins

(T) et regu I’halopéridol/traité (PD, QP). Ce dernier présent des résultats similaire. Figure 113.
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Figure 113 : résultats de lymphocytes chez les souris (T) : témoin, (PD) : recu I’halopéridol,

(LD) : recu I’halopéridol et traité par L-dopa, (QP) : recu ’halopéridol et traité par 1’extrait

éthanolique des feuilles de Quercus suber.

II1.2.2.2. Activité antioxydant :

I11.2.2.2.1. Etude biochimique
A. glycémie

L’injection intrapérétoniale des souris par 1’acide trichloroacétique(CCI3COOH) a raison de 5
ml/kg (I) a entrainé un trouble du métabolisme biochimique caractéris¢ par une augmentation

de la glycémie par comparaison au groupe témoin.

Le traitement des souris par Quercus suber avec une dose de (500 mg/kg) provoque une

diminution de taux de glycémie en comparaison avec le groupe témoin(T) figure 114.
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Figure 114: Variation de glycémie chez les souris témoins (T), intoxiqué par 1’acide

trichloroacétique (CCI13COOH) (I)et intoxiqué traité par Quercus suber (Q1) pendant 7 jours.
B. Bilans lipidiques

Nos résultats révelent que le traitement des souris par 1’acide trichloroacétique (CCI3COOH)
provoque une augmentation des concentrations sériques du cholestérol et une augmentation

du taux des triglycérides par rapport au groupe témoin.

Le traitement des souris par Quercus suber avec une dose de (500 mg/kg) provoque une
amélioration de cholestérol et de triglycéride en comparaison avec le groupe témoin (T) figure

115.
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Figure 115: Variation de bilans lipidiques chez les souris témoins (T), intoxiqué par 1’acide

trichloroacétique (CCI3COOH) (I) et intoxiqué traité par Quercus suber(Q1) pendant 7 jours.



C. Bilans rénales

Nos résultats révelent que le traitement des souris par 1’acide trichloroacétique(CCIzCOOH)
provoque une augmentation dans la concentration de I'urée et de la créatinine chez les souris

intoxiquées (I) par rapport aux témoins(T).

Cependant, le traitement des souris par Quercus suber(Qi) avec une dose de (500 mg/kg)

provoque amélioration de I'urée et de la créatinine en comparaison avec le groupe témoin (T)

figure 116.
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Figure 116: Variation du bilan rénal «urée, créatinine » chez les souris Témoins(T), Intoxiqué
par I’acide trichloroacétique(CCI3COOH) (I) et intoxiquée traité par Quercus suber (Qi)

pendant 7 jours.
I11.2.2.2.2. Etude histologique

L’observation histopathologique de foie des souris normales ont montré des hépatocytes
intacts et la structure histologique normale de la veine centrale. Chez les souris intoxiquée par
CCIsCOOH, cette intoxication induite un nécrose focale multiple, la perte de I'architecture
hépatique, ballonnement des hépatocytes dans le parenchyme hépatique, infiltrat intense et

réduction des cellules hépatocytes.

Chez les souris intoxiquée traité par le Quercus suber on observe une légere inflammation et

les hépatocytes sont intacts figurel17.



Figure 117 : coupes histologiques du foie des souris Témoins (T), Intoxiqué par I’acide
trichloroacétique(CCI3COOH) (I) : infiltrat inflammatoire intense, infiltrat discret des cellules
lymphocytaires et ballonnement des hépatocytes avec quelques nécroses et intoxiqué traité

par Quercus suber (Qi) : semble intact ; pendant 7 jours.



Discussion

e Pour la maladie de Parkinson et dans cette étude, nous avons analysé l’effet de
I’extrait des feuilles de Quercus suber sur la fonction cognitive par les tests de
comportement « la nage forcé et I’activité locomotrice », et le résultat montre aussi des
effets secondaire de ’administration de 1’halopéridol sur le poids et I’activité¢ des
souris, ce qui coincide avec les travaux de Michael De Santis, 2014.[ 286]

Au cours de test de la nage, les souris montrent des comportements actifs, c'est-a-dire
augmentation en temps de la nage, ce résultat est concordé avec les travaux de Bhutada et al.,
2010 [287], qui suggere que I’administration gestationnelle de la quercetine composé de
Lactuca sativa chez les femelles stressées mené a une amélioration comportementale et
diminue le temps de désespoir.

Toumi., 2014 [288] trouve que le stress oxydatifs diminue le temps de la nage, comme le
stress de contention (un autre stress €motionnel intense) qui provoque des symptomes
dépressifs similaires chez des rattes. [289,290],.

Une autre étude mené par Porsolt et al., 1977; Koo et Duman, 2008 [291,292], énonce
que le temps d’immobilité de I’animal est interprété comme un manque de volonté a survivre,
et considere comme un signe de dépression chez la souris. La mesure du % de temps
d’immobilité durant ce test permet donc d’évaluer le niveau de dépression des souris.

Dans notre étude, nous avons constaté que le temps de mobilité « test de 1’activité
locomotrice » des souris traitées par 1’extrait des feuilles de Quercus suber est plus important
par rapport aux souris témoins.

Les résultats de ce test est concordé par une étude qui démontre que le traitement des
souris males par Lactuca sativa, une plante contenant la quercetine [293] (Harsha et
Anilakumar., 2013), améliore le temps de 1’activité locomotrice [294].

Dufty et Shukitt-Hale., 2008 [295 ,296], trouvent que Les rats nourris par une régime
contenant 2% d’extrait de bleuet (Vaccinium myrtillus) subissent moins de perte de neurone
induite par stress oxydatif et protége les rats contre les déficits de comportement cognitif
induits par irradiation [297],.

Une étude réalise par Braquenier., 2009 [298], montre que I’exposition prolongée aux
différents insecticides (considéré comme source de stress oxydant) peut provoquer des 1ésions
neurologiques qui se traduisent par diminution de temps d’activité locomotrice.

Certains chercheurs trouvent que le traitement des rats par la Cyclosporine A « CsA » (un

décapeptide cyclique lipophile neutre est utilisé avec succés dans la médecine de



transplantation et dans le traitement des maladies auto-immunes et peut provoquer un
dysfonctionnement neuro comportemental) diminue de maniére hautement significative
l'activité locomotrice des rats [299].

L’estimation hématologique a montré qu’il y a une diminution au niveau des parametres
hématologiques ((HGB), (GR), (GB), (PLT)) par rapport aux témoins.

En revanche, les niveaux de MCHC, les lymphocytes et les monocytes augmentent chez les
souris traités par 1’extrait de Quercus suber par rapport aux autres lots (T, PD, LD).

Nos résultats hématologiques concordent avec les travaux de Hasan et al., 1993 [300],
montre que le comportement anxieux des femelles stressées a été associe a des changements
hématologiques importants. Les conditions stressantes sont susceptibles d’affecter les
variables sanguins a travers 1’activation de I’axe corticotrope et le systéme nerveux autonome.

Adeneye et Adokiye, 2008 [301], suggere que Le systéme hématopoiétique est tres
sensible aux substances toxiques et il trés important dans la physiologie de 1’étre animal ainsi
que de I’étre humain.

D’autres chercheurs [288], trouve que le stress oxydatif provoque une diminution dans le

taux des Hgb, globules rouges et blancs et ’augmentation de taux de MCHC.

Une étude récente a démontré que le traitement sub chronique des souris males par
Lactuca sativa, une plante contenant la quercetine [293], a atténué le stress oxydatif cérébral
chez les rattes.

Par ailleurs, le statut hématologique des rattes stressées traitée par la quercitine indiquait
que cette derniere attenue les changements en Hb et MCHC alors qu’elle a complétement
préserve le niveau de PLT [302].

Cependant, ce flavonoide a échoué¢ de stabiliser le nombre d’érythrocytes suite a
I’exposition au stress. La quercetine, le représentant majeur des flavonols dans les fruits et les

légumes, s’accumule dans les hématies et méme se lie a I’hémoglobine [303].



e En étude de stress oxydatif , un grand nombre de xénobiotiques ont été identifiés pour
leurs potentiels a produire des radicaux libres dans les systémes biologiques [304].
Actuellement, on admet que 1’acide trichloroacétique(CCIsCOOH) est activé par les
cytochromes P450pour former un radical trichloromethyl CCIs".Le radical peut se
fixer sur des molécules cellulaires (ADN, protéines, lipides) altérant des métabolismes
essentiels comme celui des lipides (dégénération graisseuse. Le radical CCls"peut
également réagir avec 1’oxygéne pour conduire la formation d’un radical
trichlorométhyl peroxyde (CCIz00) hautement réactif. [305,306].

Ce radical initie la chaine des réactions de peroxydation lipidique. Il en résulte une
destruction d’acides gras poly-insaturés, en particulier ceux associés aux phospholipides. La
perméabilité des mitochondries, du réticulum endoplasmique et des membranes plasmiques
est altérée. Parmi les produits de dégradation des acides gras on trouve des aldéhydes comme
la 4 hydroxynonénal, qui inhibent de nombreuses enzymes et se fixe sur des groupements

fonctionnels de protéines.

Dans cette étude, I’administration par voie orale des doses (500 et 5000mg/kg) de 'extrait
de feuille de Quercus Subern’induit aucun signe visible de toxicité ou mort instantanée
donc c’est une indication que cet extrait est relativement non toxique par voie orale et que

la DL50 > 5000mg/kg.

L’effet le plus important de I’acide trichloroacétique(CCIs3COOH) sur la lignée sanguine est
son action hémolysante induisant une microcytose.De nombreux travaux ont été entrepris sur
ce sujet Sadeq et al, 2008 [307]; Rodriguez-Estival et al, 2010 [308]. Nos résultats ont
confirmé ces études, on a observé une diminution légére des parametres hématologiques, une
diminution de I’hémoglobine (Hb), volume globulaire moyen et totale (VGM et VGT),
hématocrite (Ht), érythrocytes (GR), globule blanc (GB) et une augmentation légere en
CCMH.

Les feuilles de Quercus suber contiennent des composés polyphénoliques possédant la
structure chimique idéale pour balayer les radicaux libres et protéger les lipides membranaires
de la peroxydation. Les propriétés antioxydants des polyphénols résultent de leur réactivité
¢levée comme donneurs d’hydrogene ou d'électrons et de leur capacité a stabiliser I'électron

non apparié. [200].



De nombreuses études ont montrées clairement que les polyphénols possédent des effets
bénéfiques pour la santé, due a leur activité antioxydante, antiallergique, antiviral,
anticarcinogénique, anti-inflammatoire et a leur capacité pour la protection contre les

maladies cardiovasculaires et la prévention contre le cancer [309,310,311].

Le traitement par 1’acide  trichloroacétique(CCI3COOH) provoque un déséquilibre
biochimique marqué essentiellement par une augmentation du bilan rénal accompagnée par
une hyperglycémie et hyperlipidémie ces résultats sont on accord avec les études

précédemment rapportées [312].

Le traitement par Quercus suber démunie la glycémie ces résultats sont on accord avec les
études précédemment rapportées [313,314].11 est donc possible que la consommation de
Quercus suber puisse avoir un effet bénéfique sur le controle du diabéte, mais d’autre étude

nécessaire pour valider cette hypothése.

Les résultats obtenus révelent une augmentation des concentrations sériques du cholestérol et
triglycéride chez les souris mis sous [’acide  trichloroacétique(CCI3COOH), cette
hyperlipidémie peut étre expliquée par diverses maladies, telles que certaine dysfonctions
hépatiques (cirrhose, obstruction biliaire) ou diabéte mellitus peuvent étre associées a une
augmentation de triglycéride Burtis, 1999 [315]. L’augmentation de cholestérol et I’un des

facteurs de risque cardiovasculaire possible. [316].

Administration de Quercus suber amélioré le taux de cholestérol et triglycéride ces résultats

sont conformes aux travaux de Bhandari et al, 2005. [317].

La créatinine, I’urée sont des déchets produits par le métabolisme protéique. Ils sont éliminés
par les reins, et utilisés généralement comme indicateur d’une fonction rénale correcte.
Lorsqu’une insuffisance rénale s’installe, les taux de ces paramétres augmentent, ce que nous
avons observé c’est chez les souris prouvant [’effet néphrotoxique de 1’acide

trichloroacétique(CClz3COOH) [318].

Nos résultats ont aussi démontré le role bénéfique du Quercus suber sur la fonction rénale. On
a enregistré une normalisation du bilan rénal étudié (urée, créatinine). Ces résultats sont

corrélés avec les travaux de Fehmy, 2015 [312].



I’acide trichloroacétique(CClz3COOH) induisait des 1ésions hépatiques de type stéatose [319],
et des atteintes hépatiques correspondant a une cirrhose, des tumeurs hépatiques, notamment

des carcinomes hépatocellulaires.

Dans nos études 1’observation histopathologique a révélé une perte de l'architecture hépatique
associée a un ballonnement des hépatocytes, nécrose sévere, inflammation discréte et une

infiltration intense chez les souris traitées par ’acide trichloroacétique(CCI3COOH).

Traitement avec 500 mg / kg de Quercus suber a conféré une protection marquée contre des
dommages au foie, comme en témoigne l'architecture hépatique intacte et l'absence de

modifications histopathologiques en raison de sa forte activité antioxydante.

Le Quercus suber a été prouvé d’avoir d'excellentes propriétés antioxydantesplus élevées,
cette activité est positivement associée aucontenu en polyphénols [310]. Le Quercus suber
semble exercer son action antioxydante et en réduisant les risques de pathologies liées au

stress oxydant. [320].



CHAP IV : SALVIA




IV- Salvia officinalis :
1V .1. Matériel et méthodes :

Cette étude porte sur Salvia officinalis (Sauge). Ses feuilles ont été récoltées pendant le mois

de février 2016. Au niveau de la commune d’Om drou la wilaya de Chlef (Figurel18).

Figure 118: Partie utilis¢ de Salvia officinalis (A : feuilles de S.officinalis ; B : extrait
de S.officinalis).
IV.1.1. Etude in vitro
IV.1.1.1. Extraction:
IV.1.1.1.1. Broyage de la plante
Le matériel végétal est séché a 1’abri de la lumiére et a une température ambiante
pendant un mois, puis a été broy¢ a I’aide d’une moulinette. La poudre obtenue a servi pour

I’extraction a polarité croissante.

IV.1.1.1.2- Extraction a polarité croissante

La méthode d’extraction que nous avons employée est la macération successive par
deux solvants de polarité croissante. Il s’agit de 1’éther de pétrole et de I’éthanol. 20 g de
poudre seéche est d’abord macéré dans 200ml d’éther de pétrole pendant 24 heures (le procédé
est renouvelé trois fois). Apres filtration; le marc est repris avec 200 ml d’éthanol
(I’opération est répétée deux fois) (annexe).

IV.1.1.1.3- Elimination du solvant organique

Le solvant de la phase organique est éliminé a I’aide d’un évaporateur rotatif.

L’¢limination du solvant se fait selon les étapes suivantes :



e Placer la solution contenant le solvant a évaporer dans le ballon et le placer sur
I’évaporateur rotatif a 1’aide d’un raccord.

e Placer le ballon de récupération du solvant a I’aide d’un deuxiéme raccord.

e Faire plonger ballon dans le bain marie réglé probablement a la température
d’évaporation du solvant 30°C .

e Mettre le ballon en rotation .

e Mettre en marche le circulation d’eau froide dans le réfrigérant.

e Apres la disparition compléte du solvant au ballon , récupérer 1’extrait de la plante.

IV.1.1.2. Etude de ’activité antioxydant

Les test d’évaluation de I’activité antioxydant sont les identique que celles de Quercus suber

et la résine Boswellique (DPPH, DMPD, Chélation du fer, Frap, PRAP, Cuprac)

IV.1.2. Etude in vivo
IV.1.2.1. Répartition des lots
21 souris NMRI ont été répartir en 3 groupes dont chaque groupe comporte 7 souris.
e Groupe 1 : témoin (T) : a recu eau potable.
e Groupe 2 : intoxiqué traité par salvia (S) : a été gavé par 1’extrait de Salvia officinalis
e Groupe 3 : intoxiquées (I) : Les souris ont été intoxiquées par voie intra péritonéale en
utilisant 1’acide trichloroacétique CCIsCOOH (5Sml/kg).
Au 8°™ jour le groupe 2 a été intoxiqué par Le CClsCOOH (5ml/kg) en injection intra

péritonéale 30 min apres le dernier gavage par 1’extrait de plante.

La prise du poids a été mesurée au début et a la fin de I’expérimentation (annexe A).
IV.1.2.2. Sacrifice et analyses biologiques
Les souris sont anesthésiées par le chloroforme et par la suite elles sont sacrifices ; le
sang est immédiatement recueilli dans deux tubes étiquetés, Un hépariné et I’autre contient
I’EDTA (ethyle diamine tetra acetic acid mono calcique) comme un anticoagulant :
e Les tubes a EDTA serviront pour la détermination de la formule de numération
sanguine (FNS).
e Les tubes héparine sont centrifugés a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les
sérums récupérés serviront a la détermination des parameétres biochimiques (glycémie,

urée, créatinine, cholestérol, triglycéride).



IV.1.2.2.1. Analyse hématologique : Formule de Numérotation Sanguine (FNS)

La formule de numération sanguine (FNS) a été effectuée par le counter (ERMA
INC full automatic blood cell counter model PCE-210N) (annexe C) .Le tube de sang total
avec ’EDTA (anticoagulant) est placé dans ’automate ; et la mesure de la FNS commence.
Les résultats s’affichent automatiquement sur 1’écran, et sont ensuite imprimés. Les
paramétres déterminés sont : globule rouge (GR), globule blanc (GB), hémoglobine (Hb),
hématocrite (HT), lymphocytes (LY), monocytes (MO), volume globulaire moyen des

hématies (VGM) et la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)

IV.1.2.2.2. Analyse biochimique

IV.1.2.2. 2.1. Dosage de la glycémie

Le glucose sérique est déterminé par la méthode enzymatique et colorimétrique en
présence du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogene. Ce dernier, en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un chromogene (Le
4- aminoantipyrine) incolore en couleur rouge a structure quinonéimine. La coloration
obtenue est proportionnelle a la concentration en glucose présente dans 1’échantillon. La

lecture se fait a une longueur d'onde de 505 nm (Kit Prochima).

1V.1.2.2.2.2. Dosage de I’urée

L’urée est déterminée par une méthode enzymatique colorimétrique (Kit Biocon,
Germany). L urée présente dans 1’échantillon donne en présence d’uréase et de nitroprussiate
un indophénol coloré quantifiable par spectrophotométrie. La lecture se fait a une longueur

d’onde A=600 nm.

IV.1.2.2. 2.3. Dosage de la créatinine
La créatinine est déterminée par une méthode cinétique (Kit Biocon, Germany). La
créatinine, présente dans 1’échantillon, réagit avec le picrate en milieu alcalin, pour donner un

complexe coloré. La lecture se fait & une longueur d’onde A=500 nm.

IV.1.2.2.2.4. Dosage du cholestérol total
Le cholestérol total (Chol) est déterminé par une méthode enzymatique colorimétrique

(Kit Biocon, Germany). Le cholestérol libre et le cholestérol estérifié présents dans



I’échantillon donnent aprés hydrolyse enzymatique et oxydation un complexe coloré
quantifiable par spectrophotométrie. L’indicateur, la quinonéimine est formée a partir du
peroxyde d’hydrogene et du 4-amino-antipyrine en présence du phénol et de la peroxydase.
La lecture se fait a une longueur d’onde A=500 nm.
IV.1.2.2.2.5. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides (TG) est réalisé par méthode enzymatique colorimétrique
(Kit Biocon, Germany). Les TG présents dans 1’échantillon, donnent, aprés hydrolyse
enzymatique et oxydation, un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie. Le
principe de detection et le méme que I’analyse précédente avec le méme indicateur. La lecture
se fait a la méme longueur d’onde (A=500 nm).

Les valeurs sont lues au spectrophotomeétre (SPINREACT spinlab).

IV.1.2.3. Etude histologique
Etude histologique comporte sur 1’échantillon de fois, qu’elle était préléve apres
dissection .Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologique

suivant les méme étapes que précédemment.



IV.2. Résultats

IV.2.1. Etude in vitro
IV.2.1.1. Activité antioxydant

De méme, L'activité antioxydante de Salvia officinalis a été évaluée par les mémes méthodes
et par le méme principe cité précédemment,

Tableau 23: activités antioxydants de 1’extrait de Salvia officinalis comparé aux controles
positives et control négative (1’éthanol).

Echantillons (concentration de 2g/1)

Salvia.o Quercitine EDTA Ac.Asc  Ac.Gal etOH
DPPH 1.23£0.033  0.13+0.03 - - - 1.79+0.07
DMPD 0.42+0.07 - - 0.12+£0.002 - 0.49+0.08
Chélation 1.88+0.02 - 0.074+0.007 - - 2.37+0.52
métallique
FRAP 0.60+0.027  1.28+0.004 - - - 0.045+0.005
PRAP 0.35£0.003  0.40+0.004 - - - 0.047+0.002
CUPRAC 1.32+0.032 - - - 2.36+0.026  0.059+0.009

Pourcentage d’inhibition : des trois parametres DPPH, DMPD et Chélation métallique
(figure 119)
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Figure 119: pourcentages d’inhibition de ’extrait de Salvia officinalis comparé aux contrdles
positifs et control négatif.

1V.2.1.2. Activité inhibitrice du cholinestérase




L’activité inhibitrice du cholinestérase de ’extrait de Salvia officinalis a été testé par la méme
méthode cité au chapitre précédent contre I’AChE et la BChE a 100 n g / mL en utilisant le
lecteur de microplaques ELISA.

Nos résultats indiquent une inhibition de I’achétylcholinesterase a faible concentration et une
inhibition croissante avec la concentration de la butylcholinestérase BChE (tableau 24).

Tableau 24 : pourcentage d’inhibition de I’AChE et la BChE

%d’inhibition sur I’AChE % d’inhibition sur la BChE
Salvia . . . .
officinalis 150 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml 250 pg/ml
€20.44+1.41 b ©23.44 +3.87 €42.88 +1.12

2 concentration Final dans les puits, ® pas d’inhibition, € valeurs exprimés en moyennes + SD (n=3)

1V.2.2. Etude in vivo

IV.2.2.1. Test hématologique

Nos résultats révelent que 1’intoxication par (CCIsCOOH) des souris provoque une
diminution des globules blancs(GB), hémoglobine (HB) ainsi que le volume globulaire
moyen(VGM), volume globulaire (VG) et I’hématocrite (HT). De plus nous avons
enregistré une augmentation de concentration corpusculaire moyenne en hématocrite

(CCMH) par rapport aux souris témoins.

Cependant, le groupe traité par 1’extrait de S.officinalis provoque une diminution
de VGM et diminution des globules blancs. De plus on a une augmentation de CCMH .Par contre,

I’hémoglobine et I’hématocrite sont normaux comparativement au groupe témoin (Figure 120).
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Figure 120 : Paramétres hématologiques chez les souris témoins, intoxiquée par (CClsCOOH)
et traités par salvia officinalis «A : volume globulaire moyen et volume globulaire; B :
hémoglobine et concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine; C : globule blanc ; D :

hématocrite ».

1V.2.2.2. Tests biochimiques

La toxicité par le (CCIsCOOH) a entrainé un trouble du métabolisme biochimique
caractérisé par une augmentation de la concentration plasmatiques en glycémie par rapport
au groupe témoin (T) et le groupe traité (S), le gavage oral des souris par I’extrait de la
plante a entrainé une diminution de la glycémie de groupe traité (S) comparativement au

groupe témoin (T) et intoxiqué (I) (Figure 121).
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Figure 121 : Variation de la glycémie chez les souris (T), (I) et (S).

Pour le bilan lipidique, on observe qu’il ya une augmentation de la teneur plasmatique
en triglycéride et en cholestérol des souris intoxiqué par rapport au groupe témoin (T) et
trait¢ (S). D’autre part, il y a une diminution du triglycéride des souris traité par I’extrait du
plant par rapport au groupe témoin et intoxiqué. Pour la teneur de cholestérol, il y a une
augmentation de la valeur par rapport au groupe témoin mais il y a une amélioration de la

teneur par rapport au groupe intoxiqué (Figure 122).
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Figure 122 : variation de triglycéride et de cholestérol chez les souris (T),(I)et (S).

Pour le bilan rénal, il y a une augmentation de I'urée et de la créatinine chez souris
intoxiqué par rapport au groupe témoin (T) et traité (S). Pour le groupe traité, on a une
augmentation de la créatinine par rapport au groupe témoin, avec une amélioration de la
valeur comparativement au groupe intoxiqué, d’autre part on a une valeur normal de ['urée

par rapport au témoin (Figure 123).
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Figure 123: Variation de bilan rénal chez les souris (T), (I) et (S).

1V.2.2.3. Etude histologique

Les résultats de l'examen histopathologique sont indiqués dans la (Figure 124) Les
foies des souries témoins sont normaux avec un parenchyme hépatique constitue de lobule de
cellules hépatiques réguliere sans modification  apparente avec des veines centraux
lobulaires d’allure réguliéres et des espaces portes dépourvus de toute infiltrat inflammatoire
et sans anomalie de canaux biliaires avec respect strict de la lame bourdante. Discret
pigmentation d’amas biliaires au niveau des hépatocytes. Absence de liassions fibreuses ni de

nécrose ni de fibrose.

On remarque chez les souris intoxiqué avec le (CCIsCOOH) des modifications de
l'architecture du tissue hépatique et de nécrose cellulaire avec infiltrat inflammatoire dans les
cuboides, nécrose particuliére qui est nombreuses avec un noyau pycnotique, amas de
cellules lymphocytaires, diffuse des cellules lymphocytaires, présence d’amas diffus au

niveau du parenchyme et au niveau des veines portes.

Chez les souris traité¢ par D’extrait des feuilles de S officinalis, on observe un
parenchyme normal ne présente aucune particularité. Présence de pigments biliaires, absence
de laissions notable, présence de stéatose, légere stéatose diffus décrite due a un gavage,

absence d’infiltrat inflammatoire. (figure 124)



Figure 124 : Observation microscopique des coupes histologiques du foie «A : groupe
témoin ; B: groupe intoxiqué avec des ballonnement des hépatocytes et infiltrat
inflammatoire ; C: groupe intoxiqué traité par S. officinalis avec des cellules intactes.



Discussion

Il est clair que le trichloro-acétique (CCIsCOOH) a une toxicité directe. Cette toxicité
est essentiellement due a l'apparition de radicaux libres ou de formes toxiques de l'oxygene
qui induisent une péroxydation lipidique aboutissant a la destruction des membranes
cellulaires [321].

L’administration de cet acide active les cytochromes P450 [322,323], et forme
ainsi un radical trichloromethyl (CCls). Le radical peut se fixer sur des molécules cellulaires
(ADN, protéines, lipides) altérant des métabolismes essentiels comme celui des lipides
(dégénération graisseuse). Des effets résultants de 1’action du CCl3 sur ’ADN sont
observés. Le radical CCI3' peut également réagir avec 1’oxygene pour conduire la formation

d’un radical trichloromethyl peroxyde (CCl300°) hautement réactif [324].

Dans la présente étude le méthanol absolu est le solvant utilisé, car il posséde
l'avantage d'étre plus facilement éliminé, dans le cas ou l'on veut concentrer I'extrait sous vide
[325]. D’apres Lapornik et al., 2005 [326], I’extraction avec le méthanol donne un rendement
en polyphénols plus élevé (7 fois plus) que celle réalisée avec de I’eau, de plus le méthanol est
le meilleur solvant qui extrait plusieurs classes de composés phénoliques.[327].

Selon Miliauskas et al. 2004 [328] une teneur de 22,6 mg/g MS (mati¢re séche) de
poly phénols totaux a partir de la sauge a ¢té obtenue. Selon les travaux menés par Vander-
Jagt et al. (2002) [329] ont défini un fort pouvoir antioxydant des extraits aqueux de
S.officinalis qui est li¢ a leur richesse en différentes classes de composés phénoliques

Selon les études de Gohari et al. 2011[330], I'ensemble des extraits méthanolique de la
partie aérienne d’échantillon de plantes Salvia officinalis posseéde une activité antioxydant.
L'activité antioxydant de ces especes peut étre due a la présence de flavonoides, poly phénols,
coumarines méme mono terpeénes dans les extraits de plantes.

Wojdylo et al, 2007 [331] signalent que la plupart des espéces de la famille de
Lamiaceae possedent une activité antioxydant en raison de la présence de poly phénols. La
fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions synergiques entre
les antioxydants dans un mélange fait que 1’activité antioxydant dépend non seulement de la
concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants. [332].

Selon Lachieitner et al., 2000 [333], L accumulation progressive de 1ésions cellulaires

résultant de la pression de l’indice de masse corporel élevé. Ces lésions entrainent la



libération de cytokines, en particulier (TNF-alpha) qui génére des ERO dans les tissus qui
causent a leur tour la peroxydation lipidique.

Par contre, nos résultats ne concordent pas avec les travaux de (Robert et ef al., 2015) [334]
a qui a trouvé que I’intoxication au (CCIsCOOH) induit une baisse du poids corporel.

Le changement du poids corporel est utilis¢ comme un indicateur des effets
indésirables des composés chimiques [335]. La perte du poids des souris trait¢ par S
officinalis est corrélée a I’état physiologique de I’animal. Cette réduction du poids peut étre
expliquée par ’effet de S officinalis sur Dappétit qui entraine une réduction de la
consommation des aliments mais aussi par les possibilités d’interactions dose/absorption et
par la diminution de la quantit¢ de nourriture absorbée, cette résultat concorde avec les
travaux de Gazda et al., 2006 [336], qui ont démontrés aussi une diminution du poids des
souris apres administration par voie orale de I'extrait ). La diminution du poids corporel au
cours des 08 jours de traitement quotidien suggeére que l'administration par voie orale de
l'extrait des effets sur la croissance des souris.

Le systéme hématopoiétique est une des cibles les plus sensibles aux composés
toxiques et un indice important de 1'état physiologique et pathologique de 1'animal [337]. Les
changements dans le systéme hématopoiétique ont une plus grande valeur prédictive
démontrée par des études réalisées sur des animaux par (Olson et al., 2000) [338].nos
résultats montre que la toxicit¢ de I’acide trichloro-acétique (CClsCOOH) provoque une
perturbation des ¢léments figuré de sang .ces données concorde avec les travaux de saba AB
et al.,2010 [339].

L'augmentation des leucocytes est due a la surproduction des ¢léments de régulation
de 1'hématopoicse tels que les CSF (Colony stimulating factor), I'EPO (Erythropoietin), la
TPO (Thrombopoietin) par les macrophages et les cellules stromales de la moelle osseuse et
fournissant ainsi un environnement local favorable pour I'hématopoiese [340,341]. Cette
augmentation est associée a une ¢lévation du taux d'hémoglobine et du CCMH chez les souris
indiquant ainsi I'augmentation de la concentration d'hémoglobine dans les globules rouges. On
assiste donc a une hyperchromie résultat qui coincide avec les travaux de Bain, 2006 [342].
La diminution du VGM émet la possibilité d'un changement dans la taille des globules rouges,
mais on ne peut pas la prendre comme résultats sans recourir a d'autres analyses [343].

Le traitement par ’extrait de la sauge a conservé les éléments de sang par rapport au

groupe intoxiqué.



Dans notre travail, L’administration de 1’acide trichloro-acétique (CClsCOOH) entraine
une modification de la fonction rénale avec une augmentation de taux de l'urée et de la
créatinine par apport au groupe témoin ces résultats concordent avec les travaux de John M,
2015 [344]. Le groupe intoxiqué par (CCIsCOOH) présente une hyperglycémie et une
hyperlipidémie (augmentation de triglycéride et de cholestérol) .

Plusieurs études ont démontré 1’effet antioxydant de la sauge selon Zupko I et a/ .2001
et Cristovao F et al.2005 [345,346]. Cette plante présente un effet antioxydant in vitro. Ont
démontré que 1’administration de son extrait de la sauge a diminué¢ la glycémie chez des
souris, était démontré aussi que la consommation d’un extrait de feuilles de sauge a diminué
les triglycérides chez 1’animal [347].

Nos résultantes montrent que [’extrait aqueux des feuilles de Salvia officinalis a un
effet hypoglycémiant, qui a été confirmé par des études in vivo d’Eidi et al., 2005 [348], cet
effet se présume selon Ninomiya et al., 2004 [349] par inhibition de la lipase pancréatique, et
une diminution de la concentration du triglycéride dans le sérum.

Le traitement avec la sauge améliore la fonction rénale, les résultats de 'urée et de la
créatinine montrent un bas des valeurs comparativement au groupe intoxiqué.

Ces résultats suggéerent que le traitement avec 1’extrait de salvia officinalis est un
facteur importent de la diminution de stress oxydatif grace a leur composition antioxydant,
ces données sont confirmé par des études in vitro sur ’activité antioxydants de la sauge.

Nos résultantes concordent avec d’autre étude in vitro de Miura, 2002[350] qui a
montré que la sauge est capable de neutraliser les radicaux libres.

L’examen microscopique des coupes histologiques réalisées au niveau du foie de
souris intoxique par une injection intra péritonéale de 1’acide trichloro-acétique (CCIsCOOH)
entraine une nécrose hépatocytaire bien que systématisée, n'aboutit pas a une désorganisation
compléte de la structure du foie telle qu’on 1'observe chez les animaux.

La cytotoxicité¢ directe est connue pour étant la cause fondamentale des dommages du foie
dans certains cas, tandis que dans d'autres les mécanismes immunologiques ou méme un
mélange de cytotoxicité et d'immunogénicité peuvent étre mortelle [351]. Nos résultats
montre une hépato toxicité pourrait étre due a la présence de certains composés toxiques .Au
niveau hépatique les métabolites sont formés non seulement dans les hépatocytes mais aussi
dans les cellules endothéliales qui sont particulierement sensibles. Il en résulte une atteinte
vasculaire prédominante, secondairement responsable de la nécrose hépatocytaire mais les

1ésions observées restent limitées. Ces données concordent avec les travaux de Yu,2014[352].



CONCLUSION




Conclusion

Toutefois, a ce jour, I’évaluation des risques sanitaires liés a 1’exposition aux métaux
lourds en tant que pro-oxydant se heurte a un certain nombre des difficultés, liées a la fois a
la mesure de I’exposition, les conséquences li¢ au stress oxydatif et a la mauvaise
connaissance de la cinétique des métaux, de leurs métabolisme et de la toxicité des radicaux

libres issus.

Mais, il est possible de voir une stabilisation ou une légere régression de ces maladies,
lorsque les gens atteints de ces problémes de santé intégrent de grandes quantités
d’antioxydants dans leur alimentation. Il est donc irréfutable que notre corps est en mesure de

se réparer lui-méme lorsque nous lui donnons les nutriments pour accomplir ce travail.

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét

dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.

Dans le présent travail nous nous sommes intéressés a 1’extraction des cinq plantes
(Hypericum perforatum, H.thymbrifolium, Boswellia carterii, Quercus suber et Salvia

officinalis) et a I’étude de leurs effets biologiques.

L’effet antioxydant de ces plantes a donné des résultats satisfaisants vis-a-vis les tests

utilisés.

Les deux extraits éthanolique de 1’hypericum montrent qu’ils sont dotés d’une bonne
efficacité réductrice du radical DPPH ainsi q’une trés bonne capacité d’inhiber la peroxydase
lipidique, et cela est expliqué par leurs richesse en quercitine et hypericine connues par leurs
propriétés antioxydant.

L’étude in vivo de ces deux espéce testés sur la maladie d’Alzheimer a montré une
amélioration des effets neurologiques induis par un intoxication au chlorure d’aluminium qui
est a D’origine de lésions qui engendrent le syndrome d’Alzheimer. L’effet antioxydant de

I’extrait doit étre a 1’origine de ces résultats.



L’huile essentielle ainsi que ses deux extraits éthanoliques et méthanolique de la résine de
Boswellia sp sont doués d’une bonne capacité antioxydante pour les tests utilisé (test du
piégeage du DPPH et le test de blanchissement de la B- carotene, DMPD, Chélation
métallique, FRAP, PRAP et CUPRAC). Cela est di a la présence de composés phénoliques et

mono terpenes.

Toutefois, d’aprés tous ces résultats nous pouvons déduire que le pouvoir antioxydant
de notre espéce de Boswellia sp reste inférieur a celui de I’antioxydant de référence (acide
ascorbique).

L’activité antioxydant de la résine Boswellique a montré une amélioration en comportement
de souris traitées, ainsi qu’a montré les tests de mémoires. Ces résultats sont prometteurs
ouvrant ainsi la porte vers ’approfondissement de la recherche en complétant avec d’autre

diagnostic tel que I’étude enzymatique et génétique.

A T’¢tude de I’effet du plomb, on a trouvé que l'intoxication par le plomb des souris
swiss sous forme d'acétate par voie orale pendant une durée de 90 jours conduit a un ensemble
de perturbations neurocomportementale qui se manifeste par une des effets anorexigenes,
des perturbations importantes dans le comportement des animaux traités par rapport aux
témoins suite aux expériences relatives au stress, ceci qui est en faveur d'une implication
direct de ce métal sur les différents systémes de transmissions nerveuses impliqués dans la
régulation de ces comportements. L’utilisation de la résine boswellique a réduit

significativement tout type de perturbation induite par ce métal.

Dans la recherche d'un nouveau médicament efficace pour le traitement de Parkinson,
l'intérét était basé sur les produits naturels, en particulier les plantes. Dans notre étude on s’est
focalis¢ sur 1’effet modérateur de quercus suber sur cette maladie et ses symptomes. Les
résultats de l'effet de ‘extrait du Quercus suber sur le comportement a montré une
amélioration significative. Par conséquence, 1’analyse hématologique a montré un effet

bénéfique de I‘extrait.

L’effet antioxydant a été vérifié in vivo, apreés une induction d’un stress oxydatif aigu,
I’effet corrigeant de Quercus suber a ¢été confirmé par I’étude histologique du foie, la

premiére cible de réactions de correction de ces désordres.

Dans le méme contexte, I’activité antioxydant in vivo a été 1’objectif de I’étude de Salvia

officinallis, aprés confirmation de cette derniére in vitro.



L’intoxication des souris par ’acide tétrachloro-acétique montrent un désordre absolu
sur tous les parameétres étudiés. Par contre, le traitement des souris par Salvia officinalis a

rétabli les parameétres étudiés et cela est clair au niveau histologique.

Toutefois, d’aprés tous ces résultats nous pouvons déduire que le pouvoir antioxydant
de nos especes donne une amélioration comportementale pour les trois premier et une
rectification du stress oxydatif in vivo pour les deux derniers, et méme pour la maladies de
parkinson, une amélioration était trés clair et observable sur le tremblement des souris. Ce qui
montre que les extraits exploité sont dotées d’une bonne efficacité réductrice du stress oxydatif

in vitro et in vivo.

Les résultats de ce travail constituent une étape préliminaire de I’étude de ces plantes, la
continuité de ce travail s’avere primordiale et des travaux de recherches complémentaires,
précis et approfondis in vitro de la composition et du composant actif de chaque plante restent
nécessaires. Pour 1’étude in vivo une étude des chaines enzymatiques des cascades
réactionnelle de la toxicit¢é et du mécanisme correctionnel sont important pour pouvoir

confirmer les performances mises en évidence.
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