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Résumeé

Résumé

L'Alaterne Rhamnus alaternus L c'est une plante médicinale largement utilisée en médecine
traditionnelle en Algérie pour traiter les affections hépatiques en générale et I’ictére en particulier.
L’objectif de notre étude est de faire une analyse botanique de la plante, étude chimique qualitatives
et quantitatives et une étude de I’activité hépatoprotectrice de cette plante.L’ Alaterne a été récolté
de la région de Larbaa wilaya de Blida de la période Mars 2021 présente les caractéristiques
botanique et microscopique figurant dans la bibliographie.L’étude chimique a révélé une
composition importante des polyphénols en générale et des flavonoides en particulier.L’étude de
I’activité hépatoprotectrice de 1’extrait aqueux de la plante sur des cobayes apres I’intoxication par
I’allyl alcool a révélé une régression significative des parametres biochimiques les transaminases
ASAT et ALAT et de I’index de nécrose hépatique.L’extrait de I’ Alaterne présente une activité
hépatoprotectrice.Notre étude a été achevée par la préparation d’un sirop pour faciliter
I’administration de 1’ Alaterne sous forme galénique simple et a un dosage bien précis.

Mots clés : Alaterne, polyphénols, flavonoides, activité hépatoprotectrice.

Abstract

Alaterne Rhamnus alaternus is a medicinal plant widely used in traditional medicine in Algeria to
treat liver diseases in general and jaundice in particularThe objective of our study is to make a
botanical analysis of the plant, a qualitative and quantitative chemical study, and a study of the
hepatoprotective activity of this plant. The Alaterne was collected from Larbaa wilaya of Blida in
the period March 2021 and has the botanical and microscopic characteristics listed in the
bibliography.The chemical study revealed an important composition of polyphenols in general and
flavonoids in particular. The study of the hepatoprotective activity of the aqueous extract of the plant
in guinea pigs after allyl alcohol poisoning revealed a significant regression of the biochemical
parameters of the ASAT and ALAT transaminases and of the hepatic necrosis index.Our study was
completed by the preparation of a syrup to facilitate the administration of Alaterne in a simple
dosage form and at a specific dosage.

Keywords: Alaterne, polyphenols, flavonoids, hepatoprotective activity
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Introduction général

Introduction générale

Les plantes médicinales sont considérées comme source de matiére premiere essentielle pour
la découverte des nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futur médicament
(Maurice, 1997).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré
son ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne vegétal
représente une source importante d’une immense variété de molécules
bioactives. Cette matiére vegétale contient un grand nombre de molécules qui
ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpénes et
les flavonoides (Bahorun et al. 1996).

Le genre Rhamnus (Rhamnaceae) inclut des especes végétales médicinales
bien connues possédant diverses propriétés biologiques (Mai et al. 2001).
L’alaterne Rhamnus alaternus est tres fréquente et pousse presque dans toute
la région de Blida, cette plante est traditionnellement utilisée dans nombreux
pays de monde. En Algérie le fruit est utilisé comme purgatif, les feuilles sont
employées également en gargarisme contre les maux de gorge. L’écorce
permet de soulager la constipation. Les propriétés thérapeutiques de 1’espéce
Rhamnus alaternus L. ont été mises en évidence in vitro, elles sont dues a des

composés actifs tels que les polyphénols (Ammar et al. 2008)

L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur de cette espéce végétale en composés actifs
essentiels, les polyphénols et les flavonoides qui sont obtenus de la partie aérienne de la

plante et d’évaluer leur effet hépatoprotecteur.

Nous avons organisé notre travail en deux parties :

Une bibliographie présentant une caractérisation générale de I’espéce et ces propriétés
thérapeutiques, leur relation avec les affections hépatiques et son mécanisme d’action

hépatoprotecteur.

Et une partie expérimentale comprend : matériel et méthode, qui englobe les différentes

matieres utilisées et les différentes méthodes suivies pour: 1’étude botanique,le screening
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phytochimique,le dosage des polyphénols et des flavonoides, I’évaluation de Iactivité

hépatoprotectrice, et une préparation galénique représentée par le sirop.
Les résultats obtenus ont été comparés avec des études similaires.

En fin une conclusion présentant une synthese des principaux résultats obtenus .
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Chapitre | : caractérisation de la plante

I-1-Généralités sur la famille des Rhamnaceae

La famille des Rhamnaceae est une famille endémique d’arbre, arbuste et herbacées qui
est formée d’environ 900 espéces, réparties en 55 genres environ plus ou moins(1) ¢’est une
famille largement répandue, trés diversifiée dans les régions tropicales (2 ; 3) elle caractérise
les sols calcaires (4). Les principaux genres sont Rhamnus, avec 150 espéces de 1’hémisphére
Nord, Phylica, avec 150 especes africaines dont 140 sont endémiques de la région du Cap,
Zizyphus, avec 90 espéces presque exclusives des régions tropicales et chaudes, Gouania
avec 60 especes des régions tropicales et chaudes, Pomaderris, avec 55 especes dont 50 sont
endémiques d’Australie, Ceanothus, avec 50 especes d’ Amérique du Nord, Colubrina, avec

31 especes des régions tropicales et chaudes d’ Amérique(5).

Les plantes de cette famille sont connue comme des espéces médicinales possédant

diverses propriétés biologiques (5 ; 6).

En Algérie ,9 espéces végétales appartenant a 3 genres répertoriées dans diverses

régions et classées selon leurs caractéristiques morphologiques (7).

Figure 1 : Répartition de la famille Rhamnaceae dans le monde (4).
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Les Rhamnaceae ont été étudiées morphologiquement, moléculairement et
biochimiquement, cependant, les différents types de caractéres ont mené a constater les

descriptions systématiques suivantes (1) :

= Les feuilles sont simples, c'est-a-dire que les limbes ne sont pas divises en folioles
plus petites. Les feuilles peuvent étre soit alternes et en spirale, soit opposées. Des
stipulations sont présentes. Ces feuilles sont modifiées en épines dans de nombreux
genres.

= L’inflorescence : axillaire, cyme ou panicule souvent sessile.

= Lesfleurs : petites, cyclique, hétérochlamyde, dialypétales, pentameres,
actinomorphes, discifere, isostemone, péri-, hypo-ou épigynes, bisexués. Pétales
valvaires souvent caducs et plus petits que les sépales hepanthium. Les étamines sont
opposeées aux pétales, anthere a déhiscence longitudinale avec le disque intra
staminale.

= L’ovaire : est généralement pluri oculaire, style terminal, placentation axile, un
ovule par loge, anatrope et bitégumenté.

= Le fruit : souvent drupe ou schyzocarpe caractérisé par des graines avec un grand
embryon et peu d’albumen.

= Latige : dressée et rameuse ; les rameaux sont alternes, non épineux.
I-2- Généralités sur le genre Rhamnus :

Le genre Rhamnus compte prés de 125 especes d’arbustes ou petits arbres. Il inclut
aujourd’huilegenre Frangula (aux bourgeons nus sans écailles, aux fleurs a 4 sépales et
bisexuées) qui désignait notamment la Bourdaine (Frangulaalnus)
renommée Rhamnusfrangula. Les bourgeons peuvent étre nus (ancien genre Frangula) ou
écailleux chez les Rhamnus au sens strict. On trouve aussi les noms vernaculaires de Nerprun
purgatif, Nerprun alaterne ou tout simplement Alaterne, attribués aux autres principales
especes indigénes. Ces arbustes occupent les régions tempérées ou subtropicales de
I’hémisphere nord, essentiellement de 1’est de I’ Asie, d’Amérique du Nord et de Chine. Les
especes cultivées chez nous appartiennent aux zones tempérées et méridionales d’Europe et

d’Afrique du Nord aussi elles ont la réputation de tolérer la sécheresse et les embruns.
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Le genre a donné le nom a la famille des Rhamnacées qui comprend les Céanothes et

les Jujubiers notamment(8).
Les principales espéces existent en Algérie :

*R .alaternusL.pousse dans les foréts, rocailles.

*R .Lycioides L.foret claire, rocailles.

*R. Frangula. Foret humides.

*R.cathartica L. rochers calcaires des hautes montagnes.
*R.alpina. Rochers calcaires des hautes montagnes(7).

I-3 - Alaterne Rhamnus alaternus L.

I-3 -1-Nomenclature

Le nom Rhamnus est un mot grec Rhamnos, 1’ancien nom de latin de la plante est
’alaternus. Le terme francgais de nerprun est un dérivé du latin populaire Niger prunus

(prunier noir) Plusieurs noms sont attribués :
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Tableau 1 : les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus L.

Noms (références)
Nom commun Nerprun ; Bourg-épine de cerf (13).
Nom . ) C .. .
. Ajroudj, khalis n’imide kH, amliles(14).
Targul
Nom kabyle Mélilés (15 ; 16).
Nom
Meélilés, Quaced (14)Ouchbatsafar (17) oud el khir (14 ; 18; 19).
Arabe
Nom francais Alaterne (14) ; Nerprun méditerranéen.
Nom anglais Italian buckthorn, Mediterranean buckthorn (20).
Nom espagnol Aladierna, CoscoUnia, Sanguino d’Andalusia.
Nom italien Alaterno, LegnoPuzzo (21).
Nom allemand Kreuzldorn.

I-3- 2-Origine et répartition
La plante est trés répandue dans les régions centrales de I’Europe, en Afrique du nord

et en Asie .cet arbuste, fréquente sur les sols calcaires, est souvent confondue avec la

bourdaine la drogue surtout importée de 1’ex- URSS est récolté a 1’état sauvage(22).

L’ Alaterne Rhamnus alaternus L. est souvent cultivée dans les parcs comme plante
ornementale, pour former des passifs ou des haies compactes .il a fait trés joli effet, surtout

lorsqu’il est chargé de ses fruits qui sont des baies globuleuses rouges(23).

C’est un petit arbrisseau charmant, trés cherché pour la décoration des jardins et des

bosquets; il fleurit a la fin de printemps (24).

Cet arbrisseau est caractéristique de la zone littorale et uni aux lentisques, a ’arbousier, au

myrte et a d’autres plantes a feuilles persistantes. Il joue un réle important dans la
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composition des maquis qui couvrent une bonne partie du littorale et des iles de la
Méditerranée(8).

En Algérie :

De récents travaux réalisés sur la diversité floristique des subéraies du parc national
de Tlemcen et ceci de ’année 2004 a 2008 ont permis de caractériser le type biologique,
I’abondance et la répartition géographique des différents taxons présent dans cette zone

d’étude. Parmi ces taxons notre espece (Rhamnus alaternus L.)(25).

Les résultats apportés par ces travaux montrent que notre espéce est considérée comme hémi-
cryptophyte (type biologique) commune de 1’ensemble territoire Algérien (abondance
globale)et elle est présente au niveau des 15 secteurs phytogéographiques de I’ Algérie du
Nord; tandis qu’elle est quasiment absente au Sud de 1’ Algérie. Les secteurs ou prospére
Rhamnus alaternus L. sont représentés par le découpage établi qui se répartit comme

suit (7) :

K1 : la grande Kabylie K2 : la petite Kabylie C1 : Tell Constantinois AS1 :
I’Atlas Saharien Oranais AS2 : ’Atlas Saharien Algérois AS3 :1’Atlas

Saharien Constantinois O3 : ’Atlas Tellien Oranais.

Figure 2 : Répartition de I’espéce Rhamnus alaternus en Algérie selon les secteurs
phytogéographiques(7).
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-3 -3-Classification

Selon la classification APG I, les Rhamnaceae sont des Eudicotylédones

(Dicotylédones vraies) appartenant aux Eudicotylédones supérieures, au clade des Rosideae,

sous-clade des Fabideae et a I’ordre des Rhamnale(2009).

Tableau 2 : Classification phylogénétique APG III de I’ Alaterne(26).

Taxon Nom
Domaine Eucaryote
Regne Végétal
Sous régne Plante vertes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosaceae
Ordre Rosale
Sous ordre Rhamnale
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus
Espéce Alaternus

11 : Etude botanique de la plante

I11-1-Aspect morphologique

C’est un arbrisseau de 1 a 5 métres ou sous arbrisseau peu élevé. Ses rameaux, de
couleur brun foncé, portent, au bout de courts pétioles rougeéatres, des petites feuilles alternes
persistantes longues de 2 a 5 cm, entiéres, de forme et de taille tres variable (arrondies a
étroitement lancéolées mesurant ordinairement entre 2 et 5 cm), coriaces, souvent dentées et
cartilagineuses en bordure bordées d’une marge cartilagineuse étroite, translucide et
lachement dentées plus au moins piquantes, les feuilles sont entiéres; a 4a6 nervures peu

saillantes. Le limbe est luisant sur le dessus, d'un vert fonce, le revers est plus clair (27).

La floraison a lieu de Mars a Mai, selon le climat, sous forme de minuscules fleurs

jaunatres a verdatres, dépourvues de pétales, regroupées en petites grappes a l'aisselle des
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feuilles. Les fleurs dioiques, jaunatre, en petites grappes multiflores bractéolées avec un

calice a 5lobes lancéolées. Le style bi-trifide et les graines a sillon dorsal ouvert(27).

Elles sont peu visibles mais agréablement odorantes, attirant de nombreux insectes
butineurs. Seuls les pieds femelles, en présence des pieds males, produisent ces petites jolies
baies rouges, mises en valeur par le feuillage fonce. Cette plante préfére les climats chauds et

secs en été, et les sols caillouteux, bien drainés, a tendance calcaire(8).

Figure 3 : Aspect morphologique de 1’ Alaterne Rhamnus alaternusL(28).

10
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» Feuillage : cette figure présente les feuilles de 1’ Alaterne

Figure 4 : feuillages de 1’ Alaterne(29).

« Persistant.

« Feuillage de couleur vert foncé, lustré.

» Floraison : cette figure présente les fleurs de 1’ Alaterne

Figure 5 : floraison de nerprun alaterne (29).

« Fleur de couleur jaune-verdatre.

]



https://www.promessedefleurs.com/media/catalog/product/cache/1/photo_fleur/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/R/h/Rhamnus-alaternus-87333-FL.jpg
https://www.promessedefleurs.com/media/catalog/product/cache/1/photo_fleur/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/R/h/Rhamnus-alaternus-87333-FL.jpg
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« Période de floraison de Mars a Auvril.
« Inflorescence Cyme.

« Fleur de 0.5 cm.

« Parfum : Légerement parfumée, miel.

« Plante mellifére.

12
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Chapitre Il : composition et propriétés biologiques
I1-1-La drogue végétale

La drogue est représentée principalement par les feuilles, I’écorce, et les drupes qui
sont riches en dérives anthracéniques et en flavonoides, glucosides, les alcaloides et les
tanins (30).

11-1-1-La composition chimique de la drogue
11-1-1-1-Composition et teneur en substance non actives :

La pulpe Alaterne Rhamnus alaternusL est composée principalement d’eau (68%), de
minéraux(Fe , Zn, K, Na, Ca, Mg, P, Cu) dont le plus abondant est le K(12,90) , de
lipides , protéines et de fibres (Cellulose, hémicellulose et lignine). Les fruits relativement
volumineux de Rhamnus alaternusL. contiennent plus d’eau et de phosphore, les fruits de
taille intermédiaire contiennent plus de lipides, magnésium et de calcium et les fruits plus

petits contiennent plus de protéines, potassium et zinc (32).
11-1-1-2-Composition et teneur de substance actives

Rhamnus alaternusL. est constitué principalement de composés phénoliques qui sont
largement distribués dans toutes les parties supeérieurs (tige, racine, fleure, pollen, fruits,
graines, et bois) (33). Les polyphénols sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines, ou

la maturation des fruits (34).

L’étude phytochimique sur les extraits de la partie aérienne et les racines de Rhamnus
alaternus L. a revélé la présence de diverses quantités d’anthraquinones, des coumarines, de

tannins et en particulier des flavonoides (18).

Trois flavonoides tri-glycosidiques ont été isolés a partir des feuilles de Rhamnus
alaternusL le kaempferol 3-O-B-isorhaminoside, rhamnocitrin 3-O-B-isorhamnoside, et
rhamnetin-3-O-B-isorhamninoside, en revanche, trois flavonoides aglycones ont été

identifiés : ’apigénine, le kaempferol et la quercétine(19).

13
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Dans une autre étude quatre anthraquinones aglycones ont été isolées a partir de la
partie aérienne de la plante : I’émodine était 1’aglycone le plus abondant, il a été trouvé dans
toutes les parties examinées de la plante, en méme temps, c’est le seul aglycone détecté dans
les graines et dans le péricarpe mur, le chrysophanol existe abondamment dans les parties les
plus jeunes de la plante mais totalement absent dans les feuilles entiérement mures. Alaternin
atteint sa concentration maximale dans I’écorce. La quatrieme anthraquinone, le physcion a
¢été trouvé dans toutes les parties de la plante a I’exception des graines et du péricarpe mur

(35).

Les chercheurs (6) apportent dans leur étude sur la composition chimique de I’extrait
des feuilles de Rhamnus alaternus L. que ce dernier contient une teneur importante des
flavonoides glycolysés.Les feuilles de ’alaterne émettent des petites quantités de 1’isopréne
(2-méthyle-1-3-butadiene) (36).

RH emed NPT STI— —
Quercétine (Jain et Patil, 2010) R-OH Altemine (Bortolomeezz Ap;genlne(Ka\& asakietal.  Kaempferol (Jain et Patil
12l 2007) al, 2010) 2010)

Figure 6 : Quelques structures chimiques des composés contenues dans 1’ Alaterne

Rhamnus alaternus L.(78)

= |_es anthraquinones
Rhamnus alaternus L. contient des anthraquinones tels que I’émodine ou chrysophanol,
Alaternin et physcion qui sont les quatre anthraquinones aglycones isolés a partir des parties
aériennes de Rhamnus alaternus L. D’autres études ont révélé par I’analyse par la GC-MS la
présence d’anthraquinones glycosides dans I’extrait des racines de Rhamnus alaternus L.
(35; 32).

14
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Les anthraquinones sont insolubles dans I’eau et doivent étre dissoutes dans 1’éthanol
ou d’autres solvants (37). Leur noyau est polycyclique, comportant deux cycles benzéniques

condenses avec des groupes carbonyle dans les positions 9 et 10 (38).

= | es tanins

Rhamnus alaternus L. contient des tanins a un degré plus ou moins élevé ceux-ci
donnent un gout amer a 1’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation ;
ce sont des substances constituées par mélange de glucosides et d’acide gallique, on les
rencontre, en petite quantité dans de tres nombreuses plantes (38).

Les feuilles renferment divers glucosides dans la rhamnose, 1’écorce des racines ou des
tiges est riche en dérivés anthracénique (23).

Les fruits de Rhamnus alaternus L renferment un principe actif de Rh-amine, d’une
saveur apre qui leur donne des vertus purgatives elle constitue un purgatif tres énergétique.

Mais les doses doivent étre déterminées avec prudence 2g de fruit écrasé dans un 1/4
verre d’eau en décoction a prendre le matin a jeun (31).

Les racines de la plante ont révélé la présence des flavonoides, d’anthraquinones, de

coumarine et de tanin (18).
11-2- Etude microscopique de la plante

I1-2-1-Structure de la tige

La tige de I’ Alaterne Rhamnus alaternus L est une tige de dicotylédone. Ainsi, elle peut

présenter des structures secondaires.

Les coupes transversales ont montré les différents tissus qui la constituent. Ainsi de

I’extérieure vers 1’intérieure, nous observons .
-La cuticule striée imprégnant vers I’extérieure les cellules épidermiques.

- L’épiderme est suivi du collenchyme, qui est un tissu de soutien vivant. Les

membranes des cellules présentent des épaississements de natures cellulosiques.

-Les tissus secondaires sont abondants et sous forme d’un anneau continu. On observe

la production de bois qui est un tissu conducteur secondaire. Il conduit la seve brute .La seve

15
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élaboreée est conduite par le liber qui aussi tissu conducteur secondaire. Ces structures
secondaires sont le fonctionnement d’une année de ’assise génératrice libéro-ligneuse ou

cambium,
-Le bois est constitué de vaisseaux, de fibres et du parenchyme: il est donc hétéroxylé.
- parenchyme médullaire, on 1’observe au centre de I’organe végétal.

Certaines cellules de 1’épiderme se prolongent vers 1’extérieure pour donner des poils

épidermiques, il s’agit des poils tecteurs(39).
11-2-2-Structure des feuilles
La coupe transversale montre que la feuille se compose des tissus suivants :

-la cuticule qui enveloppe vers I’extéricure les cellules épidermiques son réle est

de protéger ce tissu.

-1’épiderme supérieure constitué par une assise de cellules.

-un début de parenchyme lacuneux.

-une nervure principale qui renferme les éléments conducteurs secondaire :- le liber
-le bois

-dans la feuille, nous observons aussi des cristaux. On les appelle aussi macles, ils
présentent une forme (d’oursin). Ils sont le résultat d’une cristallisation de I’acide oxalique et

du calcium(39).
I1-3- utilisation traditionnelle de I’Alaterne Rhamnus alaternus L.:

L’Alaterne Rhamnus alaternusL est une plante utilisée depuis longtemps pour le

traitement de diverses maladies.

La littérature ethnopharmacologique recherchée a révélé que 1’Alaterne Rhamnus
alaternusL a été principalement utilisé en usage interne; la décoction de sa partie aérienne a
été utilisée par la population locale en Navarre- I’Espagne en tant qu’agent

antihypertenseurs, elle était largement utilisée aussi pour abaisser 1’hypertension artérielle,

16
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traiter I’hypercholestérolémie. De plus, une prise de la décoction a jeun de partie aérienne et
les racines de 1’Alaternea été utilisée comme reméde dépuratif (20).De plus la décoction
préparée de la branche de cette plante a été prise par voie orale sur un vide estomac pour le
traitement des troubles musculo-squelettique (40).Les
troubles gastro-intestinaux ont également été traités par les feuilles de
I’ AlaterneRhamnusalaternus L(41). Des enquétes ont démontré et souligné 1’utilisation
externe de Rhamnus alaternus (42) ils ont montré que le cataplasme préparé a partir de
feuilles de 1’Alaterne Rhamnus alaternus L. étaient largement utilisées par la population
locale dans le centre de Maroc pour traiter les infections cutanées Au nord-Est d’Algérie ils
ont également confirmé 1’utilisation des feuilles et des fruits de cette espéce pour soigner les

maladies de la peau, en plus de ’amygdalite (43)
Les baies de I’ Alaterne Rhamnus alaternus ont une action purgative (21)

Les feuilles en infusion constituent des gargarismes astringents (44)

L’Alaterne Rhamnus alaternus L est 1’une des plantes les plus utilisées en médecine
traditionnelle pour ses bienfaits notamment dans les complications hépatiques contre la
jaunisse et contre certaines affections dermatologiques (23 ;15)et elle a été employée aussi

en tant que laxatif (les baies) en médecine vétérinaire (21).

Cette plante a été empiriqguement utilisée comme laxatif, purgatif, diurétique,
antihypertenseur et dépuratif. Dans les pays d’Afrique du nord, la décoction des parties
aériennes de Rhamnus alaternus L. comme 1’écorce est utilisée contre certaines maladies

dermatologiques et hépatiques (21).

11-4- Propriétés biologiques et domaines d’utilisation

Meédicinal : En médecine traditionnelle R. alaternus a été employé en tant que
digestif, diurétique, laxatif, astringent, hypotensif et pour le traitement des
complications hépatiques et dermatologiques(15), ainsi que les problémes
cardiovasculaires (40).
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Des études antérieures ont montré que l'extrait brut de I’ AlaterneRhamnus alaternus L
est un puissant antioxydant, antimutagéne, antigénotoxique (45 ; 46 ; 18 ; 6),

antimicrobien(47).

Contre la jaunisse et ’anémie : On prépare a cet effet 10g d’écorce de racine ou du

tronc dans un demi-litre d’eau, laisser bouillir 10min, filtrer, prendre 2 tasses par jour (14).

Hypocholestérolémiante : Une infusion de la partie aérienne a boire pour diminuer le

taux du cholestérol (40).

Amaigrissante : Les chercheurs (48) ont démontré que 1’ Alaterne Rhamnus alaternus

L. est une plante qui présente donc un fort potentiel comme source de principes actifs non
toxiques a effet amaigrissant et qui peut avoir une application potentielle pour le traitement

des pathologies li¢es a I’obésité.

Ebénisterie et menuiserie : Son bois blanc, d’un grain fin et compact, a une odeur

désagréable mais on peut servir a des travaux de menuiserie et ébénisterie (49).
11-5-L°Alaterne et les affections hépatiques

I1-5-1-Foie et Hépatotoxicité

11-5-1-1- Morphologie et physiologie du foie

Le foie est un organe abdominal unique et asymétrique situé¢ dans 1’hypocondre droite
est constitué de cellules hépatiques (hépatocytes) dont 1’unité fonctionnelle est le lobule
hépatique, il est divisé en secteurs, eux-mémes subdivisés en segments et c’est le plus
volumineux des viscéres humains (2 % du poids corporel avec une moyenne de 1500 g chez
I’homme) (50) c’est 1’organe effectuant le plus grand nombre de transformations chimiques ;
ses échanges avec le reste du corps se font pour la plupart a travers sa double irrigation
sanguine (artére hépatique) qui se termine par une multitude des capillaires jusqu’a
I’intérieur du foie. Environ 80 % des cellules hépatiques sont deshépatocytes mais il existe
d’autres types cellulaires (cellules des canaux biliaires, cellules endothéliales, cellules de
macrophages)(51).Le foie est classiquement considéré comme un organe en paralléle, chaque
unité étant constituée par les lobules sécrétoires (52).Cet organe a une couleur rouge marron,

ses cellules sécretent une substance qui est la bile ((53).
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Le foie est un organe trés richement vascularisé qui joue un role important dans
differents métabolismes (glucidique, lipidique et protéiques). Il joue aussi un réle clé dans
I’élimination des déchets endogénes ainsi que 1’élimination des médicaments, xénobiotiques

et toxines(54).
11-5-1-2—Hépatotoxicité :

Le foie est I'un des cing organes cibles les plus communs de toxicité, a la fois aigué et

chronique pendant des doses répétées(55).

Le foie est aussi responsable de I’entretien des fonctions métaboliques ainsi que la
détoxication des défis exogenes et endogeénes. L'implication du foie dans la toxicité induite
par des molécules administrées par I’organisme dépend de sa localisation anatomique,
physiologique et biochimique, ces molécules a des surdoses ou méme a doses thérapeutiques
peuvent provoquer des lésions hépatiques chez les personnes sensibles. Ces molécules
produisent des Iésions hépatocellulaires qui peuvent se manifester par certaines pathologies,
y compris I'népatite, la cirrhose, I'inflammation, la phospholipidose, Cholestase et la stéatose

...etc. ses derniéres sont les causes les plus fréquentes de dysfonction hépatique(56).

Lorsque le foie est endommagé par atteinte virale ou toxique, les fonctions citées ci-
dessus peuvent étre compromises. L’ insuffisance chronique est due a un facteur précipitant
compliquant une maladie préexistante. Les insuffisances aigués peuvent étre d’origine
toxique ou virale, accompagnées d’une perte massive d’hépatocytes chez des individus

préalablement sains. La forme la plus sévére est 1’insuffisance hépatique fulminante (57).

La toxicité hépatique humaine n’a été estimée qu’a 50% et pourrait étre utilisée qu’a
’aide des modeles animaux, ¢’est une pathologie provoquée par 1'exposition du foie a un
médicament ou un autre agent qui endommage la fonction du foie ou la mort cellulaire.
L’hépato toxicité expérimentale sur les animaux entiers est essentielle pour démontrer que le
médicament, la substance ou I’extrait en étude induit un effet négatif sur le foie (58). Le
résultat des lésions induites par la substance toxique dépend de |‘interaction entre le
processus de lésion du foie et de la prolifération cellulaire et la regénération tissulaire

compensatoire, nommée la réparation du foie (59).

11-5-1-3-Marqueurs biochimiques de la fonction hépatique
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Habituellement, le bilan hépatique « BH » comprend des dosages de substances
sanguines qui apportent simplement une orientation sur 1’existence, I’ampleur et le type
d’une Iésion hépatique. Une demande de BH consiste a doser la bilirubine, les transaminases

et la phosphatase alcaline (60).

« La Bilirubine

La bilirubine est le principal produit résultant de la dégradation des vieilles globules
rouges. Les globules rouges libérent de I’hémoglobine, la portion « héme » est par la suite
décomposée en bilirubine(61). On distingue la bilirubine libre non conjuguée qui est
insoluble dans 1’eau est donc prise en charge par le transporteur non spécifique du plasma, le
Osérum albumine. Cette derniére est captée par les cellules hépatiques pour conjuguer pour
former des mono et des di glucoronides qui sont beaucoup plus solubles dans I’eau que la

bilirubine libre non conjuguée. La bilirubine conjuguée est eliminée dans la bile (60).

Lorsque la fonction hépatique est endommagée, comme dans le cas d’une hépatite aigué ou
de la phase finale d’'une maladie du foie, la bilirubine s’accumule dans le sang et entraine le
jaunissement de la peau et des yeux, cette condition s’appelle la jaunisse. La bilirubine est
souvent indiquée comme totale, indirecte (la quantité de bilirubine non conjuguée) et directe
(la quantité de bilirubine conjuguée qui est ensuite excrétée des cellules du foie.) La quantité
totale normale de bilirubine est de 0,1 a 1,2 mg/dl. (61).

« Transaminases

Ces enzymes se trouvent normalement dans le sérum en faible quantité et a des taux
bien déterminés. Dés qu’un organe ou un tissu est endommagé, il libére dans la circulation
générale des enzymes qui lui sont propres. Par exemple, pour déterminer I’organe 1€sé, au
lieu de faire une biopsie d’organe, il est beaucoup plus facile et confortable pour le patient

une prise de sang (62).

L’activité de I’alanine aminotransférase (ALAT) est plus spécifique du foie que
I’aspartate aminotransférase (ASAT), son taux plasmatique augmente jusqu'a 20 fois de son

taux normal lorsque les hépatocytes sont endommageées ou détruites a un rythme plus éeleve
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qu’a la normale, qui est souvent causé par I’hépatite, un surdosage de médicament, un choc,

une hypoxie sévere ou une insuffisance cardiaque aigue...etc.

L’aspartate aminotransférase (ASAT) est une enzyme similaire a I’ALAT. Le niveau

normal de ces enzymes varie de 0 a 37 UI/L (60).

11-5-1-4- Pathologies hépatiques
=  L’ictere

L’ictere est une anomalie de la coloration (jaunatre) de la peau et des muqueuses causée par
une hyper bilirubinémie. L’ictére devient visible lorsque le taux de bilirubine est d’environ 2

a3mg/dl (34451 micromole/l) (63).
v Physiopathologie de I’ictére

La plus grande partie de la bilirubine est produite lors de la décomposition de
I'némoglobine en bilirubine non conjuguée (et autres substances). La bilirubine non
conjuguée se lie a I'albumine dans le sang avant d'étre transportée vers le foie ou el le est
captée par les hépatocytes et conjuguée a l'acide glucuronique ce qui la rend soluble dans
I'eau. La bilirubine conjuguée est excrétée dans la bile au niveau du duodénum. Dans
I'intestin, les bactéries métabolisent la bilirubine pour former l'urobilinogéne. Une partie de
I'urobilinogéne est éliminée dans les feces, et un autre est réabsorbée, captée par les
hépatocytes, remétabolisee, et ré excrétée dans la bile (cycle entérohépatique) (63).

v' Mécanismes de I'hyper bilirubinémie

L'hyper bilirubinémie peut concerner principalement la bilirubine non conjuguée ou

conjuguée(63).

*L'hyper bilirubinémie non conjuguée : est le plus souvent provoquée par des troubles

suivants:

« Augmentation de la production
« Diminution de la captation hépatique

« Diminution de la conjugaison
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*L'hyper bilirubinémie conjuguée est le plus souvent provoquée par des troubles

suivants:

« Dysfonctionnement des hépatocytes (dysfonctionnement hépatocellulaire).
« Ralentissement de I'évacuation de la bile par le foie (choléstase intrahépatique).

« Obstruction du flux biliaire extra- hépatique (choléstase extra-hépatique).
v/ Conséquences

Les conséguences sont principalement déterminées par la cause de l'ictére et la
présence et la sévérité de I'insuffisance hépatique. Un dysfonctionnement hépatique peut
provoquer une coagulopathie, une encéphalopathie et une hypertension portale (qui peut

provoquer des hémorragies gastro-intestinales) (63).
v Etiologie

Les causes sont multiples. Elles peuvent étre, vasculaire, toxique, virales,
bactériennes, médicamenteuses, auto-immune c'est-a-dire la cellule hépatique

(I’hépatocyte) est détruite par les anticorps de 1’organisme lui-méme (39).
- Les hépatites virales

Ce sont des infections de 1’organisme, par les virus qui ont la particularité de toucher
plus particulierement le foie et détruisant les hépatocytes .Nous décrivons le plus souvent
les hépatites A, B ; C, D, Eet G. ces hépatites sont plus au moins aigues et graves, celles
posant statistiguement le plus des problémes étant les hépatites b et c. la plus connue est
celle de A, elle passe le plus souvent inapercue, ce virus se trouve essentiellement dans les
aliments souillés. Plus I’alimentation est « stérilisée », moins cette affection est

constatée(39).
- Les hépatites bactériennes

Pratiquement toutes les affections bactériennes peuvent donner des hépatites

(tuberculose, syphilis, brucellose, 1égionellose, staphylococcies, affection a clostrium ...).
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Ces hepatites font rarement le pronostic (grave ou bénin) de la maladie, hormis pour la
leptospirose. (39)

- Les hépatites vasculaires

Elles correspondent soit a des infarctus du foie, soit a des stases veineuses, c’est —
a-dire des blocages de la circulation en aval du foie. Cela peut engendrer & une
insuffisance cardiaque, une thrombose portale (obstruction par un caillot de la
veine qui va du foie au cceur) ou une compression de cette veine avec blocage du

flux sanguin dans le foie (39).
- Les hépatites toxiques

Elles peuvent étre liées a des empoisonnements .le plus connu est celui par 1’amanite
phalloide. La plus fréquente est 1I’intoxication alcoolique. Les solvants sont aussi en cause
(tétrachlorure d’éthyléne, tétrachlorure de carbone, chloroforme). Le phosphore et le

chlorure de vinyle sont également dangereux (39)
- Les hépatites médicamenteuses

Elles s’apparentent aux hépatites toxiques, beaucoup de médicaments peuvent
induire des hépatites en cas de surdosage, c’est le cas du paracétamol. Les chimiothérapies

anticancéreuses induisent régulierement des hépatites passageres et réversibles (64).
11-5-2-L’utilisation de I’Alaterne dans les affections hépatiques

Les propriétés thérapeutiques de 1’espéce Rhamnus alaternus L., ont été mises en
évidence in vitro, elles sont dues a des composés actifs tels que les polyphénols(46). En
médecine du sud- ouest algérien; la décoction des feuilles de RhamnusalaternusL. est
considérée comme un bon médicament pris par voie orale pour le traitement de I’hépatite
(65 ; 66)ils ont remarqué que 1’utilisation de la décoction de feuilles de

I’ AlaterneRhamnusalaternus L est efficace contre les maladies hépatiques en général (67, 68)
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Certains auteurs ont entrepris des études limitées sur cette plante : trois types de

flavonoides ont été isolés a partir des feuilles en évaluant I’activité antioxydante, l'activité

genotoxique et antigénotoxique.

En ce qui concerne les propriétés antimicrobiennes de 1’ Alaterne Rhamnus alaternus L.

Le mécanisme de I’effet anti ictére peut également étre dii a certains phytoconstituants tels
que les sucres et les glycosides présents. Ces composees sont des dérives des polysaccharides que

certains d’entre eux ont été bien documentés dans la littérature au sujet de leur propriéte anti
hépatotoxiques (69,70).
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I-Matériel et Méthode

I-1-Mateériel

» Matériel végétal

Les feuilles sont récoltées de la région de Larbaa wilaya de Blida au mois de Mars 2021.
Les feuilles ont été séchées a 1’air libre, puis broyées a 1’aide d’un mortier en porcelaine.
L'identification botanique de 'espéce a été réalisée au niveau du laboratoire de botanique

de département de pharmacie, Université Saad Dahleb- Blida.

Figure 12: les feuilles de I’alaterne rhamnus alaternus

e
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» Matériel animal

Le matériel biologique est constitué de Rats souche Wistar, femelle, blanche, pesant entre 120
et 150g provenant de I’animalerie de I’institut Pasteur , les sont mis a une période d’adaptation
de 21 jours avant les essais pharmacologiques proprement dits allant de la période 25 mars
2021 jusqu’a 15 Avril au niveau de laboratoire de Pharmacognosie département de Pharmacie
Blida. IIs sont nourris aux granulés (aliment pour bétail), le changement de I’eau et le
nettoyage des cages est effectués chaque jour .ils sont mis en outre a des conditions de veille
/sommeil (12h de veille et 12 h de sommeil).Les animaux sont sélectionnés puis répartis en
deux lots de 5 rats pour chaque (lot test regoit 1’extrait de 1’ Alaterne aprés une intoxication
hépatique provoqués par I’allyle alcool et lot témoin recoit seulement 1’allyle alcool pour
provoquer une intoxication hépatique),les rats sont repesés peu avant le début des essais

pharmacologiques.

Figure 13:rats wistars femelles blanches distribuée dans deux cages
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> Les réactifs

L’eau distillée, glycérol, saccharose, Folin-Ciocalteu Carbonate de sodium
(Na2CO3) Chlorure d’aluminium (AICI13) , produit kit transaminase de la marque Matri.
Réactif de bouchardéat, Liqueur de Fehling, Chlorure ferrique (FeCI3 2%), Acide sulfurique
(H2S04, Alcool iso amylique, Chloroforme, Rognures de magnésium, acide acétique, rouge

Congo, I’eau de javel, I’eau distillée ;vert d’iode.

Figurel4 : les réactifs employés
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» Les appareils
Spectrophotométre, micropipette, les verreries, plaque chauffante,
centrifugeuse, microscope optique, la loupe, Mortier en porcelaine, balance

électrique, seringue, regle gradué, agitateur magnetique.

Figurel5 : les appareilles utilisées




MATERIEL ET METHODES

I-2-Méthodes

< Etude botanique

L’¢étude botanique est une étape essentielle pour 1’identification de n’importe quelle espece
végétale ; elle comporte une analyse macroscopique de 1’aspect général de la plante et des éléments
organoleptique des drogues végétales et une étude microscopique et recherche des éléments

caractéristiques de I’espece.

A-Etude macroscopique de la plante :

Une analyse macroscopique de la plante a été faite a I’ceil nue et a I’aide d’une
loupe.

B-Etude microscopique de la plante :

> Les coupes anatomiques

Sur les feuilles fraichement coupées, des coupes transversales fines sont réalisées a la main a 1’aide

d’une lame de rasoir et elles sont ensuite colorées par la méthode de double coloration.

Les coupes ainsi préparées sont mises dans une boite de pétri contenant de 1’eau puis elles sont

immergées successivement dans :

- L’eau de javel pendant 15 min, pour éliminer le contenu cellulaire.

- L’eau pendant 20 min pour le ringage.

- L’acide acétique a 5% pendant 1 min, pour éliminer totalement 1’eau de javel.

- L’eau distillée pendant 20 min, pour le rincage.

- Le vert d’iode pendant 10 min, pour la coloration des parois lignifiées.

- L’eau distillée pendant 20 min.

- Le rouge Congo pendant 10 min, pour la coloration des parois pectocellulosique.

- L’eau pour un dernier ringage des coupes

30



MATERIEL ET METHODES

a :I’eau de javel ,b :I’eau distillé ,c :acide acétique, d : vert d’iode, ¢ : I’eau
distillée, f : rouge Congo, g : I’eau distillée

Figure 16: les étapes suivies pour la coloration des coupes

Les coupes sont ensuite mises entre lame et lamelle pour 1’observation au microscope photonique

aux différents grossissements.

> Etude de Poudre des feuilles :

La partie aérienne de 1’alaterne Rhamnus alaternus L constituée de (rameaux et feuilles) , a été
nettoyée des impuretés, puis séchée a température ambiante et a I'ombre pendant quelques jours, ensuit
broyée a l'aide d'un mortier puis dans un robot électrique pour avoir une poudre qui est stockées dans
des boites fermées et placées dans un endroit a 1’abri de la lumiére et de la chaleur jusqu’a son

utilisation.

Pour étude microscopique de la poudre une petite quantité de la poudre est montée entre lame et
lamelle avec ’eau distillée. La poudre est ensuite observée au microscope photonique aux différents

grossissements (10et ou 40)

"

Figure 17: broyage des feuilles avec un mortier en porcelaine

(G
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2=Screening phytochimique

Dans le but de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans la plante étudiée des
analyses qualitatives (marqué positive + ou négative -).Le criblage phytochimique est base sur la
formation de complexes colorés en utilisant des réactions de coloration (conjugaison ou insaturation
dans une molécule) ou sur la formation de complexes insolubles en utilisant des réactions de

précipitation.
e Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux de 1’ Alaterne Rhamnus alaternus L a été obtenu par décoction de 5009 de broyat des

feuilles de la plante dans 2000 ml d’eau distillée pendant 15 min sous agitation magnétique.

Le décocté est d’abord filtré sur une gaze puis centrifugé pendant 5 min a 2000 tour, le surnageant est

récupéré et doit étre conservé au réfrigérateur.

A : chauffage B : filtration C : extrait préparé

Figure 18: les étapes suivies dans la préparation de I’extrait

v" Recherche des composées poly phénoliques :

A 2 ml de I’extrait végétal, on ajoute 2-3 gouttes de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%. Une

réaction positive se traduit par 1’apparition d’une coloration bleu marine
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v" Recherche des flavonoides :

Les flavonoides sont identifiés par une réaction spécifique dite « de la cyanidine », qui est basée
sur 1’obtention de couleurs caractéristiques du noyau soumis a une réduction par I’hydrogéne naissant,
celui-ci est issu de la reaction du métal en milieu acide.

Mg + 2 HCI => H2 + MgCI2

-Introduire dans un tube a essai 5 ml de ’extrait végétal, puis le porter au bain marie a 65°C
pendant 15 min. On ajoute par la suite : Iml d’eau distillée, 1ml d’acide sulfurique concentré et
quelques rognures de magnésium.

-Afin d’éviter I’augmentation de la température, on plonge le tube dans bécher contenant de 1’eau
froide.

-La coloration se développe lentement, et on peut ajouter quelques gouttes d’alcool iso amylique
pour accélérer son développement.

La coloration est développée et pour une réaction positive on observe la formation d’un anneau

rose.

v" Recherche des alcaloides

Pour la recherche des alcaloides dans une plante donnée, on doit acidifier le milieu afin d’assurer une
solubilité maximale des alcaloides.

Les alcaloides possedent la propriété de se précipiter avec les métaux lourds en milieu acide, de ce fait,
ces composés se caractérisent par des réactions générales de précipitation avec différents réactifs tels
que : les réactifs de Mayer, de Bouchardat, de Dragendorff (iodobismuthite de K).

- Introduire dans un tube a essai : Sml de I’extrait végétal avec quelques gouttes de H2SO4 concentré,
on ajoute quelques gouttes du réactif du Bouchardat au mélange, une réaction positive se traduit par

I’apparition d’un précipité verdatre.

v" Recherche des saponines

-Introduire dans un tube a essai 5 ml d’eau distillée et 5 ml d’extrait. Puis la solution est fortement
agitée. Ensuite le mélange est laissé pendant 20 minutes et la teneur en saponines est évaluée
-Pas de mousse =test négatif
-Mousse moins de 1 cm =test faiblement positif
-Mousse de 1-2 cm =test positif
-Mousse plus de 2 cm =test tres positif
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- la solution obtenue est comparé a une solution de Lierre pour confirmer les résultats.

v" Recherche des terpenoides

-Introduire dans un tube a essai 5 ml d’extrait végétal et on ajoute 2 ml de chloroforme et par la
suite 3 ml d’acide sulfurique (H2S0O4).

-Une réaction positive se traduit par I’apparition d’une coloration brun rougeatre.

3- Analyses quantitatives des polyphénols et flavonoides

A-Dosages des polyphénols

e Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux se fait par le réactif de Folin-Ciocalteu. (Singleton et
Rossi, 1999).Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 1l est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleue de tungsténe et de molybdéne (RibéreauGayon 1968). La coloration produite,
dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité des

polyphénols présents dans les extraits végétaux. (Boizot et Charpentier., 2006).

e Préparation des solutions

- Solution deNa2CO3 a 7.5% : 7.5g dans 100ml d’eau distillée

e Mode opératoire

Un volume de 200 ul de chaque extrait végétale aqueux dilué 1/50 est introduit dans des tubes a essai,
est mélangé avec 1ml du réactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois. Aprés une incubation pendant 4 minutes un
volume du 0,8 ml de carbonate de sodium a 7.5% est additionné. Les tubes sont incubés 2 heures a
I’obscurité. L absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a ’aide d’un spectrophotometre. Le blanc du

test contient 200 ul de solvant, 1 ml de Folin Ciocalteu et 800 pl de Na2CO3.
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La concentration totale des polyphénols est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage avec la
catéchine (0-100ug/ml). Les concentrations en polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de
linéaire Y=ax-b établi de la courbe d’étalonnage de catéchine (0-100ug /ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait

(ug EC/mg).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait

(Gabriel Agbor et al).
B-Dosage des flavonoides
= Principe
Les méthodes de dosage des flavonoides sont le plus souvent colorimétriques.

Le principe est basé sur I’interaction de groupement hydroxyle des flavonoides avec le chlorure
d’aluminium, qui se traduit par un complexe jaunatre dont 1’intensité optique est mesurée a 430 nm.
(Djeridane et al. 2006).

=  Mise en ceuvre pratique

a) préparation des solutions
-chlorure d’aluminium a 2% :2g dans 100ml de solvant.
b) mode opératoire

1 ml de I’extrait aqueux de 1’ Alaterne Rhamnus alaternus L avec dilutions convenables 1/20 est
ajoutés a 1 ml d’AICI13 a 2 %.Apres 10 min d’incubation a I’obscurité, 1’absorbance est lue a 430 nm. Le

blanc du test contient 1ml d’extrait et 1ml de solvant, le test est réalisé en 2 fois.

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec la
rutine (0- 40pg/ml). Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

4-Etude de I’activité hépatoprotectrice de I’ Alaterne Rhamnus alaternus
L.
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En Algérie, I’alaterne est trés utilisée contre les diverses affections hépatiques, elle
constitue un traitement traditionnel dont 1’efficacité est bien connue.

L’objectif de cette partie est d’étudier sur des cobayes D’effet préventif de I’extrait
aqueux de I’Alaterne sur les nécroses hépatiques induites par 1’alcool allylique; le
dosage des transaminases et les calculs de 1’'index de nécroses hépatiques sont ainsi

faits.

A-Le protocole de I’expérience :

On a suivi a la lettre le protocole mentionné dans la référence « Drug Discovery
and evaluation : pharmacologicalassays / H. Gerhard Vogel (ed.).--
2nd ed. »

A 8h00 du premier jour, les rats du lot test et témoin sont mis & jeun (ils sont privés de la nourriture mais
pas de I’eau).

A 15h00 I’extrait aqueux de I’alaterne Rhamnus alaternus est administré par voie orale aux rats du lot test.
Une heure plus tard, les animaux des deux lots regoivent par voie orale 0.4ml/kg d’une solution a 1.25%
d’alcool allylique dans 1’eau.

A 8h de deuxié¢me jour, le traitement avec 1’extrait aqueux est répété pour le lot des rats tests.les rats sont
mis a jeun (ils sont privés de la nourriture mais pas de 1’eau). jusqu’au 3éme jour.

A8h du troisiéme jour, sous anesthésie générale les prélévements intracardiaques et intraoculaires sont
effectués sur tous les rats puis les animaux sont sacrifiés selon les étapes de dissection suivantes :
L’animale est fix¢é sur un plan de dissection.

Réalisation de ’incision afin d’accéder aux différents organes en étirant la peau.

Prélevement de foie.

Ensuite les fois seront examinées.

Figure 19 : La pesé des rats
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Figure 21: prélévement rétro-orbitaire des rats

Tableau 8 : les poids des témoins intoxiqués et les quantités administrées en alcool allylique

Rats Ratl| Rat2 |Rat3 |Rat4 |Rat5
poids en gramme 138 122 130 121 111
Quantités administrés 2.76 2.44 2.6 2.4 2.22

D’alcool allylique en ml
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Tableau 9 : les poids des rats traités et les quantités administrées en alcool allylique et I’extrait

Rats Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5
Poids en g 140 140 145 140 137
Quantités administrées | 1.5 15 1.55 1.5

En extrait en ml

Quantités administrées | 2.8 2.8 2.9 2.8 2.74

En alcool allylique en ml

A: rat allongé sur son dos

e

B:Ouverture de la cavité abdominale et fixation des couches musculaires subjacentes

)]
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C: foie prélevé

Figure 22: les étapes de dissection et prélevement de foie

B-Etude de la nécrose hépatique

Apres dissection et le prélevement de foies, les lobes du foie (lobe gauche, moyen et droit et lobus
cauda tus) sont vérifiés a I’aide d’un stéréo microscope avec un grossissement 25 fois. Lanécrose focale
est observée sous forme des zones hémorragique blanc-vert ou jaunatre clairement séparées des tissus non

affectés. Le diametre des zones nécrotiques est déterminé a 1’aide d’un micrometre oculaire. Ces valeurs

sont ajoutées pour chaque animale afin d’obtenir un index de nécrose.

C-Evaluation

= L’indice de nécrose hépatique :

En utilisant 5 animaux pour les contrdles et pour le groupe de traitement, la moyenne de I’indice de
nécrose est calculée pour le lot test et témoin et les deux sont comparés par le test de student.
L’effet protecteur est exprimé en pourcentage de diminution de I’indice de nécrose par rapport aux

témoins.

= | e dosage des transaminases dans le plasma :

Les prélevements obtenus sont centrifugés, le dosage des transaminases est effectué manuellement
par un Kit de la marque BIOLABORATOIRE ; les moyennes des valeurs des transaminases ASAT-

ALAT du lot test et t¢émoin sont comparées a 1’aide d’un test de student
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L’effet protecteur de foie est exprimé en pourcentage de diminution des valeurs par rapport aux
témoins intoxiquées.

I3

Figure 23: tubes de sang prélevé

On utilise dans notre étude le test de Student pour comparer entre deux moyennes dans le cas
de petits échantillons (N1<30 ou N2<30)

Conditions: distributions normales et de méme variance

» On estime la variance commune;

sz _ (N, xo2)+ (N, xo2)
(N, +N,)—2

» on calcule le rapport:

|moyenne; — moyenne,

S |III 1 +;
VN, N,

t

» Comparer le t calculé au t de la table de Student avec un degré de liberté :
ddl= N1+N2-2et p= 0,05 (intervalle de confiance IC= 95%), si le t calculé ou
expérimental est plus elevé que t de la table de Student, la différence entre les moyennes
des deux échantillons est significative.

» Lavaleur de «t » nous donne le degré de signification « p » lu sur la table de Student.

La différence entre deux moyennes est :
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Peu significative : P < 0.05 (*) ;
Significative : P < 0.01 (**) ;
Trés significative : P < 0.001 (***) ;

Hautement significative : P <0.0001 (***¥*).
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S5-Préparation de sirop a base de I’extrait de I’ Alaterne

Les sirops sont des préparations aqueuses de saveur sucrée et de consistance visqueuse ; les
principes actifs administrés sous cette forme sont mieux tolérés en raison de leur dilution et de leur
action rapide.

L’objectif de cette partie est de formuler un sirop a base de I’alaterne afin de mettre a la disposition

des patients une formule galénique préparee simple et facile a administrer.

A-Préparation du sirop de sucre ou sirop simple (A.Lehir pharmacie galénique 2007)
Le sucre se dissous a chaud ou a froid, quel que soit le procédé de dissolution utilisé, le

sirop obtenu doit étre incolore et avoir une densité de 1.32 a 20°Cou 1.26 a 105°C.
Dissolution a chaud :

Dans cette méthode 180g de sucre sont ajoutés a 100ml de I’extrait aqueux de 1’ Alaterne,
I’ensemble est chauffé a ébullition 105°C°jusqu’a dissolution compléte du sucre .le sirop est
ensuite filtré a chaud.

La dissolution a chaud du saccharose est facile et rapide.

Remarque : Il est possible d’ajuster la densité d’un sirop trop dilué ou au contraire trop

concentré.

- Si le sirop est trop concentreé (trop cuit), le saccharose se cristallise---on ajoute de I’eau
- Si le sirop est trop dilué (insuffisamment cuit), il se produit une prolifération de

microorganismes (levure et moisissure) ---on chauffe jusqu’a ébullition.
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Figure 24: la préparation de sirop

-Apres refroidissement de sirop 2mlde glycérol a été ajouté.
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I1-Résultats et discussion
I1-1-Résultats

1-Etude botanique de la plante

A-Etude macroscopique de la plante

» Morphologie générale :
L’Alaterne est un arbrisseau est de 1a 5 métre de hauteur, La tige : dressée et rameuse ; les rameaux

sont alternes, non épineux.

L5 s o § 7 < AP

Figure 25: Aspect morphologique de I’Alaterne Rhamnus alaternus L.

» Caractére macroscopique des feuilles :
Les feuilles sont alternes de limbe simple a une longueur de 2 a 5 cm de couleur vert fonce.
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Figure 26 : Aspect morphologique des feuilles de I’ Alaterne Rhamnus

alaternusL

B-Etude microscopique de la plante

» Les coupes anatomiques :

La coupe transversale montre que la feuille se compose des tissus suivants :

e Lacuticule qui enveloppe vers I’extéricure les cellules épidermiques son rdle est de
protéger ce tissu.
e L[’¢épidermesupérieur constitué par une assise de cellules.
e Une nervure principale qui renferme les éléments conducteurs secondaire:
- Le bois
- Le liber
e Dans la feuille, nous observons aussi des cristaux. On les appelle aussi macles, ils
présentent une forme (d’oursin). Ils sont le résultat d’une cristallisation de I’acide oxalique

et du calcium.

- La limbe est de méme structure que la nervure principale mais avec un parenchyme
chlorophyllien plus abondant caractérisé€ aussi par un nombre important des grains d’amidons ainsi

que des grains perifasciculaire.
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Epiderme superieur

Bois

Liber

Epiderme inferieur

Nervure centrale

Limbe

Figure 27 : vue générale d’une coupe transversale au niveau d’une
feuille (GX40)

Epiderme supérieur

1 Bois

Macle d’oxalate de calcium

Epiderme inferieur

Figure 28: aspect géneral de la nervure médiane de la feuille de
I’Alaterne Rhamnus alaternus L. (Gx40)

(=R
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Epiderme supérieur

Graine d’amidon

[ Parenchyme lacuneux
Epiderme inferieur

Figure 29: Aspect général montrant le limbe de la feuille de I’Alaterne

Rhamnus alaternus L (Gx40)

» Etude botanigue de la poudre :

Aspect macroscopique :

Figure 30 : Aspect macroscopique de la poudre de I’Alaterne Rhamnus

alaternus L
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-Aspect macroscopigue : la poudre est de couleur vert et d’odeur aromatique (parfum de miel) et

de saveur ameére

-Aspect microscopigue :

La poudre se caractérise par la présence de :

Poils tecteurs unicellulaires a paroi plus ou moins échinulée.

Poils sécréteurs courts a pied unicellulaire et a téte pluricellulaire globuleuse.

Epiderme recouvert d'une cuticule striée, composé de cellules polyédriques, de stomates de type

anomocytique entourés de 7 a 8 cellules annexes.

En plus des éléments caractéristiques, on observe aussi des macles, des fragments de

parenchyme et des débris de vaisseaux de bois spiralé.

m

Figure 31:Aspect microscopique des Poils tecteurs unicellulaires a paroi plus ou

moins échinulée(Gx40)

Figure 32 :Aspect microscopique de la téte sécrétrice isolée (Gx40)
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id

Figure 33:Aspect microscopique d’un débris de parenchyme avec

stomate anomocytique 7a8 cellules(Gx40)

Figure 34 : Aspect microscopique du macle d’oxalate de calcium (Gx40)
2-Screening phytochimique

v' Composées polyphénoliques

La recherche des polyphénols qui se fait par le trichlorure de fer FeCI3 donne une coloration

bleu marine qui témoigne la présence des polyphénols
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Tube témoin Tube test

Figure 35: Caractérisation des polyphénols dans I’extrait aqueux.

v" Recherche des flavonoides

La recherche des flavonoides par la réaction a la cyanidine donne une réaction positive (+)

par la formation d’un anneau rose, indiquant la présence des flavonoides

Tube témoin  Tube test

Figure 36: Caracterisation des flavonoides avec la réaction a la
cyanidine
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v" Recherche des alcaloides
Une réaction positive avec le réactif de bouchardat en milieux acide se traduit par 1’apparition de

couleur verdatre et un précipité verdatre témoigne la présence des alcaloides.

Précipité verdatre
Tube témoin tube test

Figure 37: Caractérisation des alcaloides dans I’extrait aqueux.

v" Recherche des saponines
Apres agitation on observe la formation d’une mousse persistante de 1 cm comparable a une

mousse de lierre qui témoigne la présence des saponines mais a faible quantités.

—

_— T

Extrait de I’alaterne extrait de lierre

Figure 38 : Caractérisation des saponines dans I’extrait aqueux de I’Alaterne et

comparaison avec ’extrait de Lierre

A1

[EnAm Y
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v Recherche des Terpenoides
La réaction avec le chloroforme dans un milieu acide se traduit par I’apparition d’une couleur brun

rougeéatre donc donne une réaction positive .

Tube témoin tube test

Figure 39: Caractérisation des terpenoides dans I’extrait aqueux de I’Alaterne.

3-Dosage des polyphénols et flavonoides

A-Dosage des polyphénols et flavonoides
» Les polyphénols totaux

Aprées I’addition de la solution de monohydrate de carbonate de sodium et le réactif de Folin-

Ciocalteu a I’extrait de Rhamnus alaternus, une couleur bleue apparait.
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Figure 40: coloration de I’extrait aqueux de I’Alaterne

Rhamnus alaternus L par le réactif de Folin-Ciocalteu

Tableau 3: Les valeurs de I’absorbance des polyphénols obtenues par I’extrait aqueux par le

spectrophotometre
Extrait Valeur de I’absorbance DO
Extraitl 1.252
Extrait2 1.399
Moyenne 1.325

DO : la longueur d’onde spécifique

53



RESULTATS ET DISCUSSION

Courbe d'étalonnage de la catéchine

N
n

\

Absorbance a 765 nm
0
\

1 7S y = 0,0172x + 0,3473
R?2=10,962
0.5
(0] ? T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration en composés phénoliques en pg /ml

Figure 7: Courbe d’étalonnage de la catéchine

Par extrapolation des valeurs moyennes obtenues de 1’absorbance de 1’extrait aqueux de
I’Alaterne sur la courbe d’étalonnage de catéchine, la concentration de ’extrait en catéchine est :

C=62(pg EQ/mg).

On a fait une dilution de 1/50 dont on multiplie la concentration a I’inverse de degré de
dilution

C=3100(ug EQ catéchine/mg).

> Les flavonoides

Lors de dosage des flavonoides, aprés 1’addition d’AICI3 et apres incubation une

couleur jaune apparaitre
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Figure 41 : Coloration de ’extrait aqueux par le réactif de

chlorure d’aluminium

Tableau 4 : Les valeurs d’absorbance des flavonoides obtenu par 1’extrait aqueux par

spectrophotometre
Les extraits Valeur d’absorbance DO
Extrait 1 1.418
Extrait 2 1.366
Moyenne 1.392

DO : la langueur d’onde spécifique

Courbe d'étalonnage de la rutine

o~

y =0,0349x + 0,023
RZ=0;9979

[

[ERN

o

0 10 20 30 40 50
Concentration en flavonoides en pg/ml

Absorbance a 430 nm
o
(5]

Figure 8: Courbe d’étalonnage de la rutine
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Par extrapolation des valeurs moyennes obtenues de 1’absorbance de I’extrait aqueux de
1’ Alaterne sur la courbe d’étalonnage de rutine, la concentration de 1’extrait en rutine est :

C=40 (ng EQ/mg).

On a fait une dilution de 1/20 de I’extrait aqueux donc la concentration doit étre multiplié a
I’inverse de degré de dilution

C=40X20=600(ug EQ rutine/mg).

4- Etude de I’activité hépato protectrice

Dosage des transaminases : ASAT et ALAT en Ul/I
ASAT :

Tableau 5 : Les résultats d’ASAT en Ul/I

Rats traité (groupel) Rats intoxiqué (groupe 2)

Rat 1 73, 332 237

Rat 2 51,507 282

Rat 3 110,871 117,15

Rat 4 53,47 398

Rat 5 110,58 144
Moyenne 79,952 235,63

¥ (xi-m) 2 3448,2344 10189,9276
Ecart-type (o) 29,36 50,472

Le tableau présente les différentes valeurs d’ASAT chez les rats traités et
les rats témoins el le calcule de son moyen et 1’écart type pour I’obtention de

valeur t (test student).

Le t obtenue :
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t=5,33

Comparer le t calculé au t de la table de Student avec un degré de liberté :
ddl = N1+N2-2=8

p = 0,001
t obtenue par la table de student = 5,041

Le t obtenu est supérieur au t de la table, I’hypothése nulle est rejetée, donc il existe une différence

significative entre les deux moyennes (du test et du témoin)

450
400
350
300
250
200
150
100
-l o 1N o0 100
: [ [
1 2 3 4 5 Moyenne

W lottest M lottemoin

Figure 9: Graphique a barres montrant la variation en pourcentage d’ASAT

chez les rats

Le graphique a barres présente la différence des valeurs d’ASAT entre les rats de lot témoins qui

sont faibles par rapport au valeurs d’ASAT chez les rats de lot test qui sont plus élevé.
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ALAT :

Tableau 6 : Les résultats I’ALAT en Ul/I

Rats témoin (groupel)  Rats test (groupe 2)

Rat 1 147 103,014

Rat 2 157 107,67

Rat 3 123 70,420

Rat 4 137 54,126

Rat 5 203 128,7
Moyenne 153,4 92,786

¥ (xi-m) 2 3707,2 3610,7937
Ecart-type (o) o 1=30,44 62 = 30,0449

Le tableau présente les différentes valeurs d’ALAT chez les rats traités et
les rats témoins el le calcule de son moyen et 1’écart type pour 1’obtention de

valeur t (test student).

Le t obtenue :
t=2,83

Comparer le t calculé au t de la table de Student avec un degré de liberté :
ddl = N1+N2-2=8 et p=0,1

Le t de la table student : 1,860

Le t obtenu est supérieur au t de la table, I’hypothése nulle est rejetée, donc il existe une différence

significative entre les deux moyennes (du test et du témoin)
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Figure 10 : Graphique a barre montrant la variation en pourcentage d’ALAT
chez les rats

Le graphique a barres présente la différence des valeurs d’ALAT entre les rats de lot témoin qui

sont faibles par rapport au valeurs d’ALAT chez les rats de lot test qui sont plus éleves.

Analyse statistique des résultats par test Student

La nécrose hépatique




RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 7 : Les résultats de 1’étude de 1’index de nécrose hépatique :

Rats témoin (groupel)  Rats test (groupe 2)

Rat 1 44 28

Rat 2 31 13

Rat 3 29 20

Rat 4 33 24

Rat 5 28 9
Moyenne 33 19,8

¥ (xi-m) 2 166 246,8
Ecart-type (o) ol= 6,442 62=7,836

Le tableau présente les différentes valeurs de la nécrose hépatique chez les rats témoins

et test et le calcule de son moyen et ecart type pour I’obtention de valeur t(test student)
-le t obtenue : t = 2,602
Comparer le t calculé au t de la table de Student avec un degré de liberté :
Calcul le degré de liberté :
ddl=N1+N2=8
p = 0,05
t de la table Student = 2,306

Le t obtenue est supérieur au t de la table, I’hypothéese nulle est rejetée, donc il existe une

différence significative entre les deux moyennes (du test et du témoin)
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Figure 11: Représentation graphique des résultats de nécrose hépatique pour le

lot test et témoin.

Le graphique a barres présente la différence entre les valeurs de nécrose hépatique chez les rats de

lot témoins qui sont plus élevés par rapport au valeurs chez les rats de lot test qui sont faible

Figure 42 : Aspect macroscopique vu a la loupe des nécroses hepatiques g x10
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5-Préparation du Sirop de I’Alaterne
Le sirop obtenu a les caractéristiques suivantes :
-Aspect limpide
-De consistance visqueuse
-De saveurs sucrées (gout agréable) du au saccharose
-De densité D=m/v=80/60 donc D=1.33 a chaud

-De couleur marron claire

Figure 43 : pese de 60ml de sirop

Donc le sirop répond aux normes de pharmacopée.
-Information sur le sirop
Excipient : le saccharose et glycérine.

Indication : le sirop a un effet hépato protecteur il renforce 1’action de foie.
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Discussion

L’¢étude macroscopique et microscopique de 1’Alaterne a permis de confirmer son identité
botanique en comparant ses caractéristiques avec la bibliographie.

La plante étudiée se présente sous forme d’un arbrisseau avec des feuilles alternes coriaces,
des rameaux alternes de couleur vert foncé.

L’¢étude microscopique de la feuille a révélé la présence des €éléments caractéristiques de
I’espéce a savoir : poils tecteursa parois échinulées, une téte sécrétrice, le débris de parenchymes
avec stomates anomocytique et des macles d’oxalates de calcium.

Le screening photochimiques a dévoilé une richesse importante de 1’extrait aqueux de
I’Alaterne Rhamnus Alaternus L en métabolites secondaires a savoir les polyphénols, les
flavonoides, les alcaloides, les saponosides et ainsi les terpenoides.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides contenus dans I’extrait aqueux a rapporté la
présence de ces derniers avec des valeurs tres importantes qui sont respectivement 3100 pg Eg/mg
et 600 pg Eq/mg.

Les résultats de notre étude sont en concordance avec plusieurs études qui ont été réalisé par
des chercheurs qui ont constat¢ la richesse de 1’Alaterne en métabolites secondaires
essentiellement les flavonoides.

Selon Ben Ammar et Al 2009les flavonoides connus contenus dans 1’Alaterne sont :

’apigénine, le kaempferol et la quercétine.

Pour les rats témoins I’administration de 1’allyl alcool provoque une montée significative des
marqueurs biochimiques en particulier les transaminases ASAT et ALAT, de méme on observe

une augmentation significative de I’index de nécrose hépatique.

L’administration de I’extrait aqueux chez les rats traités entraine une baisse significative des

marqueurs biochimiques et une réduction aussi significative de I’index de nécrose hépatique.

La régression de ces parameétres chez les rats traités est renseignée sur les propriétés
thérapeutiques de D’extrait de 1’Alaterne Rhamnus alaternus L a réduire 1’hépatotoxicitée

provoquée par ’allyl alcool.

L’extrait aqueux de 1’Alaterne Rhamnus Alaternus L modifie significativement les valeurs

des ASAT et ALAT chez les rats tests par rapport les rats témoins.
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Les résultats montrent une diminution significative dans les valeurs des transaminases
ASAT et ALAT des rats traités par rapport au rat test.

L’extrait aqueux de I’alaterne a une action hépato protectrice.

L’extrait aqueux de I’Alaterne Rhamnus alaternus L modifie significativement 1’index de

nécrose hépatique.

Les résultats montrent une diminution de I’index de nécrose hépatique de groupe rat traité

par rapport aux témoins intoxiqués par 1’allyl alcool.
-I’extrait aqueux a un effet hépato protecteur.

Le mécanisme de ’effet hépatoprotecteur peut étredd aussi a certains phytoconstituants tels

que les sucres, les glycosides présents et les dérivés des polysaccharides. Chiu et al (1992) et Ye
et al,(2001).

64



Conclusion

Conclusion

L’Alaterne RhamnusalaternusL récoltée de la région de Larbaa Blida présente une source
fiable des principes actifs connus pour leurs propriétés thérapeutiques.

Le criblage photochimique préliminaire effectué sur I’extrait de la plante a révélé la présence
des composées poly phénoliques, des flavonoides, des alcaloides, des saponines, des terpenoides.

L’analyse quantitative de I’extrait aqueux des feuilles de Rhamnusalaternus L des
flavonoides et des polyphénols nous a permis de constater qu’il y a des fortes teneurs, ces résultats
indiguent que notre espece est une source prometteuse en flavonoides et composés phénoliques.

Le résultat obtenu sur les cobayes permet d’affirmer que 1’extrait de la plante étudi¢e
présente des activités hépato protectrices importantes. Une diminution des concentrations des
marqueurs enzymatiques les transaminases ASAT et ALAT et une réduction de 1’index de nécrose
hépatique.

L’utilisation traditionnelle de 1’Alaterne pour traiter les affections hépatiques et 1’ictére est
confirmée par cette étude et doit étre encore validée par d’autre expertise sur la sécurité d’emplois

et durant une période de traitement plus prolongée.
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